ES 2426 089 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 426 089
@Eint. cl.

C12N 15/867 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  23.07.2008 E 08786366 (8)
Fecha y numero de publicacion de la concesion europea: 10.07.2013  EP 2171072

Tl'tulo: Particulas de vector para dirigirse a células CD34+

Prioridad: @ Titular/es:

23.07.2007 EP 07290918 INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (100.0%)

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la 101 Rue d.e Tolbiac
L . 75013 Paris, FR
traduccion de la patente:
21.10.2013 (™ Inventor/es:

COSSET, FRANGOIS-LOIC;
VERHOEYEN, ELS;
COSTA, CAROLINE y
FRECHA, CECILIA

Agente/Representante:
PONTI SALES, Adelaida

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2426 089 T3

DESCRIPCION
Particulas de vector para dirigirse a células CD34+

[0001] La presente invencién se refiere a particulas de vector lentivirico previstas para la administracion
especifica de acidos nucleicos a cédulas CD34+.

[0002] Para la correccion 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
células “correctas”, es decir, los hemocitoblastos (HSC), sin modificar sus propiedades. La poblacion de eleccién
para dirigirse a las HSC esta constituida por células progenitoras CD34", que estan 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 incobmodas de la extraccion celular, el cultivo en presencia de
multiples factores de crecimiento o adyuvantes de la transduccion, y la infusion en el paciente, las particulas de
vector tienen que mostrar una especificidad muy alta hacia las células CD34", con el fin de permitir la transduccién
de las células CD34" en muestras corporales no purificadas, tales como muestras de sangre, o para asegurar una
eficaz transduccién in vivo de las células CD34" a pesar de la dilucion de las particulas de vector.

[0003] De esta manera Sandrin y col. (2002) Blood 100: 823-832 han establecido que las particulas de vector
derivadas del Virus de la inmunodeficiencia de Simios (VIS) que expresan una glicoproteina de la envoltura
qguimérica, RDTR, constituida por la fusidon de los dominios transmembrana y extracelulares de la glicoproteina de la
envoltura del virus RD114 endogeno felino y el dominio citoplasmico de la glicoproteina de la envoltura A del virus de
la leucemia murina. Dichas particulas de vector se dan a conocer también en el documento WO 03/91442. Cuando
se utiliza un adyuvante de la transduccion, tal como RetroNectin®, la velocidad de la transduccién obtenida mediante
las particulas de vector que presentan la proteina RDTR quimérica es aproximadamente la misma velocidad que la
observada con las particulas de vector derivadas de VIS que expresan la glicoproteina de la envoltura Gel Virus de
la Estomatitis Vesicular (VSV). Sin embargo, en ausencia de adyuvante de la transduccién, las particulas del vector
RDTR presentan una transduccién mucho menor de las células CD34" aisladas que los vectores que presentan la
glicoproteina VSV-G. A pesar de esto, no se ha mostrado una particular selectividad hacia las células CD34" que se
encuentre asociada a RDTR, ya que las particulas del vector que expresan esta proteina 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 particulas de vector derivadas de VIH-1 que expresan la glicoproteina de la envoltura G de VSV y las
citocinas denominadas de accién temprana, concretamente, la trombopoyetina (TPO) y el factor citoblastico (SCF).
Los autores han mostrado de esta manera que estas particulas de vector proporcionaron una transduccion eficaz de
células CD34" aisladas. Sin embargo, no se podria evidenciar especificidad directora de estas particulas de vector.

[0005] De acuerdo con esto, es un objeto de la presente invencion proporcionar particulas de vector que sean
mas eficaces que las de la técnica anterior para dirigirse especificamente a células CD34".

Resumen de la invencién

[0006] La presente invencion surge del descubrimiento, realizado por los inventores, de que la expresién
simultanea de RDTR y SCF en particulas de vector derivadas de VIH tenia efectos sinérgicos inesperados sobre la
eficacia y la especificidad de la transduccion de las células CD34". De forma ventajosa, dichas particulas de vector
gue no son dependientes de RetroNectin® para conseguir la transduccion pueden efectuar una eficaz transduccion a
una baja dosificacion, y son capaces de transducir células CD34" en sangre completa reciente.

[0007] La presente invencion se refiere mas concretamente a una particula de vector lentivirico para transferir
uno o més Aacidos nucleicos a células CD34", en la que dicha particula de vector comprende al menos:

- una primera proteina que comprende una fusidon de los dominios transmembrana y extracelulares de la
glicoproteina de la envoltura del virus RD114 enddégeno felino y el dominio citoplasmico de la glicoproteina de la
envoltura A del virus de la leucemia murina, y

- una segunda proteina que comprende un ligando del receptor c-Kit, siendo dicho ligando del receptor c-Kit, la
citocina del factor citoblastico (SCF).
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en la que la particula de vector no comprende la glicoproteina de la envoltura G del virus de la estomatitis vesicular
(VSV).

[0008] La presente invencion se refiere también al uso de (i) un primer acido nucleico que comprende una
secuencia que codifica una primera proteina tal como se ha definido anteriormente, y de (i) un segundo acido
nucleico que comprende una secuencia que codifica una segunda proteina tal como se ha definido anteriormente,
para preparar una particula de vector lentivirico para transferir uno o mas acidos nucleicos a células CD34+.

[0009] La presente invencién se refiere ademas a un medicamento que comprende una particula de vector
lentivirico tal como se ha definido anteriormente como ingrediente activo.

[0010] La presente invencion se refiere también al uso de una particula de vector lentivirico tal como se ha definido
anteriormente, para transferir uno 0 mas acidos nucleicos a células CD34+ ex vivo.

[0011] La presente invencién 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 particula de vector lentivirico tal como se ha definido anteriormente;

en el que las células se transducen por uno o mas acidos nucleicos transferidos desde la particula de vector
lentivirico

[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 particula del vector de la invencién 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 particula de vector de la invencién, y en una segunda etapa, las células se administran al
individuo.

[0013] Se describe también una proteina representada por la SEQ ID NO: 4 y un acido nucleico que la codifica.

Breve descripcion de las figuras

[0014]

La Figura 1 representa el porcentaje de células CD34" (eje vertical) transducidas por las particulas de vector
derivado de VIH que codifican PFV que expresan solo RDTR, en presencia de TPO recombinante (10 ng/ml) o SCF
recombinante (50 ng/ml), o las particulas 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 particulas de vector derivadas
de VIH que codifican PFV que expresan solo RDTR, en presencia de TPO recombinante (10 ng/ml) de SCF
recombinante (50 ng/ml) o particulas de vector que expresan RDTR y TPOHA, o RDTR y SCFHA, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 (barras ampliamente sombreadas), 2 (barras blancas) o 0,2 (barras
estrechamente sombreadas ) tal como se determiné en células Hela.

La Figura 3 representa el porcentaje de células que expresan PFV (eje vertical) presentes en una poblacion de
PBMC aislada de sangre del cordon umbilical transducidas por particulas 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.

La Figura 4 representa el porcentaje (eje vertical) de células CD34" que expresan PFV o células CD3" presentes en
sangre completa de cordon umbilical transducidas por particulas 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), o0 VSV-G y SCFHA (cuarta barra).

La Figura 5 representa el andlisis del clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS) de la transduccion
(PFV") de células humanas totales en la médula dsea. Los tres histogramas muestran respectivamente los
resultados obtenidos sobre tres ratones diferentes inyectados. Las células se clasificaron de acuerdo con la
expresion de hCD45 (hCD45", eje vertical) y la expresion de PFV*, eje horizontal).
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La Figura 6 representa el analisis mediante FACS de la transduccién (PFV") de progenitores tempranos (hCD34"),
progenitores mieloides (hCD13"), monocitos (hCD14") y células pre y pro B (hCD19") en la médula 6sea. El primer
histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresion de hCD34
(hCD34", eje vertical) y la expresién de PFV (PFV" eje horizontal). El segundo histograma muestra los resultados
obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresion de hCD13 (hCD13", eje vertical) y la expresion de
PFV (eje horizontal). El tercer histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con
la expresion de hCD14 (hCD14", eje vertical) y la expresién de PFV (eje horizontal). El cuarto histograma muestra
los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresion de hCD19 (hCD19", eje vertical) y la
expresion de PFV (eje horizontal).

La Figura 7 representa el analisis mediante FACS de la transduccién (PFV") de timocitos humanos en el timo. Las
células se clasificaron de acuerdo con la expresién de hCD45 (hCD45", eje vertical) y la expresién de PFV (PFV",
eje horizontal).

La Figura 8 representa el analisis mediante FACS de la transduccion (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 expresién de hCD19 (hCD19", eje vertical) y la expresién de PFV (PFV", eje horizontal). El segundo
histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresion de hCD3 (hCD3",
eje vertical) y la expresion (eje horizontal).

La Figura 9 representa el analisis mediante FACS de la transduccién (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 expresién de hCD45 (hCD45", eje vertical) y la expresién de PFV (PFV", eje
horizontal). El segundo histograma muestra los resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la
expresion de hCD19 (hCD19", eje vertical) y la expresion de PFV (eje horizontal). El tercer histograma muestra los
resultados obtenidos con células clasificadas de acuerdo con la expresién de hCD3 (hCD3", eje vertical) y la
expresion de PFV (eje horizontal).

Descripcion detallada de la invencion

[0015] Tal como se pretende en el presente documento, “particula de vector” denota cualquier particula
responsable de expresar la primera proteina y la segunda proteina en su superficie y para unirse de manera
reversible a un material biolégico. Para la invencion, dicha particula de vector es

[0016] una particula de vector lentivirico, tal como una particula de vector lentivirico 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 particulas de vector lentivirico son bien conocidas por la persona experta en la técnica y se describen
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 particulas de vector lentivirico de acuerdo con la invencion comprenden al menos los
siguientes componentes: (i) un componente de envoltura que esta constituido por una bicapa fosfolipidica asociada a
las proteinas de la envoltura, en la que las proteinas de la envoltura comprenden al menos la primera y la segunda
proteinas anteriormente definidas, rodeando dicha envoltura (ii) un componente del nlcleo, constituido por la
asociacion de una proteina gag, rodeando dicho nucleo por si mismo (iii) componentes del genoma, constituidos
normalmente por acidos ribonucleicos (ARN) y (iv) un componente de enzima (pol). El material biolégico puede estar
presente en el interior de la envoltura, en el interior del nucleo y/o en el interior de los componentes del genoma.

[0018] Las personas expertas en la técnica pueden preparar facilimente particulas de vector lentivirico siguiendo,
por ejemplo, las directrices generales proporcionadas por Sandrin y col. (2002) Blood 100: 823-832. De manera
breve, las particulas de vector lentivirico pueden generarse expresando de forma simultanea los elementos
empaquetados (es decir, los componentes del nlcleo y de la enzima), el componente del genoma y el componente
de la envoltura en una célula productora asi denominada, por ejemplo, células 293T de rifion embriénico humano.
Normalmente, se pueden emplear de tres a cuatro plasmidos, pero el nimero puede ser mayor dependiendo del
grado al cual los componentes del vector lentivirico se dividen en unidades separadas.

[0019] Generalmente, un plasmido codifica los componentes lentiviricos del ndcleo (gag) y enzimaticos (pol) de la
particula de vector. El origen de los genes gag y pol proporciona su nombre a la particula del vector lentivirico. Por
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ejemplo, la expresion “particula de vector derivada de VIH-1" indica normalmente que los genes gag y pol de la
particula del vector son los de VIH-1. Este plasmido se denomina el plasmido empaquetado. Uno o varios plasmidos
diferentes codifican las proteinas que forman parte de la envoltura. En el presente caso, estos plasmidos pueden
codificar de forma notable la primera y la segunda proteina. Como resultara evidente para una persona experta en la
técnica, el primer y el segundo acido nucleico anteriormente definidos pueden ser tanto distintos como fusionados.
Otro plasmido adicional codifica el genoma.

[0020] Tal como se pretende en el presente documento, la expresion “material bioldgico” se refiere a uno o mas
compuestos responsables de alterar la estructura y/o la funcién de una célula. Para la invencion, el material biolégico
€s uno 0 mas acidos nucleicos, que en el caso de las particulas de vector lentivirico, puede estar comprendido en el
genoma de la particula del vector. EI genoma comprende normalmente el uno o mas acidos nucleicos, unidos
preferiblemente a los elementos genéticos necesarios para su expresion en la célula diana, tales como promotores y
terminadores, flanqueados por elementos que actlian en cis necesarios para la inclusién del genoma en el elemento
del ndcleo, su transcripcion inversa en acido desoxirribonucleico (ADN), la importacion del genoma retrotranscrito en
el nacleo de la célula diana y la integracion del genoma retrotranscrito en el interior del genoma de la célula diana.

[0021] Las células receptoras del material biolégico que se va a transferir, o células diana, son cualquier célula
responsable de unirse mediante la particula de vector anteriormente definida. Si la particula del vector es una
particula de vector lentivirico, la célula diana se refiere a cualquier célula responsable de transducirse por la particula
de vector. Estas células expresan normalmente el receptor de c-Kit que se une al ligando de c-Kit de la primera
protefina. Para la invencion, las células son células CD34", en particular, células CD34" humanas, y, mas
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 particula de
vector para liberar inicialmente el material biolégico a la membrana o al citoplasma de la célula diana, tras unirse a la
célula diana. Tras la liberacion, el material biol6gico se puede translocar a otro compartimento de la célula.

[0023] Se describe de forma notable la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 endégeno de felino en Cosset
y col. (1995) J. Virol. 69: 7430-7436. A modo de ejemplo, la glicoproteina de la envoltura del virus RD114
corresponde al numero de acceso del GenBank XB87829. La persona experta en la técnica puede identificar
facilmente porciones de RD114 que corresponden a los dominios transmembrana y extracelular

[0024] Tal como se pretende en el presente documento, la expresion “dominios transmembrana y extracelular de
la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 endégeno” se refiere a los dominios transmembrana y extracelular
de la glicoproteina de la envoltura de un virus RD114 endégeno felino natural o de cualquiera de sus mutantes
derivados del anterior mediante delecion, insercién o sustitucion de uno o algunos aminoacidos, con la condicion de
que dicho mutante presente esencialmente las mismas propiedades que los dominios transmembrana y extracelular
de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 enddgeno felino natural a partir del cual se deriva.

[0025] Tal como se pretende en el presente documento, se dira que un mutante presentara esencialmente las
mismas propiedades que los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus
RD114 endégeno felino natural a partir del cual se deriva si, cuando se sustituyen los dominios transmembrana y
extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 endégeno felino natural en una particula del vector
de referencia tal como se describe en el presente documento que transporta una primera proteina de la secuencia
de SEQ ID NO: 2 y una segunda proteina de la secuencia de SEQ ID NO: 4, la particula del vector que transporta el
mutante presenta al menos un 30%, preferiblemente al menos un 50%, de forma mas preferible al menos un 75%,
de la transduccién de células CD34" que se pueden observar con la particula del vector de referencia.
Preferiblemente, las condiciones de transduccién son las que se muestran en el Ejemplo 2 .

[0026] A modo de ejemplo, los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus
RD114 enddgeno de felino se representan por la SEQ ID NO: 5.

[0027] Preferiblemente, la primera proteina comprende o consiste en una fusion de los dominios transmembrana y
extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 enddgeno felino y del dominio citoplasmico de una
glicoproteina de envoltura retrovirica. En esta fusion se prefiere que el término C del dominio transmembrana de
RD114 se fusione con el término N del dominio citoplasmico de una glicoproteina de envoltura retrovirica.

[0028] De forma mas preferible, la primera proteina comprende o consiste en una fusiéon de los dominios
transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 enddégeno felino y del dominio
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citoplasmico de la glicoproteina de la envoltura A de virus de la leucemia murina. En esta fusion se prefiere que el
término C del dominio transmembrana de RD114 se fusione con el término N del dominio citoplasmico de la
glicoproteina de la envoltura A del VLM.

[0029] La glicoproteina de la envoltura A del virus de la leucemia murina se describe de forma notable en Ott y col.
(1990) J. Virol. 64: 757-766. Preferiblemente, la glicoproteina de la envoltura A del virus de la leucemia murina es la
de la cepa 4070A. La persona experta en la técnica puede identificar faciimente la porcion de la glicoproteina de la
envoltura A del virus de la leucemia murina que corresponde al dominio intracelular. A modo de ejemplo, el dominio
intracelular de la glicoproteina de la envoltura A del virus de la leucemia murina se representa por la SEQ ID NO: 6.

[0030] Lo mas preferible, la primera proteina se representa por la SEQ ID NO: 2 y esta en concreto codificada por
la SEQ ID NO: 1. Un plasmido preferido para expresar la primera proteina 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
Ashman (1999) Int. J. Biochem. Cell. Biol. 31: 1037-1051. A modo de ejemplo, el receptor de c-Kit humano esta
codificado por la SEQ ID NO: 8. De acuerdo con esto, esta 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 citoblastico (SCF). La citocina del SCF se
describe de forma notable en Ashman (1999) Int. J. Biochem. Cell. Biol. 31: 1037-1051. Como tal, en la particula de
vector anteriormente definida, el ligando del receptor de c-Kit es preferiblemente la citocina del SCF. Para la
invencion, se utiliza la citocina del SCF. Tal como se pretende en el presente documento, la expresion 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 delecion, insercion o sustitucion de uno o varios aminoacidos, en el que dicho mutante retiene
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 nUmero de referencia del
GenBank P21583. Se prefiere mas que la citocina del SCF humano utilizada en el presente documento esté privada
de su péptido sefial y de su dominio transmembrana y citoplasmico (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.

[0033] De forma mas preferible, la segunda proteina de la particula del vector anteriormente definida comprende o
consiste en una fusion de la citocina del SCF e (i) el dominio N terminal de una glicoproteina hemaglutinina, o (ii) una
glicoproteina de envoltura retrovirica. En esta fusion se prefiere que el término C del SCF se fusione con el término
N del dominio N terminal de la glicoproteina hemaglutinina o con el término N de la glicoproteina de envoltura
retrovirica.

[0034] Preferiblemente, la glicoproteina hemaglutinina es la de un virus de la gripe, de forma mas preferible, el
virus de la gripe aviar.

[0035] Preferiblemente, el dominio del extremo N de la glicoproteina hemaglutinina comprende o consiste en los
aminoacidos contiguos procedentes del extremo N de la glicoproteina al extremo C de la subunidad HA1.

[0036] Una persona experta en la técnica conoce bien la estructura de la subunidad de la glicoproteina
hemaglutinina. La hemaglutinina del virus de la gripe aviar se describe de forma notable en Hatziioannou y col.
(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 esta
representado por la SEQ ID NO: 10.

[0038] Preferiblemente, en la segunda proteina, la glicoproteina de la envoltura retrovirica es la glicoproteina de la
envoltura A del virus de la leucemia murina

[0039] Como sera evidente para cualquier persona experta en la técnica, la segunda proteina puede comprender
también, de forma preferible un péptido sefial previsto para promover la translocacion del reticulo endoplasmico de
la segunda proteina. En determinados casos, el péptido sefial se puede escindir durante o después de la insercion
en la membrana objetivo. La persona experta en la técnica conoce bien dichos péptidos sefial y se pueden
encontrar, por ejemplo, en las extremidades de las proteinas de membrana. A modo de ejemplo, el péptido sefial
puede ser el de la glicoproteina 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 proteina comprende o consiste preferiblemente en una fusion de la citocina del
SCF, el dominio del extremo N de una glicoproteina hemaglutinina, y un péptido sefial. En esta fusion se prefiere
que el extremo C del péptido sefial se fusione con el extremo N del SCF, y que el extremo C del SCF se fusione con
el extremo N del dominio N terminal de la glicoproteina hemaglutinina.

[0041] Cuando la segunda proteina comprende o consiste en una fusion de SCF y una glicoproteina de la
envoltura retrovirica, se prefiere que el extremo C del SCF se fusione con el extremo N de la glicoproteina de la
envoltura retrovirica privada de su péptido sefial, y que el extremo N del SCF se fusione con el extremo C de un
péptido sefial tal como se ha definido anteriormente, que es preferiblemente el péptido sefial de la glicoproteina de la
envoltura retrovirica a la cual este se fusiona.

[0042] Lo mas preferible, la segunda proteina estd representada por la SEQ ID NO: 4 y esta en concreto
codificada por la SEQ ID NO: 3. Un plasmido preferido para expresar la primera proteina en una célula productora
esta representado por la SEQ ID NO: 12.

[0043] En una realizacion particular de la particula de vector anteriormente definida, la primera proteina esta
representada por la SEQ ID NO: 2 y la segunda proteina esta representada por la SEQ ID NO: 4.

[0044] En una realizacion descrita en el presente documento, la segunda proteina tal como se ha definido
anteriormente se fusiona con la primera proteina tal como se ha definido anteriormente. Preferiblemente, cuando la
primera y la segunda proteina se fusionan, la segunda proteina consiste en una citocina del SCF fusionada
opcionalmente con un péptido sefial, tal como se ha definido anteriormente. De forma mas preferible, cuando la
primera y la segunda proteina se fusionan, el extremo C de un péptido sefial se fusiona con el extremo N de una
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 citoplasmico de una
glicoproteina de envoltura retrovirica.

[0045] Se describen también la primera y la segunda proteinas fusionadas tal como se ha definido anteriormente y
los acidos nucleicos que comprenden las secuencias que las codifican.

[0046] Para la invencion, la particula de vector anteriormente definida no comprende la glicoproteina G del virus de
la estomatitis vesicular (VSV).

[0047] La glicoproteina 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 glicoproteina de la envoltura G del VSV esta representada por la SEQ ID
NO: 13.

[0048] Como sera evidente a partir de lo anterior, la particula de vector anteriormente definida se puede usar para
transferir in vivo o ex vivo el material biolégico a células, en particular, a células CD34", y entre ellas a las HSC.

[0049] De acuerdo con esto, la particula de vector esta particularmente indicada para tratar enfermedades
relacionadas con células hematopoyéticas tanto mediante la administraciéon directa de la particula del vector al
individuo que padece dicha enfermedad, como administrando las células, en particular las células que se originan a
partir del individuo que padece dicha enfermedad, que se ha puesto en contacto ex vivo con la particula del vector.

[0050] Para la invencion, la particula del vector es una particula de vector lentivirico tal como se ha definido
anteriormente y las células diana se transducen por uno o mas acidos nucleicos, previstos para tratar la enfermedad.

[0051] La particula del vector podria estar indicada de esta manera para tratar la mielosupresion y las
neutropenias que pueden producirse como resultado de la quimioterapia, el tratamiento inmunosupresor, infecciones
tales como SIDA, trastornos genéticos de células hematopoyéticas, canceres y similares.

[0052] Los trastornos genéticos de células hematopoyéticas a modo de ejemplo que se contemplan incluye la
anemia de células falciformes, las talasemias, hemaglobinopatias, trombastenia de Glanzmann, trastornos de
almacenamiento lisosémico (tales como enfermedad de Fabry, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Niemann-
Pick, y sindrome de Wiskott-Aldrich), sindromes de inmunodeficiencia combinada grave (SIDCG), asi como
enfermedades que son el resultado de la ausencia de una produccion sistémica de una proteina secretada, por
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ejemplo, el factor de coagulacion VIII y/o IX.

[0053] En dichos casos, se podria desear transferir uno 0 mas acidos nucleicos tales como los genes de la
globina, los factores de crecimiento hematopoyéticos, que incluirian la eritropoyetina (EPO), las interleucinas
(especialmente interleucina-1, interleucina-2, interleuciona-3, interleucina-6, interleucina-12, etc.) y los factores
estimuladores de colonias (tales como el factor estimulador de colonias de granulocitos, factor estimulador de
colonias de granulocitos/macréfagos, o factor estimulador de colonias de citoblastos, la integrina allbf especifica de
plaquetas, genes de resistencia a multifarmacos, los genes gp91 o gp 47 que son defectivos en pacientes en
pacientes enfermedad granulomatosa crénica (EGC), genes antiviricos que convierten las células en resistentes a
infecciones por patdégenos tales como el virus de la inmunodeficiencia humana, genes que codifican los factores VIl
0 IX de la coagulacion de la sangre que estan mutados en ligandos hemofilicos implicados en las respuestas
inmunes mediadas por los linfocitos T tales como los receptores del antigeno de los linfocitos T, los receptores del
antigeno de los linfocitos B (inmunoglobulinas), el receptor comdn y la cadena de la interleucina, una combinacién
de receptores de antigeno de los linfocitos T y los linfocitos B solos o en combinacién con anticuerpos
monocatenarios (ScFv), IL2, IL12, TNF, Interferén gammas, CTLA4, B7 y similares, genes expresados en células
tumorales tales como Melana, genes MAGE (tales como MAGE-1, MAGE-3), P198, P1A, gp100, etc.

[0054] Los canceres 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 mielégena aguda (LMA) y
leucemia mielégena crénica (LMC). Las neoplasias promieloides que pueden tratarse utilizando una particula de
vector tal como se ha definido anteriormente incluyen, pero no se limitan a, leucemia linfoblastica aguda (LLA) que
incluye LLA de linaje B y LLA de linaje T, leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia prolinfocitica (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 particulas de vector lentivirico de la presente
invencion 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 cutaneo de linfocitos T (LCLT), Leucemia de linfocitos
granulares grandes (LLGG) y enfermedad de Hodgkin.

[0055] Cuando la particula de vector se utiliza como un medicamento y se administra a un individuo en un
procedimiento terapéutico, se prefiere la administracion a través de la ruta intravenosa o mediante la ruta medular,
en particular, la ruta medular del fémur o del himero. Para la administracion intravenosa, se puede usar una dosis
unitaria de aproximadamente 5.10° a aproximadamente 10° particulas de vector, tal como se ha definido
anteriormente.

[0056] Cuando se utiliza la particula de vector ex vivo, la particula 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 invencién), 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
la sangre, en particular de la sangre del cordén umbilical, o de la médula 6sea.

[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 cordon umbilical.

[0059] La cantidad de particula de vector que se va a usar para las transferencias ex vivo del material biolégico es,
por ejemplo, de aproximadamente 10" a aproximadamente 5.10" de glébulos blancos totales (en los que las células
gue se van a transducir estan comprendidas en los glébulos blancos totales de una muestra de sangre completa).
EJEMPLOS

Ejemplo 1

Produccién de particulas de vector lentivirico (VL)

[0060] Los inventores expresaron dos citocinas de accién temprana, una trombopoyetina (TPO) y un factor
citoblastico (SCF), sobre la superficie de una particula de vector lentivirico (LV).

[0061] Una forma truncada de TPO de 171 aminoacidos de longitud, que muestra tener una actividad biologica 3
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veces mayor que la TPO natural, se fusion6 con el extremo N de la glicoproteina de la hemaglutinina de la gripe (HA)
para formar TPOHA. La segunda citocina, SCF, se fusioné también con el extremo N de la glicoproteina HA para
formar SCFHA (SEQ ID NO: 4) que se incorpora eficazmente e LV.

[0062] Debido a que estas glicoproteinas HA quiméricas demostraron una reducida infectividad, se expreso
simultaneamente una fusién adicional de la glicoproteina competente. Se escogi6 la glicoproteina de la envoltura del
virus RD114 enddgeno felino quimérico, en el que se intercambié la cola citoplasmica de RD114 por la de la
glicoproteina 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 incorporacion en el VIH tan bien como las particulas del VIS (Sandrin y
col. (2002) Blood 100: 823-832).

[0063] De esta manera, se optimizé un protocolo de transfeccion para expresar de forma simultanea SCFHA o
TPOHA con RDTR sobre particulas de vector lentivirico derivadas de VIH.

[0064] De manera breve, se sembraron 2,5 x 10° células 293T el dia antes de la transfeccion en placas de 10 cm
en un volumen final de 10 ml de DMEM. Al dia siguiente, estas células se transfectaron de manera simultanea con
una construcciéon gag-pol derivada de VIH o VIS (8,6 ug) con la particula del vector de transferencia del gen
lentivirico (8,6 1g) y construcciones que codificaban dos glicoproteinas procedentes de: a) VSV-G (1,5 pg) (SEQ ID
NO: 14) o RDTR (SEQ ID NO: 11) (7 pg) y b) TPOHA (SEQ ID NO: 15) o c) SCFHA (SEQ ID NO: 12) (1,5 ug),
utilizando el sistema de transfeccion de calcio-fosfato de Clontech. 4 pg de un plasmido que codificaba una
neuraminidasa se transfectaron simultaneamente para permitir una liberacion eficaz de la particula de vector
procedente de la célula productora debido a que la envoltura de HA (SCFHA y TPOHA) une de otra forma las
particulas del vector con las células productoras debido a la expresion del acido sidlico por las células 293T
productoras. 15 h después de la transfeccion, se sustituyé el medio por 6 ml de medio CellGro® reciente (CellGenix)
y 36 h después de la transfeccion, se recogieron las particulas del vector, se filtraron a través de una membrana
dimensionada con poros de 0,45 um y se almacenaron a -80° C. Las particulas de vector se pueden concentrar
adicionalmente mediante ultracentifugacion o concentraciéon mediada por polietilenglicol a una baja velocidad de
centrifugacion.

[0065] Se obtuvieron de esta manera titulos de 5 x 10°-10° UI/ml, que fueron comparables a las particulas de
vector pseudotipadas individualmente de RDTR.

[0066] La expresion simultanea funcional de TPO en particulas de vector que expresaban de forma simultanea
TPOHA/RTDR se demostré 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
forma similar, la expresién simultanea de SCF en particulas 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 infeccion (M.O.l.)

Ejemplo 2

Transduccion de células CD34 * aisladas

[0067] Las particulas de vector se ensayaron en primer lugar sobre la transduccién de células CD34" aisladas de
sangre de cordén umbilical humano (CB). Las células CD34" de CB son células hematopoyéticas muy inmaduras
que contienen hemocitoblastos.

[0068] De manera breve, se aislaron células CD34" mediante seleccién positiva utilizando perlas dirigidas contra
CD34" (Miltenyi Biotech) procedentes de sangre del cordén umbilical y se cultivaron sobre placas no revestidas o
revestidas de RetroNectin® (Takara). Posteriormente, se incubaron las células con proteina fluorescente verde
(PFV) que codificaba particulas 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
simultaneamente RDTR y TPOHA o RDTR y SCFHA, a una multiplicidad de infeccién (M.O.I) de 10, esencialmente
tal como se ha descrito por Verhoeyen y col. (2005) Blood 106: 3386-3395.

[0069] Tal como se muestra en la Figura 1, las particulas de vector derivadas de VIH pseudotipadas con
RDTR/SCFHA resultantes fueron mucho mas eficaces en la transduccién de células CD34" derivadas de sangre del
corddn 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. Ademas, en contraste con las particulas de vector derivadas de VIH
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pseudotipadas con RDTR/SCFHA, las particulas de vector pseudotipadas solo con RDTR son completamente
dependientes de RetroNectin® para la transduccién de células CD34" (RetroNectin® es un péptido quimérico de
fibronectina humana producido en Escherichia coli que se piensa que se une a las particulas del vector y a las
células diana).

[0070] De esta manera, los anteriores resultados indican que esta teniendo lugar un mecanismo sinérgico
inesperado entre RDTR, que permite la fusion entre las particulas de vector y la célula, y SCFHA, permitiendo la
unién y la estimulacién especificas de las células c-Kit" / CD34", lo que da como resultado la elevada eficacia de
transduccion deseada.

Ejemplo 3

+

Multiplicidad de infeccién para las células CD34

[0071] Una importante caracteristica para el uso in vivo de las particulas de vector de la invencién es que deben
permitir la elevada eficacia de transduccién en células CD34" incluso a una dosificacién de particulas de vector muy
baja, ya que una administracion sistémica de una particula de vector terapéutica daria como resultado una
importante dilucién de la concentracién de la particula de vector. De esta manera, los inventores ensayaron la
dosificacién eficaz minima de las particulas de vector de acuerdo con la invencién.

[0072] De manera breve, se aislaron células CD34" mediante seleccién positiva utilizando perlas dirigidas contra
CD34" (Miltenyl Biotech) procedentes de sangre del cordéon umbilical y se cultivaron sobre placas de cultivo no
revestidas (es decir, en ausencia de RetroNectin®). Posteriormente, se incubaron las células con proteina
fluorescente verde (PFV) que codificaba particulas 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 simultanea
RDTR y TPOHA o RDTR y SCFHA a una M.O.l. de 10,2 o de 0,2, esencialmente, tal como se describe en
Verhoeyen y col. (2005) Blood 106: 3386-3395. En el dia 3 tras el inicio de la transduccion, se evaluaron las células
para la expresion de la PFV mediante un clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS).

[0073] Tal como se muestra en la Figura 2, la particula de vector RDTR/SCFHA de la invencion permitié una
reduccion de la dosificacion de la particula del vector a una M.O.I. de 0,2, sin observar una disminucion significativa
en la eficacia de la transduccion de las células CD34". De esta manera, una disminucién de 50 veces en la
dosificacién de la particula del vector RDTR/SCFHA dio como resultado un promedio en la reduccién de 1,4 veces
de la transduccién de células CD34". En contraste, la particula del vector de RDTR/TPOHA dio como resultado una
transduccién de CD34" significativamente menor cuando se utilizé una M.O.1 de 0,2.

Ejemplo 4

+

Transduccion de RDTR/SCFHA diana con células CD34
mononucleares periféricas.

en una poblacion de células de la sangre

[0074] Una particula 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
particula de vector de acuerdo con la invencién de transducir células CD34" aisladas, se evalué su selectividad
afiadiendo la particula de vector a una poblacién de células mononucleares de sangre periférica completa (PBMC) a
una M.O.I. baja. A este respecto, es importante resaltar que dicha poblacién no contenia méas de un 1% de células
CD34".

[0075] De manera breve, se aislaron PBMC procedentes de sangre de corddn umbilical reciente mediante un
gradiente de ficol, tal como conoce bien la persona experta en la técnica, y se cultivaron en ausencia de
RetroNectin®. Se llevé a cabo la transduccién de PBMC con proteina fluorescente verde (PFV) que codificaba
particulas de vector derivadas de VIH que expresaban RDTR o VSV-G en presencia de rSCF humano (50 ng/ml) o
que expresaban de manera simultanea RDTR y SCFHA o VSV-G y SCFHA, sin afadir citocinas exdgenas, a una
M.O.l. de 0,2, esencialmente tal como se ha descrito por Verhoeyen y col. (2005) Blood 106: 3386-3395. En el dia 3
tras el inicio de la transduccion, las células CD34" y CD3" se evaluaron para la expresion de la PFV mediante el
clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS).

[0076] Tal como se muestra en la Figura 3, las particulas del vector RDTR/SCFHA fueron capaces de dirigirse
preferentemente y transducir células CD34" diana (hasta un 19%), en marcado contraste con la particula de vector
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pseudotipada solo con RDTR, en presencia de SCF soluble, que no proporcion6 nada de transduccion, o a la
particula del vector VSV-G/SCFHA que proporcioné un nivel de traduccion de las células CD34" de a lo sumo un
5%. De manera importante, la particula del vector RDTR/SCFHA permiti6 transducir células CD34" en la poblacion
de PBMC a un nivel equivalente al obtenido para la transduccién de células CD34" aisladas (comparar las Figuras 2
y 3). Ademas, la poblacion de linfocitos T, que representa hasta un 80% de la poblacion de PBMC completa, se
tradujo muy mal mediante la particula del vector RDTR/SCFHA (Eigura 3). Merece la pena observar que otros
linajes celulares presentes en la poblacion de PBMC, tales como monocitos, linfocitos B y células NK no se
transdujeron en modo alguno.

Ejemplo 5

Transduccion de RDTR/SCFHA con células CD34 * en condiciones similares a  in vivo

[0077] Los inventores concibieron a continuacion 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
transduccion de sangre de cordén umbilical total reciente, que contiene células procedentes de todos los linajes
hematopoyéticos: progenitores tempranos, que incluyen hemocitoblastos (HSC), linfocitos, monacitos, y eritrocitos.
Esto permite, (i) la evaluacién de la transferencia génica dirigida a la poblacién de células CD34", que representan
solo el 0,001% de células en sangre completa, y (ii) exposicion de la particula del vector a un sistema de
complemento humano activo, un obstaculo encontrado por las particulas del vector virico in vivo.

[0078] De esta manera, se incubd sangre de corddén umbilical total reciente (0,5 ml) con particulas 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 simultanea RDTR y SCHFA o VSV-G y SCFHA, sin afadir citocinas
exogenas, a una M.O.l. de 0,01 (calculada para la cantidad total de glébulos blancos y rojos presentes en la muestra
de sangre). Tras 6-8 h de incubacién con las particulas de vector, se separaron de las PBMC de la sangre mediante
un gradiente de ficol.

[0079] Posteriormente, las células CD34" se aislaron mediante seleccién positiva utilizando perlas dirigidas contra
CD34" (Miltenyl Biotech) y se cultivaron adicionalmente en medio exento de suero en presencia de SCF humano
recombinante soluble a fin de mantener la supervivencia hasta el analisis FACS.

[0080] A fin de desvelar posibles transferencias génicas sin diana, tras la eliminacién 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
IL-2 humana recombinante (Preprotech Rocky Hill, EE.UU.). Esto se llevo a cabo con un doble propésito: (i) activar
los linfocitos T a fin de permitir la transduccion, debido a que la mayoria de linfocitos T en la sangre estan en estado
quiescente y, de acuerdo con esto, no permiten la transduccion lentivirica, y (i) mantener la supervivencia de estas
células hasta el analisis. 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
otras palabras, los escenarios experimentales utilizados con mas probabilidad sobreestiman la transduccién génica
no especifica in vivo de linfocitos. En el dia 4 tras el inicio de la transduccion, se evaluaron las células CD34" y CD3"
para la expresion de la PFV mediante el clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS).

[0081] Tal como se muestra en la Figura 4, la particula de vector RDTR/SCFHA permitié una transduccién de
4,5% células CD34* frente a un 0,4% para la particula del vector VSV-G/SCFHA, mientras que la transduccién con
particulas de vector que expresan solo VSV-G o solo RDTR es despreciable. De esta manera, la particula de vector
RDTR/SCFHA es 10 veces més eficaz que la particula de vector VSV-G/SCFHA para transducir células CD34".
Ademas, la particula del vector VSV-G/SCFHA transdujo facilmente la poblacion de linfocitos T sin diana, dando
como resultado una selectividad de solo 1,8 veces para la transduccion de células CD34" en comparacion con los
linfocitos T. En contraste, la particula del vector RDTR demostré una selectividad de hasta 95 veces para las células
CD34" en comparacién 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
particulas del vector RDTR/SCFHA dirigen eficazmente la transduccién con células CD34"

[0082] Con respecto a la baja eficacia de transduccién conseguida con las particulas del vector VSV-G/SCFHA,

esto puede ser debido a la susceptibilidad del vector hacia el complemento humano que, como consecuencia, podria
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 particulas del
vector RDTR/SCFHA in vivo en un modelo de murino humanizado.

[0084] De manera breve, se consigui6 la reconstituciéon completa y funcional de todos los linajes hematopoyéticos
humanos incluyendo los linfocitos B y T en crias de ratones Balbc RagZ"'; yc"' mediante la inyeccién de sangre de
células CD34" de cordén umbilical humano (UCB). Tras 13 semanas de reconstitucion, los inventores detectaron un
35% en promedio de células humanas (hCD45") en la médula 6sea de estos ratones (Eigura 5) de los cuales del 5
al 15% expresaron hCD34.

[0085] Particulas del vector RDTR/SCFHA que codificaban GFP se concentraron mediante centrifugacion a baja
velocidad sobre una columna de filtracion para obtener titulos de hasta 5 x 10® Ul/ml. 1 x 10° unidades infecciosas
de las particulas del vector RDTR/SCFHA se inyectaron en la médula 6sea del fémur de ratones humanizados de 13
semanas de edad

[0086] Una semana después de la inyeccion, se llevo a cabo el marcado con tres colores para medir la expresion
de la PFV en los diferentes linajes hematopoyéticos asi como en las células hCD34" diana en la médula 6sea.

[0087] En la médula 6sea lavada los inventores detectaron una transduccion de hasta un 3% de las células
humanas totales que habian colonizado la médula de los ratones (Figura 5). Teniendo en cuenta que un fémur
contiene 1,5. 10 células, los inventores administraron una dosis muy baja del vector (MOI = 0,006). Sin embargo, se
detect6 una transduccion selectiva de hasta un 3% de progenitores humanos tempranos (células hCD34") y de un
3% de progenitores mieloides (hCD13") en la MO (Eigura 6 ). En contraste, los monocitos y los linfocitos B pre y pro
se transdujeron en una baja extensién (hCD14 = 0%), hCD19 = 0,2%). Estos resultados deben explicarse por el
hecho de que una semana después de la inyeccién, la diferenciacién 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.

[0088] De suma importancia, los inventores verificaron el escape de vectores in vivo analizando la transduccion de
los otros tejidos hematopoyéticos. No detectaron timocitos PFV* humanos (Eigura 7)), ni la transduccién de linfocitos
B CD19" humanos y linfocitos T CD3" en el torrente sanguineo de estos ratones inyectados intrafemuralmente
(Figura_8). Adicionalmente, no detectaron niveles significativos de linfocitos B transducidos (células hCD19%) y
linfocitos T transducidos en el bazo (Eigura 9).

[0089] Resumiendo, la administracion local de dosis bajas de LV derivados de RDTR/SCFHA en la MO de ratones
humanizados dio como resultado una transduccién selectiva de células hCD34" in vivo.

Tabla de referencia de identificadores de secuencia s
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SEQ ID Caracteristicas
NO:

1 Acido nucleico que codifica una fusién de los dominios transmembrana y extracelular de la
glicoproteina de la envoltura del virus RD114 endoégeno felino y el dominio citoplasmico de la
glicoproteina de la envoltura A del VLM

2 Fusion de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus
RD114 enddgeno felino y el dominio citoplasmico de la glicoproteina de la envoltura A del VLM

3 Acido nucleico que codifica una fusiéon de la citocina del SCF, el dominio N terminal de la
glicoproteina hemaglutinina de un virus de la gripe

4 Fusion de la citocina SCF, el dominio del extremo de la glicoproteina hemaglutinina de un virus de
la gripe y un péptido sefial

5 Dominios transmembrana y extracelular del virus RD114 endégeno felino

6 Dominio citoplasmico de la glicoproteina A del Virus de la Leucemia Murina

7 Péptido sefial de la glicoproteina 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 Plasmido que codifica la proteina de fusion de la SEQ ID NO: 2

12 Plasmido que codifica la proteina de fusion de la SEQ ID NO: 4

13 Glicoproteina de la envoltura G de VSV

14 Plasmido que codifica VSV-G

15 Plasmido que codifica TPOHA

LISTADO DE SECUENCIAS

[0090]

<110> INSERM

<120> Particulas de vector para dirigirse a células CD34+

<130> BET 08P0498

<150> EP 07290918.7

<151> 23-07-2007

<160> 15
<170> Patentln
<210>1

<211> 1692
<212> ADN

versién 3.4

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fusioén de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114
endogeno felino y el dominio citoplasmico de la envoltura A del VLM

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1692)

<400> 1
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atg
Met

cgg
Arg

caa
Gln

cca
Pro

tta
Leu
65

cct

Pro

tcg
Ser

aat
Asn

aaa
Lys

gca
Ala

cat
His

ccg
Pro
50

atg
Met

agce
Ser

atg
Met

aag
Lys

ctc
Leu

999
Gly

ggt
Gly
35

aac

Asn

acc
Thr

999
Gly

cac
His

aca
Thr

cca
Pro

Lttt
Phe
20

aaa
Lys

tce
Ser

aac
Asn

gga
Gly

agt
Ser
100

tac
Tyr

aca
Thr

gac
Asp

cca
Pro

atc
Ile

caa
Gln

gaa
Glu
85

tct

Ser

tac
Tyr

gga
Gly

gac
Asp

tagc
Cys

caa
Gln

aaa
Lys
70

ctc

Leu

tgt
Cys

acg
Thr

ES 2426089 T3

atg
Met

ccce
Pro

gaa
Glu

cag
Gln
55

tgg
Trp

cag
Gln

tat
Tyr

gce
Ala

gtc
Val

cge
Arg

tgc
Cys
40

gta
Val

adda
Lys

aac
Asn

act
Thr

acc
Thr

att tta
Ile Leu
10

aag gct
Lys Ala

agc gga
Ser Gly

act tgc
Thr Cys

tgc aga
Cys Arg

tgc cce
Cys Pro
90

gaa tac
Glu Tyr
105

ttg ctt
Leu Leu

14

tgt
Cys

atc
Ile

999
Gly

cca
Pro

gtc
val
75

tgt
Cys

cgg
Arg

ada
Lys

agc
Ser

gca
Ala

cag
Gln

ggc
Gly

act
Thr

aac
Asn

caa
Gln

ata
Ile

cta
Leu

ttca
Leu

gta
Val
45

aag

Lys

cca
Pro

act
Thr

tge
Cys

cgg
Arg

ata
Ile

gta
vVal
30

tce
Ser

acg
Thr

aaa
Lys

ttc
Phe

agg
Arg
110

Ect
Ser

ata
Ile
15

caa
Gln

gag
Glu

gcc
Ala

atc
Ile

cag
Gln
g5

cga

Arg

gg9g9
Gly

gtt
val

aaa
Lys

gcc
Ala

tac
Tyr

tca
Ser
80

gac
Asp

att
Ile

agc
Ser

48

96

144

192

240

288

336

384
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115 120 125

ctc aac gag gta cag ata tta caa aac ccc aat cag ctce cta cag tcece 432
Leu Asn Glu Val Gln Ile Leu Gln Asn Pro Asn Gln Leu Leu Gln Ser
130 135 140

cct tgt agg ggc tct ata aat cag ccc gtt tgc tgg agt gocc aca gcc 480
Pro Cys Arg Gly Ser Ile Asn Gln Pro Val Cys Trp Ser Ala Thr Ala
145 150 155 160

ccec atc cat atc tce gat ggt gga gga ccc cte gat act aag aga gtg 528
Pro Ile His Ile Ser Asp Gly Gly Gly Pro Leu Asp Thr Lys Arg Val
165 170 175

tgg aca gtc caa aaa agg cta gaa caa att cat aag gct atg act cct 576
Trp Thr Val Gln Lys Arg Leu Glu Gln Ile His Lys Ala Met Thr Pro
180 185 190

gaa ctt caa tac cac ccc tta gcec ctg ccc aaa gtc aga gat gac ctt 624
Glu Leu Gln Tyr His Pro Leu ARla Leu Pro Lys Val Arg Asp Asp Leu
195 200 205

agce ctt gat gca cgg act ttt gat atc ctg aat acc act ttt agg tta 672
Ser Leu Asp Ala Arg Thr Phe Asp Ile Leu Asn Thr Thr Phe Arg Leu
210 215 220

ctc cag atg tcc aat ttt agc ctt gcc caa gat tgt tgg ctc tgt tta 720
Leu Gln Met Ser Asn Phe Ser Leu Ala Gln Asp Cys Trp Leu Cys Leu
225 230 235 240

aaa cta ggt acc cct acc cct ctt gcg ata ccc act ccc tet tta acc 768
Lys Leu Gly Thr Pro Thr Pro Leu Ala Ile Pro Thr Pro Ser Leu Thr
245 250 255

tac tcec cta geca gac tecc cta geg aat gecc tecc tgt cag att ata cct 816
Tyr Ser Leu Ala Asp Ser Leu Ala Asn Ala Ser Cys Gln Ile Ile Pro
260 265 270

cce cte ttg gtt caa ccg atg cag ttc tcc aac tcg tee tgt tta tet 864
Pro Leu Leu Val Gln Pro Met Gln Phe Ser Asn Ser Ser Cys Leu Ser
275 280 285

tcc cct tte att aac gat acg gaa caa ata gac tta ggt gca gtc acc 912
Ser Pro Phe Ile Asn Asp Thr Glu Gln Ile Asp Leu Gly Ala Val Thr
290 295 300

ttt act aac tgc acc tect gta gec aat gte agt agt cet tta tgt gec 960
Phe Thr Asn Cys Thr Ser Val Ala Asn Val Ser Ser Pro Leu Cys Ala
305 310 315 320

cta aac ggg tca gtc tte cte tgt gga aat aac atg gca tac acc tat 1008
Leu Asn Gly Ser Val Phe Leu Cys Gly Asn Asn Met Ala Tyr Thr Tyr
325 330 335

tta ccc caa aac tgg acc aga ctt tgc gtc caa gcc tce cte ctce cec 1056
Leu Pro Gln Asn Trp Thr Arg Leu Cys Val Gln Ala Ser Leu Leu Pro
340 345 350

gac att gac atc aac cecg ggg gat gag cca gte cce att cct geoc att 1104

Asp Ile Asp Ile Asn Pro Gly Asp Glu Pro Val Pro Ile Pro Ala Ile
355 360 365
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gat cat
Asp His
370

cta gct
Leu Ala
385

cta ggt
Leu Gly

tct gat
Ser Asp

gta gac
Val Asp

cta cta
Leu Leu
450

tgc tgt
Cys Cys
465

acc cta
Thr Leu

cct ctc
Pro Leu

ctg gga
Leu Gly

gtt -ttc
Val Phe
530

cag gct
Gln Ala
545

tac gag
Tyr Glu

<210>2
<211> 563

tat
Tyr

gga
Gly

gtc
Val

gtc
Val

tcg
Ser
435

acg
Thr

Lttt
Phe

caa
Gln

tgg
Trp

cece
Pro
515

aat

Asn

tta
Leu

ccg
Pro

ata
Ile

ctg
Leu

tce
Ser

caa
Gln
420

tta

Leu

gca
Ala

tat
Tyr

gaa
Glu

acc
Thr
500

cta
Leu

cga
Arg

gtc
Val

tga

cat
His

gga
Gly

gtc
Val
405

gtc
Val

gct
Ala

gaa
Glu

gct
Ala

gaa
Glu
485

999
Gly

ctc
Leu

tta
Leu

ctg
Leu

aga
Arg

atc
Ile
390

acc
Thr

tta
Leu

gaa
Glu

caa
Gln

aac
Asn
470

tta

Leu

ctg
Leu

aceg
Thr

gtt
Val

act
Thr

550

ES 2426 089 T3

cct
Pro
375

acc
Thr

cag
Gln

tce
Ser

gta
Val

gga
Gly
455

aag
Lys

caa
Gln

cag
Gln

ctc
Leu

caa
Gln
535

caa
Gln

aaa
Lys

gca
Ala

tat
Tyr

ggt
Gly

gtt
Val
440

gga
Gly

tca
Ser

aaa
Lys

ggc
Gly

cta
Leu
520

ctt
Phe

caa
Gln

cga gct
Arg Ala

gca ttc
Ala Phe

aca aaa
Thr Lys
410

acc ata
Thr Ile
425

ctc caa
Leu Gln

att tgt
Ile Cys

gga att
Gly Ile

cgc agg
Arg Arg
490

ttt ctt
Phe Leu
505

cte ata
Leu Ile

gtt aaa
Val Lys

tac cac
Tyr His

16

gta
Val

acc
Thr
395

tta
Leu

caa
Gln

aat
Asn

tta
Leu

gtg
Val
475

gaa
Glu

ccg
Pro

cta
Leu

gac
Asp

cag
Gln
555

cag
Gln
380

acc
Thr

tcc
Ser

gat
Asp

agg
Arg

gce
Ala
460

aga
Arq

agc
Ser

tac
Tyr

acc
Thr

agg
Arg
540

cta
Leu

ttc
Phe

gga
Gly

cat
His

tta
Leu

agg
Arg
445

tta
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

ctc
Leu

att
Ile
525

atc

Ile

aaa
Lys

atc
Ile

gct
Ala

cag
Gln

caa
Gln
430

gga
Gly

caa
Gln

aaa
Lys

gca
Ala

cta
Leu
510

999
Gly

tca
Ser

cca
Pro

cct
Pro

aca
Thr

tta
Leu
415

gac
Asp

ctg
Leu

gaa
Glu

ata
Ile

tce
Ser
495

cct

Pro

cca
Pro

gta
Val

cta
Leu

tta
Leu

ggc
Gly
400

ata
Ile

cag
Gln

gac
Asp

aaa
Lys

aga
Arqg
480

aac
Azn

ctc
Leu

tge
Cys

gtc
Val

gaa
Glu
560

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1692
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fusién de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114
enddgeno felino y el dominio citoplasmico de la glicoproteina de la envoltura A del VLM

<400> 2
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Met

Arg

Gln

Pro

Leu

65

Pro

Ser

Asn

Leu

Pro

145

Pro

Trp

Glu

Ser

Lys

Ala

His

Pro

50

Met

Ser

Met

Lys

Asn

130

Cys

Ile

Thr

Leu

Leu
210

Leu

Gly

Gly

35

Asn

Thr

Gly

His

Thr

115

Glu

Arg

His

Val

Gln

195

Asp

Pro

Phe

20

Lys

Ser

Asn

Gly

Ser

100

Val

Gly

Ile

Gln

180

Ala

Thr

Asp

Pro

Ile

Gln

Glu

85

Ser

Gln

Ser

Ser

165

Lys

His

Arg
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Gly

Asp

Cys

Gln

Lys

70

Leu

Cys

Thr

Ile

Ile

150

Asp

Arg

Pro

Thr

Met

Pro

Glu

Gln

55

Trp

Gln

Tyr

Ala

Leu

135

Asn

Gly

Leu

Leu

Phe
215

val

Arg

Cys

40

Val

Lys

Asn

Thr

Thr

120

Gln

Gln

Gly

Glu

Ala

200

Asp

Ile

Lys

25

Ser

Thr

Cys

Glu

105

Leu

Asn

Pro

Gly

Gln

185

Leu

Ile

18

Leu

10

Ala

Gly

Cys

Arg

Pro

90

Tyr

Leu

Pro

Val

Pro

170

Ile

Pro

Leu

Cys

Ile

Gly

Pro

val

75

Cys

Arg

Lys

Asn

Cys

155

Leu

His

Lys

Asn

Ser

Ala

Gln

Gly

60

Thr

Asn

Gln

Ile

Gln

140

Trp

Asp

Lys

Val

Thr
220

Leu

Leu

Val

45

Lys

Pro

Thr

Cys

Arg

125

Leu

Ser

Thr

Ala

Arg

205

Thr

Ile

Vval

30

Ser

Thr

Lys

Phe

Arg

110

Ser

Leu

Ala

Lys

Met

190

Asp

Phe

Ile

15

Gln

Glu

Ala

Ile

Gln

95

Arg

Gly

Gln

Thr

Arg

175

Thr

Asp

Arg

val

Lys

Ala

Tyr

Ser

80

Asp

Ile

Ser

Ser

Ala

160

Val

Pro

Leu

Leu



Leu

225

Lys

Tyr

Pro

Ser

Phe

305

Leu

Leu

Asp

Asp

Leu

385

Leu

Ser

Val

Leu

Cys

Gln

Leu

Ser

Leu

Pro

290

Thr

Asn

Pro

Ile

His

370

Ala

Gly

Asp

Asp

Leu

450

Cys

Met

Gly

Leu

Leu

275

Phe

Asn

Gly

Gln

Asp

355

Tyr

Gly

Val

Val

Ser

435

Thr

Phe

Ser

Thx

Ala

260

val

Ile

Cys

Ser

Asn

340

Ile

Ile

Leu

Ser

Gln

420

Leu

Ala

Tyr

Asn

Pro

245

Asp

Gln

Asn

Thr

Val
325

Trp

Asn

His

Gly

Vval

405

Val

Ala

Glu

Ala
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Phe

230

Thr

Ser

Pro

Asp

Ser

310

Phe

Thr

Pro

Arg

Ile

390

Thr

Leu

Glu

Gln

Asn

Ser

Pro

Leu

Met

Thr

295

Val

Leu

Arg

Gly

Pro

375

Thr

Gln

Ser

Val

Gly

455

Lys

Leu

Leu

Ala

Gln

280

Glu

Ala

Cys

Leu

Asp

360

Lys

Ala

Tyr

Gly

Val

440

Gly

Ser

Rla

Ala

Asn

265

Phe

Gln

Asn

Gly

Cys

345

Glu

Arg

Ala

Thr

Thr

425

Leu

Ile

Gly

19

Gln

Ile

250

Ala

Ser

Ile

Val

Asn

330

val

Pro

Ala

Phe

Lys

410

Ile

Gln

Cys

Ile

Asp

235

Pro

Ser

Asn

Asp

Ser

315

Asn

Gln

Val

val

Thr

385

Leu

Gln

Asn

Leu

Val

Cys

Thr

Cys

Ser

Leu

300

Ser

Met

Ala

Pro

Gln

380

Thr

Ser

Asp

Arg

Ala

460

Arg

Trp

Pro

Gln

Ser

285

Gly

Pro

Ala

Ser

Ile

365

Phe

Gly

His

Leu

Arg

445

Leu

Asn

Leu

Ser

Ile

270

Cys

Ala

Leu

Tyr

Leu

350

Pro

Ile

Ala

Gln

Gln

430

Gly

Gln

Lys

Cys

Leu

255

Ile

Leu

val

Cys

Thr

335

Leu

Ala

Pro

Thr

Leu

415

Asp

Leu

Glu

Ile

Leu

240

Thr

Pro

Ser

Thr

Ala

320

Tyr

Pro

Ile

Leu

Gly

400

Ile

Gln

Asp

Lys

Arg



10

15

<210>3

465

Thr

Pro

Leu

Val

Gln
545

<211> 2385
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fusion de la citocina del SCF, el dominio del extremo N de la glicoproteina hemaglutinina de un virus de la

Leu

Leu

Gly

Phe

530

Ala

Glu

Gln

Trp

Pro

515

Asn

Leu

Pro

gripo y un péptido sefial

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(2385)

<400> 3

Glu

Thr

500

Leu

Arg

Val

Glu

485

Gly

Leu

Leu

Leu

ES 2426 089 T3

470

Leu

Leu

Thr

Val

Thr
550

Gln

Gln

Leu

Gln

535

Gln

Lys

Gly

Leu

520

Phe

Gln

Arg

Phe

505

Leu

Val

Tyr

20

Arg

490

Leu

Ile

Lys

His

475

Glu

Pro

Leu

Asp

Gln
555

Ser

Tyr

Thr

Arg

540

Leu

Leu

Leu

Ile

525

Ile

Lys

Ala

Leu

510

Gly

Ser

Pro

Ser

495

Pro

Pro

Val

Leu

480

Agn

Leu

cys

Val

Glu
560



atg
Met

cga
Arqg

act
Thr

agg
Arg

aat
Asn
65

gcg
Ala

ggc
Gly

gct
Ala

aat
Asn
50

ctt
Leu

cgt
Arg

cce
Pro

tecg
Ser
35

cgt
Arg

cca
Pro

tca
Ser

cta
Leu
20

cce

Pro

gtg
Val

ada
Lys

acg
Thr

atc
Ile

ggac
Gly

act
Thr

gac
Asp

cte
Leu

ccce
Pro

tecc
Ser

aat
Asn

tac
Tyr
70

tca
Ser

tta
Leu

agt
Ser

aat
Asn
55

atg
Met

ES 2426 089 T3

aaa
Lys

att
Ile

gcg
Ala
40

gta
val

ata
Ile

ccc
Pro

ctt
Leu
25

gcc

Ala

aaa
Lys

acc
Thr

ctt
Leu
10

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctc
Leu

21

aaa
Lys

atg
Met

ccg
Pro

gtec
Val

aaa
Lys
75

aat
Asn

ctc
Leu

gee
Ala

act
Thr
60

tat
Tyr

aag
Lys

aga
Arg

gaa
Glu
45

aaa

Lys

gtc
val

gtt
vVal

999
Gly
30

999
Gly

ttg
Leu

ccc
Pro

aac
Asn
15

gtc
Val

atc
Ile

gtg
Val

999
Gly

ccg
Pro

agt
Ser

tgc
Cys

gca
Ala

atg
Met
80

48

96

144

192

240



ES 2426089 T3

gat gtt ttg cca agt cat tgt tgg ata agc gag atg gta gta caa ttg 288
Asp Val Leu Pro Ser His Cys Trp Ile Ser Glu Met Val Val Gln Leu
85 90 95
tca gac agc ttg act gat ctt ctg gac aag ttt tca aat att tct gaa 336
Ser Asp Ser Leu Thr Asp Leu Leu Asp Lys Phe Ser Asn Ile Ser Glu
100 105 110
ggc ttg agt azat tat tcc atc ata gac aaa ctt gtg aat ata gtc gat 384
Gly Leu Ser Asn Tyr Ser Ile Ile Asp Lys Leu Val Asn Ile Val Asp
115 120 125
gac ctt gtg gag tgc gtc aaa gaa aac tca tct aag gat cta aaa aaa 432
Asp Leu Val Glu Cys Val Lys Glu Asn Ser Ser Lys Asp Leu Lys Lys
130 135 140
tca ttc aag agc cca gaa ccc agg cbe ttt act cct gaa gaa ttce ttt 480
Ser Phe Lys Ser Pro Glu Pro Arg Leu Phe Thr Pro Glu Glu Phe Phe
145 150 155 160
aga att ttt aat aga tcc att gat gee ttec aag gac ttt gta gtg gca 528
Arg Ile Phe Asn Arg Ser Ile Asp Ala Phe Lys Asp Phe Val Val Ala
165 170 175
tct gaa act agt gat tgt gtg gtt tet tea aca tta agt cet gag aaa 576
Ser Glu Thr Ser Asp Cys Val Val Ser Ser Thr Leu Ser Pro Glu Lys
180 185 190
gat tcc aga gtc agt gtc aca aaa cca ttt atg tta ccc cct gtt gca 624
Asp Ser Arg Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met Leu Pro Pro Val Ala
195 200 205
gcc agce tec ctt agg aat gac agc agt agc agt aat agg aag gec aaa 672
Ala Ser Ser Leu Arg Asn Asp Ser Ser Ser Ser Asn Arg Lys Ala Lys
210 215 220
aat ccc cct gga gac tcc age cta cac gcg gcc gca atc gag gga agg 720
Asn Pro Pro Gly Asp Ser Ser Leu His Ala Ala Ala Ile Glu Gly Arg
225 230 235 240
caa gac ctt cca gga aat gac aac agc gac aaa att tgt ctt gga cat 768
Gln Asp Leu Pro Gly Asn Asp Asn Ser Asp Lys Ile Cys Leu Gly His
245 250 255
cat gct gta teca aat ggc acc aaa gta aac aca ctc act gag aga gga 816
His Ala Val Ser Asn Gly Thr Lys Val Asn Thr Leu Thr Glu Arg Gly
260 265 270
gta gaa gtt gtc aat gca acg gaa aca gtg gag <gg aca aac atc ccc 864
Val Glu Val Vval Asn Ala Thr Glu Thr Val Glu Arg Thr Asn Ile Pro
275 280 285
aaa att tgc tca aaa ggg aaa aga acc act gat ctt ggc caa tgc gga 912
Lys Ile Cys Ser Lys Gly Lys Arg Thr Thr asp Leu Gly Gln Cys Gly
290 295 300
ctg tta ggg acc att acc gga cca cct caa tgc gac caa ttt cta gaa 960
Leu Leu Gly Thr Ile Thr Gly Pro Pro Gln Cys Asp Gln Phe Leu Glu
305 310 315 320
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ttt tca gct gat cta ata atc gag aga cga gaa gga aat gat gtt tgt 1008
Phe Ser Ala Asp Leu Ile Ile Glu Arg Arg Glu Gly Asn Asp Val Cys
32s 330 335
tac ¢ccg ggg aag ttt gtt aat gaa gag gca ttg cga caa atc ctc aga 1056
Tyr Pro Gly Lys Phe Val Asn Glu Glu Ala Leu Arg Gln Ile Leu Arg
340 345 350
gga tca ggt ggg att gac aaa gaa aca atg gga ttc aca tat agt gga 1104
Gly Ser Gly Gly Ile Asp Lys Glu Thr Met Cly Phe Thr Tyr Ser Gly
355 360 365
ata agg acc aac gga aca act agt gca tgt aga aga tca ggg tct tca 1152
Ile Arg Thr Asn Gly Thr Thr Ser Ala Cys Arg Arg Ser Gly Ser Ser
370 375 380
tte tat gca gaa atg gag tgg ctc ctg tca aat aca gac aat gct tct 1200
Phe Tyr Ala Glu Met Glu Trp Leu Leu Ser Asn Thr Asp Asn Ala Ser
385 390 395 400
ttc cca caa atg aca aaa tca tac aaa aac aca agg aga gaa tca gct 1248
Phe Pro Gln Met Thr Lys Ser Tyr Lys Asn Thr Arg Arg Glu Ser Ala
405 410 415
ctg ata gta tgg gga atc cac cat tca gga tca acc acc gaa cag acc 1296
Leu Ile Val Trp Gly Ile Eis His Ser Gly Ser Thr Thr Glu Gln Thr
420 425 430
aaa cta tat ggg agt gga aat aaa ctg ata aca gtc ggg agt tcc aaa 1344
Lys Leu Tyr Gly Ser Gly Asn Lys Leu Ile Thr Val Gly Ser Ser Lys
435 440 445
tat cat caa tct ttt gtg ccg agt cca gga aca cga ccg cag ata aat 1392
Tyr His Gln Ser Phe Val Pro Ser Pro Gly Thr Arg Pro Gln Ile Asn
450 455 460
ggc cag tcc gga <¢gg att gat ttt cat tgg ttg atc ttg gat ccc aat 1440
Gly Gln Ser Gly Arg Ile Asp Phe His Trp Leu Ile Leu Asp Pro Asn
465 470 475 480
gat aca gtt act ttt agt ttc aat ggg gct ttc ata gct cca aat cgt 1488
Asp Thr Val Thr Phe Ser Phe Asn Gly Ala Phe Ile Ala Pro Asn Arg
485 490 495
gcc agc tte ttg agg gga aag tecc atg ggg atc cag agc gat gtg cag 1536
Ala Ser Phe Leu Arg Gly Lys Ser Met Gly Ile Gln Ser Asp Val Gln
500 505 510
gtt gat gcc aat tgec gaa ggg gaa tgc tac cac agbt gga ggg act ata 1584
Val Asp Ala Asn Cys Glu Gly Glu Cys Tyr His Ser Gly Gly Thr Ile
515 520 525
aca agc aga ttg cct ttt caa aac atc aat agce aga gca gtt ggo aaa 1632
Thr Ser Arg Leu Pro Phe Gln Asn Ile Asn Ser Arg Ala Val Gly Lys
530 535 540
tgc cca aga tat gta aaa cag gaa agt tta tta ttg gca act ggg atg 1680
Cys Pro Arg Tyr Val Lys Gln Glu Ser Leu Leu Leu Ala Thr Gly Met
545 550 555 560
aag aac gtt ccc gaa cct tcc aaa aaa agg aaa aaa aga ggc ctg ttt 1728
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Lys

ggc
Gly

999
Gly

gca
Ala

tta
Leu
625

aat
Asn

acc
Thr

gtg
Val

aac
Asn

gag
Glu
705

tgt
Cys

gaa
Glu

agt
Ser

ttt
Phe

aac
Asn
785

Asn

gct
Ala

tgg
Trp

gac
Asp
610

aat
Asn

gaa
Glu

aaa
Lys

gca
Ala

agg
Arg
690

gat
Asp

atg
Met

gaa
Glu

ggc
Gly

ttg
Leu
770

gga
Gly

Val

ata
Ile

tac
Tyr
595

tac
Tyr

aga
Arg

tte
Fhe

gac
Asp

atg
Met
675

ctg
Leu

qgt
Gly

gct
Ala

gcg
Ala

tac

Tyr
755

ctt

Leu

aac
Asn

Pro

gca
Ala
580

ggt
Gly

aaa
Lys

cte
Leu

act
Thr

tce
Ser
660

gaa
Glu

tat
Tyr

act
Thr

agt
Ser

atg
Met
740

aaa

Lys

ctt
Leu

atg
Met

Glu
565

999
Gly

tte
Phe

agc
Ser

att
Ile

gag
Glu
645

ate
Ile

aac
Asn

gag
Glu

ggt
Gly

ata
Ile
725

caa
Gln

gat
Asp

gcc
Ala

cgg
Arg

Pro

tte
Phe

agg
Arg

acc
Thr

gag
Glu
630

gtg
Val

aca
Thr

cag
Gln

cga
Arg

tge
Cys
710

agg
Arg

aat
aAsn

gtg
Val

att
Ile

tgc
Cys
790
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Ser

att
Ile

cat
His

caa
Gin
615

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa
Glu

cac
His

gtg
val
695

Lce
Phe

aac
Asn

aga
Arg

ata
Ile

gca
Ala
775

act
Thr

Lys

gaa
Glu

cag
Gln
600

tcg
Ser

acc
Thr

aag
Lys

gta
Val

act
Thr
680

agg
Arg

gaa
Glu

aat
Asn

ata
Ile

ctt
Leu
760

atg
Met

att
Ile

Lys

aat
Asn
585

aat
Asn

gca
Ala

aac
Asn

cag
Gln

tgg
Trp
665

att
Tle

aaa
Lys

act
Ile

act
Thr

caa
Gln
745

tgg
Trp

ggc
Gly

tgt
Cys

Arg
570

ggt
Gly

gca
Ala

att
Ile

cag
Gln

att
Ile
650

tct
Ser

gat
Asp

caa
Gln

tte
Phe

tat
Tyr
730

att
Ile

Lttt
Phe

ctt
Leu

ata
Ile

24

Lys

tgg
Trp

caa
Gln

gat
Asp

caa
Gln
635

ggc
Gly

tac
Tyr

ttg
Leu

tta
Leu

cat
Hisg
715

gat
Asp

gac
Asp

agc
Ser

gtt
val

taa

Lys

gaa
Glu

gga
Gly

cag
Gln
620

£ttt
Phe

aat
Asn

aat
Asn

gct
Ala

agg
Arg
700

aada
Lys

cac
His

cca
Pro

tte
Phe

tte
Phe
780

Arg

ggt
Gly

gaa
Glu
605

ata
Ile

gag
Glu

tta
Leu

gct
Ala

gat
Asp
685

gaa
Glu

tgt
Cys

agc
Ser

gtc
val

ggg
Gly
765

ata
Ile

Gly

ctg
Leu
590

gga
Gly

acc
Thr

cta
Leu

att
Ile

gaa
Glu
670

tca
Ser

aat
Asn

gac
Asp

aaa
Lys

aaa
Lys
750

gca

Ala

tgt
Cys

Leu
575

gte
Val

act
Thr

gga
Gly

ata
Ile

aac
Asn
655

ctt
Leu

gag
Glu

gct
Ala

gat
Asp

tac
Tyr
735

ttg

Leu

tca
Ser

gtg
Val

Fhe

gac
Asp

gca
Ala

aag
Lys

gat
Asp
640

tgg
Trp

att
Ile

atg
Met

gaa
Glu

gat
Asp
720

aga
Arg

agt
Ser

tge
Cys

aag
Lys

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2385
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<211>794

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fusion de la citocina del SCF, el dominio del extremo N de la glicoproteina hemaglutinina de un virus de la
gripe, y un péptido sefial

<400> 4
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Met

Arg

Thr

Arg

Asn

65

Asp

Ser

Gly

Asp

Ser

145

Arg

Ser

Asp

Ala

Gly

Ala

Asn

50

Leu

Val

Asp

Leu

Leu

130

Phe

Ile

Glu

Ser

Arg

Pro

Ser

35

Arg

Pro

Leu

Ser

Ser

115

Val

Lys

Phe

Thr

Arg
195

Ser

Leu

20

Pro

Val

Lys

Pro

Leu

100

Asn

Glu

Ser

Asn

Ser

180

Val

Thr

Ile

Gly

Thr

Asp

Ser

85

Thr

Tyr

Cys

Pro

Arg

165

Asp

Ser
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Leu

Pro

Ser

Asn

Tyr

70

His

Asp

Ser

Val

Glu

150

Ser

Cys

Val

Ser

Leu

Ser

Asn

55

Met

Cys

Leu

Ile

Lys

135

Pro

Ile

Val

Thr

Lys

Ile

Ala

40

Val

Ile

Trp

Leu

Ile

120

Glu

Arg

Asp

Val

Lys
200

Pro

Leu

25

Ala

Lys

Thr

Ile

Asp

105

Asp

Asn

Leu

Ala

Ser

185

Pro

26

Leu

10

Leu

Gln

Asp

Leu

Ser

90

Lys

Lys

Ser

Phe

Phe

170

Ser

Phe

Lys

Met

Pro

Val

Lys

75

Glu

Phe

Leu

Ser

Thr

155

Lys

Thr

Met

Asn

Leu

Ala

Thr

60

Tyr

Met

Ser

Val

Lys

140

Pro

Asp

Leu

Leu

Lys
Arg
Glu
45

Lys
val
Val
Asn
Asn
125
Asp
Glu
Phe

Ser

Pro
205

Val

Gly

30

Gly

Leu

Pro

Val

Ile

110

Ile

Leu

Glu

Val

Pro

190

Pro

Asn
15

Val
Ile
Val
Gly
Gln
95

Ser
Val
Lys
Phe
Val
175

Glu

Val

Pro

Ser

Cys

Ala

Met

80

Leu

Glu

Asp

Lys

Phe

160

Ala

Lys

Ala



Ala

Asn

225

Gln

His

Vval

Lys

Leu

305

Phe

Gly

Ile

Phe

385

Phe

Leu

Lys

Ser

210

Pro

Asp

Ala

Glu

Ile

290

Leu

Ser

Pro

Ser

Arg

370

Tyr

Pro

Ile

Leu

Ser

Pro

Leu

Val

Val
275

Cys

Gly

Ala

Gly

Gly

355

Thr

Ala

Gln

Val

Tyr
435

Leu

Gly

Pro

Ser

260

val

Ser

Thr

Asp

Lys

340

Gly

Asn

Glu

Met

Trp

420

Gly

Arg

Asp

Gly

245

Asn

Asn

Lys

Ile

Leu

325

Phe

Ile

Gly

Met

Thr

405

Gly

Ser
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Asn

Ser

230

Asn

Gly

Ala

Gly

Thr

310

Ile

Val

Asp

Thr

Glu

390

Lys

Ile

Gly

Asp

215

Ser

Asp

Thr

Thr

Lys

295

Gly

Ile

Asn

Lys

Thr

375

Trp

Ser

His

Asn

Ser

Leu

Asn

Lys

Glu

280

Arg

Pro

Glu

Glu

Glu

360

Ser

Leu

Tyr

His

Lys
440

Ser

His

Ser

val

265

Thr

Thr

Pro

Arg

Glu

345

Thr

Ala

Leu

Lys

Ser

425

Leu

27

Ser

Ala

Asp

250

Asn

val

Thr

Gln

Arg

330

Ala

Met

Cys

Ser

Asn

410

Gly

Ile

Ser

Ala

235

Lys

Thr

Glu

Asp

Cys

315

Glu

Leu

Gly

Arg

Asn

395

Thr

Ser

Thr

Asn

220

Ala

Ile

Leu

Arg

Leu

300

Asp

Gly

Arg

Phe

Arg

380

Thr

Arg

Thr

val

Arg

Ile

Cys

Thr

Thr

285

Gly

Gln

Asn

Gln

Thr

365

Ser

Asp

Arg

Thr

Gly
445

Lys

Glu

Leu

Glu

270

Asn

Gln

Phe

Asp

Ile

350

Tyr

Gly

Asn

Glu

Glu

430

Ser

Ala

Gly

Gly

255

Arg

Ile

Cys

Leu

Val

335

Leu

Ser

Ser

Ala

Ser

415

Gln

Ser

Lys

Arg

240

His

Gly

Pro

Gly

Glu

320

Cys

Arg

Gly

Ser

Ser

400

Ala

Thr

Lys



Tyr

Gly

465

Asp

ala

Vval

Thr

Cys

545

Lys

Gly

Gly

Ala

Leu

625

Asn

Thr

val

Asn

His
450
Gln
Thr
Ser
Asp
Ser
530
Pro
Asn
Ala
Trp
Asp
610
Asn
Glu
Lys

Ala

Arg

Gln

Ser

Val

Phe

Ala

515

Arg

Arg

val

Ile

Tyr

595

Tyr

Arg

Phe

Asp

Met

675

Leu

Ser

Gly

Thr

Leu

500

Asn

Leu

Tyr

Pro

Ala

580

Gly

Lys

Leu

Thr

Ser

660

Glu

Phe

Arg

Phe

485

Arg

Cys

Pro

Val

Glu

565

Gly

Phe

Ser

Ile

Glu

645

Ile

Asn

Glu

ES 2426089 T3

Val

Ile

470

Ser

Gly

Glu

Phe

Lys

550

Pro

Phe

Arg

Thr

Glu

630

Val

Thr

Gln

Arg

Pro

455

Asp

Phe

Lys

Gly

Gln

535

Gln

Ser

Ile

His

Gln

615

Lys

Glu

Glu

His

val

Ser

Phe

Asn

Ser

Glu

520

Asn

Glu

Lys

Glu

Gln

600

Ser

Thr

Lys

val

Thr

680

Arg

Pro
His
Gly
Met
505
Cys
Ile
Ser
Lys
Asn
585
Asn
Ala
Asn
Gln
Trp
665
Ile

Lys

28

Gly

Trp

Ala

490

Gly

Tyr

Asn

Leu

Arg

570

Gly

Ala

Ile

Gln

Ile

650

Ser

Asp

Gln

Thr

Leu

475

FPhe

Ile

His

Ser

Leu

555

Lys

Trp

Gln

Asp

Gln

635

Gly

Tyr

Leu

Leu

Arg

460

Ile

Ile

Gln

Ser

Arg

540

Leu

Lys

Glu

Gly

Gln

620

Phe

Asn

Asn

Ala

Arg

Pro

Leu

Ala

Ser

Gly

525

Ala

Ala

Arg

Gly

Glu

605

Ile

Glu

Leu

Ala

Asp

685

Glu

Gln

Asp

Pro

Asp

510

Gly

Vval

Thr

Gly

Leu

590

Gly

Thr

Leu

Ile

Glu

670

Ser

Asn

Ile

Pro

Asn

4595

Val

Thr

Gly

Gly

Leu

575

val

Thr

Gly

Ile

Asn

655

Leu

Glu

Ala

Asn

Asn

480

Arg

Gln

Ile

Lys

Met

560

Phe

Asp

Ala

Lys

Asp

640

Trp

Ile

Met

Glu
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690

Asp

Met

Glu

Gly

Leu

770

Gly

Gly

Ala

Ala

Tyr

755

Leu

Asn

<213> Secuencia artificial

<223> Dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 endégeno felino

Glu
705
Cys
Glu
Ser
Phe
Asn
785
<210>5
<211>530
<212> PRT
<220>
<400> 5

Thr

Ser

Met

740

Lys

Leu

Met

Gly

Ile

725

Gln

Asp

Ala

Arg
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Cys

710

Arg

Asn

Val

Ile

Cys
790

695

Phe

Asn

Arg

Ile

Ala

775

Thr

Glu Ile

Asn Thr

Ile Gln

745

Leu Trp
760

Met Gly

Ile Cys

29

Phe

Tyr

730

Ile

Phe

Leu

Ile

His

715

Asp

Asp

Ser

val

700

Lys

His

Pro

Phe

Phe
780

Cys

Ser

Val

Gly

765

Ile

Asp

Lys

Lys

750

Ala

Cys

Asp

Tyr

735

Leu

Ser

Val

Asp

720

Arg

Ser

Cys

Lys



Met

Arg

Gln

Pro

Leu

65

Pro

Lys

Ala

His

Pro

50

Met

Ser

Leu

Gly

Gly

35

Asn

Thr

Gly

Pro

Phe

20

Lys

Ser

Asn

Gly

Thr

Asp

Pro

Ile

Gln

Glu
85
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Gly

Asp

Cys

Gln

Lys

70

Leu

Met

Pro

Glu

Gln

55

Trp

Gln

Val Ile

Arg Lys

25

Cys Ser
40

val Thr

Lys Cys

Asn Cys

30

Leu Cys
10

Ala Ile

Gly Gly

Cys Pro

Arg Val

75

Pro Cys
90

Ser

Ala

Gln

Gly

60

Thr

Asn

Leu

Leu

vVal

45

Lys

Pro

Thr

Ile

Val

30

Ser

Thr

Lys

Phe

Ile

15

Gln

Glu

Ala

Ile

Gln
95

Val

Lys

Ala

Tyr

Ser

80

Asp



Ser

Asn

Leu

Pro

145

Pro

Trp

Glu

Ser

Leu

225

Lys

Tyr

Pro

Ser

Phe

305

Leu

Met

Lys

Asn

130

Cys

Ile

Thr

Leu

Leu

210

Gln

Leu

Ser

Leu

Pro

290

Thr

Asn

His

Thr

115

Glu

Arg

Val

Gln

195

Asp

Met

Gly

Leu

Leu

275

Phe

Asn

Gly

Ser
100
Tyr
Val
Gly
Ile
Gln
180
Tyr
Ala
Ser
Thr
Ala
260
Val
Ile

Cys

Ser

Ser

Tyr

Gln

Ser

Ser

165

Lys

His

Arg

Asn

Pro

245

Asp

Gln

Asn

Thr

Val
325
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Cys

Thr

Ile

Ile

150

Asp

Arg

Pro

Thr

Phe

230

Thr

Ser

Pro

Asp

Ser

310

Phe

Tyr

Ala

Leu

135

Asn

Gly

Leu

Leu

Phe

215

Ser

Pro

Leu

Met

Thr

285

Val

Leu

Thr

Thr

120

Gln

Gln

Gly

Glu

Ala

200

Asp

Leu

Leu

Ala

Gln

280

Glu

Ala

Cys

Glu

105

Leu

Asn

Pro

Gly

Gln

185

Leu

Ile

Ala

Ala

Asn

265

Phe

Gln

Asn

Gly

31

Tyr

Leu

Pro

val

Pro

170

Ile

Pro

Leu

Gln

Ile

250

Ala

Ser

Ile

Val

Asn
330

Arg

Lys

Asn

Cys

155

Leu

Lys

Asn

Asp

235

Pro

Ser

Asn

Asp

Ser

315

Asn

Gln

Ile

Gln

140

Trp

Asp

Lys

Val

Thr

220

Cys

Thr

Cys

Ser

Leu

300

Ser

Met

Cys
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Gly Ala Ser Cys Phe Leu Leu Leu Ala Ile Ala Met Gly Leu Val Phe
530 535 540

Ile Cys Val Lys Asn Gly Asn Met Arg Cys Thr Ile Cys Ile
545 550 555

<210> 11

<211> 6907

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido que codifica la proteina de fusion de la SEQ ID NO: 2

<400> 11

43



gcggecegetce
tttatattgg
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
cccetattga
tatgggactt
tgeggttttg
gtctccaccce
caaaatgtcg
aggtctatat
gctgttttga
agaacttcag
tcatgttata
tgtatcacca
cattgtctcc
atttgtaacg
aatcactttt
gaacaattgt
gtggaaatat

tatggttaca

tagagagctt
ctcatgtcca
aattacgggg
aaatggcccg
tgttcccata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tcctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
taacaactcc
aagcagagct
cctccataga
ggtgagtttg
tggagggggc
tggaccctea
tcttatttte
aatttttaaa
ttttcaaggce
tataattaaa
tcttattggt

atgatataca

ES 2426089 T3

ggccecattgce
acattaccgc
tcattagttc
cctggectgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
aatgggegtg
aatgggagtt
gcceccattga
cgtttagtga
agacaccggg
gggacccttg
aaagttttca
tgataatttt
ttttcatttt
ttcacttttg
aatcagggta
tgataaggta
agaaacaact

ctgtttgaga

atacgttgta
catgttgaca
atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatageggtt
tgttttggcea
cgcaaatggg
accgtcagat
accgatccag
attgttcttt
gggtgttgtt
gtttectttea
ctgtaacttt
tttatttgte
tattatattg
gaatatttct
acaccctggt

tgaggataaa

44

tcecatatcat
ttgattattg
tatggagtte
cceceegecca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgceccag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggegt
cgcetggaga
ccteccggteg
ctttttcget
tagaatggga
ctttectacte
ttcgttaaac
agattgtaag
tacttcagca
gcatataaat
catcatectg

atactctgag

aatatgtaca
actagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgce
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggacttte
gtacggtggg
cgccatcecac
accgatcectg
attgtaaaat
agatgtccct
tgttgacaac
tttagcttge
tactttectct
cagttttaga
tctggctggce
cctttctett

tccaaaccgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gcecectetge
tggttgttgt
ataagactct
actcccaaca
ccceccgcaag
agggcaggta
ggcctactta
cgggggagaa
ttatactgaa
taaaatacgg
acagtceect
ccatatctee
gctagaacaa
caaagtcaga
taggttactc
aggtacccct
cctagcgaat
caactegtee
agtcaccttt
egggtcagte
cagactttge
agtccceatt
ccctttacta
tgtcteegte
atccggtacc
aaataggagg
agaaaaatgc
acaagaagaa
gcagggettt
actaaccatt

agtagtccag

taaccatgtt
gctgteteat
ccegtgtetg
ggaatggtca
gctatcgecat
tccgaggecc
atgaccaacc
ctccagaact
taccggcaat
tctgggagece
tgtaggggct
gatggtggag
attcataagg
gatgacctta
cagatgtcca
acccctcttg
gcectectgte
tgtttatctt
actaactgca
ttectetgtg
gtccaagect
cctgecattg
gctggactgg
acccagtata
atacaagatt
ggactggacc
tgtttttatg
ttacaaaaac
ctteegtace
gggccatgceg

gckttagtece
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catgeettcet
cattttggca
actgctaatc
ttttatgtag
tagtacaaaa
caccgaacte
aaaaatggaa
gccectgtaa
gcaggcgaat
tcaacgaggt
ctataaatca
gacccctega
ctatgactcc
gcecttgatgce
attttagcct
cgatacccac
agattatacc
ccecttteat
cectetgtage
gaaataacat
Ecctcctccc
atcattatat
gaatcaccge
caaaattatc
tacaagacca
tactaacggc
ctaacaagtc
gdagggaaag
tectacetet
ttttcaatcg

tgactcaaca

tetecttteet
aagaattcct
caccttgtec
cctaataata
acaacatggt
catccaacag
atgcagagtc
cactttccag
taataagaca
acagatatta
gecegtttge
tactaagaga
tgaacttcaa
acggactttt
tgcccaagat
tcecetettta
tceectettg
taacgatacg
caatgtcagt
ggcatacacc
cgacattgac
acatagacct
agcattcace
ccatcagtta
ggtagactcg
agaacaagga
aggaattgtg
cctggecatce
cétgggaccc

attagttcaa

ataccaccag

45

acagctecctg
cgacggatcc
ctgtactaac
gttcgggcag
aaaccatgcg
gtaacttgcee
actccaaaaa
gactcgatgce
tactacacgg
caaaacccca
tggagtgcca
gtgtggacag
taccaccect
gatatcctga
tgttggctct
acctactecec
gttcaaccga
gaacaaatag
agtcctttat
tatttaccce
atcaaccegg
aaacgagctg
accggageta
atatctgatg
ttagctgaag
ggaatttgtt
agaaacaaaa
aaccctetcet
ctactecacce
tttgttaaag

ctaaaaccac

ggcaacgtgc
ctcgattaag
ccaaaatgaa
ggtttgacga
aatgcagcgg
caggcaagac
tctcacctag
acagttcttg
ccaccttget
atcagctcckt
cagcccecat
tccaaaaaag
tagcecctgee
ataccacttt
gtttaaaact
tagcagacte
tgcagttcte
acttaggtgc
gtgcectaaa
aaaactggac
gggatgagce
tacagttcat
caggcctagg
tccaagtett
tagttctcceca
tagccttaca
taagaaccct
ggaccgggct
tectacteat
acaggatctc

tagaatacga

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



gccgtgacca
gattgagctt
acataaataa
ctttcattte
cgctacgcaa
tcagccgaaa
aggtgcaggce
accactgaga
atctgacttc
tgtgtctcte
atttggtcta
tataaagagg
aagccttgac
catccctaaa
tcccagtcat
gtaatcatgt
atacgagccg
ttaattgegt
taatgaatcg
tegeteactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
cteegeceee
acaggactat
ccgaccetge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaacce
agcagagcga

tacactagaa

tggtgectggce
ccgggacaaa
ccgettteat
gecttctgtaa
ccegggeccece
gaaacttcat
tgecctatcag
tectttttece
tggctaataa
actcggaagg
gagtttggca
tcatcagtat
ttgaggttag
attttcctta
agctgteccot
catagctgtt
gaagcataaa
tgecgeteact
gccaacgcgc
actegetgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaccecceegt
cggtaagaca
ggtatgtagg

gaacagtatt
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ccagcaatac
agcagggggag
ttcgecttetg
aaccgcttat
gagttgcatc
ttcccaagcet
aaggtggtgg
tctgeccaaaa
aggaaattta
acatatggga
acatatgccec
atgaaacagc
atttttttta
catgttttac
cttctecttat
tcctgtgtga
gtgtaaagcc
gecegettte
ggggagaggce
ctcggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttece
atacctgtcc
gtatctcagt
tcagcecegac
cgacttatceg
cggtgctaca

tggtatctge

caagcactca
aatgagaagt
taaaaccgct
gecgcccecaca
agccgttege
tcgagggatc
ctggtgtgge
attatgggga
ttttcattge
gggcaaatca
atatgctggce
ceceetgetgt
tatttbtgttt
tagccagatt
ggagatccct
aattgttatc
tggggtgcct
cagtcgggaa
ggtttgcgta
cggctgcggce
ggggataacg
aaggccegegt
cgacgctcaa
cctggaagcet
gectttetec
tcggtgtagg
cgetgegeet
ccactggcag
gagttcttga

gctctgetga

46

aagctgagga
cagaaccccce
tatgcgeccece
ctagccggaa
aacccgggcet
cgtcgaggaa
caatgcccotg
catcatgaag
aatagtgtgt
tttaaaacat
tgccatgaac
ccattcctta
tgtgttattt
tttectecte
cgacggatcg
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtogtg
ttgégcgctc
gagcggtatce
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttecgggaag
tegttegetce
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggcec

agccagttac

agaagctcag
cacctttgct
accctaaccg
agtcceccage
ccgagttgea
ttcactcctce
gctcacaaat
ceecktgage
tggaattttt
cagaatgagt
aaaggttggc
ttccatagaa
ttttctttaa
tecectgactac
gecgeaatte
tccacacaac
ctaactcaca
ccagetgeat
ttcecgettee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaaccceg
ctctectgtt
cgtggegett
caagctgggce
ctatecgtett
taacaggatt
taactacggc

cttcggaaaa

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggyg
tcaccggete
ggtcctgcaa
agtagttecge
tcacgectegt
acatgatcee
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgccécat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgcea
ttttcaatat
atgtatttag
taaattgtaa
ttttﬁtaacc
atagggttga
aacgtcaaag
taatcaagtt
cceccgattta
gcgaaaggag
acacccgeeg
aactgttggg

ggatgtgetg

gctettgate
agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
ttggcegcag
ccatcecgtaa
tgtatgegge
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gcgttaatat
aataggccga
gtgttgttcc
ggcgaaaaac
ttttggagte
gagcttgacg
cgggcgctag
cgcttaatge
aagggcgatc

caaggcgatt
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cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggecce
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcatte
caaaaaagcyg
tgttatcact
gaﬁgcttttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
tttgttaaaa
aatcggcaaa
agtttggaac
cgtctatcag
gaggtgececgt
gggaaagcced
ggcgetggea
gccgetacag
ggtgcgggcec

aagttgggta

accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagccg
tctattaatt
gttgttgeca
agctecoggtt
ggttagctce
catggttatg
tgtgactggt
ctecttgeecg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtcte
tcecgegeaca
ttegegttaa
atcecttata
aagagtccac
ggcgatggec
aaagcactaa
gcgaacgtgg
agtgtagcgg
ggcgegteee
tcttegetat

acgccagggt

a7

gtageggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tcececgtegt
tgataccgeg
gaagggccga
gttgcecggga
ttgctacagg
cccaacgatce
tteggtecte
gcagcactgc
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttcceccgaa
atttttgtta
aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
atcggaaccc
cgagaaagga
tcacgctgeg
attcgeccatt
tacgccaget

ttteccagte

ttkbttttgtte
gatecttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctate
gtagataact
agacccacgce
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactecttecct
acatatttga
aagtgccacc
aatcagctca
atagaccgag
cgtggactcc
accatcaccce
taaagggagc
agggaagaaa
cgtaaccacc
caggctgcgc
ggcgaaaggg

acgacgttgt

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840
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aaaacgacgg ccagtgagcg cgcgtaatac gactcactat agggcgaatt ggagctccac
cgcggtg

<210> 12

<211> 7269

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido que codifica la proteina de fusion de la SEQ ID NO: 4

<400> 12

48

6900

6907



gatcttttte
tctggctaat
tcactcggaa
tagagtttgg
ggtcatcagt
acttgaggtt
aaattttect
atagctgtcce
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgctea
cggccaacgce
tgactcgctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettace
ctcacgectgt
cgaaccccec
cccggtaaga
gaggtatgta

aagaacagta

cctctgcecaa
aaaggaaatt
ggacatatgg
caacatatgc
atatgaaaca
agattttttt
tacatgtttt
ctecttctett
tttecetgtgt
aagtgtaaag
ctgececcgett
gcggggagag
cgctcggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcageceg
cacgacttat
ggcggtgcta

tttggtatct
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aaattatggg
tattttcatt
gagggcaaat
ccatatgctg
gececceectget
tatattttgt
actagccaga
atggagatcc
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
gcggtttgeg
ttcggctgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctce
ccectggaag
ccgectttet
gttecggtgta
accgetgege
cgccactggce
cagagttctt

gcgctctget

gacatcatga
gcaatagtgt
catttaaaac
gctgccatga
gtccattcct
ttcgtgttat
tttttectec
ctcgacggat
tececgcetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
tattgggcgce
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgectggcg
aagtcagagg
ctccetegtg
ccctteggga
ggtcgttege
cttatceggt
agcagccact
gaagtggtgg

gaagccagtt

49

agccccttga
gttggaattt
atcagaatga
acaaaggttg
tattccatag
ttttttettt
tctcectgact
cggccgcaat
attccacaca
agctaactca
tgccagetgce
tcttcecgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctctectg
agcgtggege
tccaagetgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg

accttcggaa

gcatctgact
tttgtgtcte
gtatttggtt
gctataaaga
aaaagccttg
aacatcccta
actceccagtce
tcgtaatcat
acatacgagc
cattaattgc
attaatgaat
cctecgetcecac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctececgece
cgacaggact
ttcegacect
tttctcatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag

aaagagttgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatce
gccagttaat
gtcgtttggt
cceccatgttg
agttggeccgce
tgccatcogt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagcgttaat
ccaataggec
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttetttgggg
tagagcttga
agcgggcgct
cgegettaat
ggaagggcga

tgcaaggega

tceggeaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggcc
tcagcaataa
gcctecatce
agtttgegea
atggcttecat
tgcaaaaaag
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccegagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacce
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctatce
tcgaggtgec
cggggaaagc
agggcgctgg
gcgeccgctac
tecggtgeggg

ttaagttggg
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aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgetge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctccgg
cgggttagcet
ctcatggtta
tctgtgactg
tgetettgee
ctcatcattg
tccagttcga
agcgtttetg
acacggaaat
ggttattgtc
gtteccgegea
aattcgcgtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggegaacgt
caagtgtagc
agggcgcgtce
cctetteget

taacgccagg

tggtagecggt
agaagatccet
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgccgg
cattgctaca
ttcccaacga
cctteggteco
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttcceeg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg
ccattcgeca
attacgccag

gttttcccag

50

ggtetrtttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggecatcgtgg
tcaaggcgag
tccgategtt
gcataattcect
aaccaagtca
acgggataat
ttcggggega
tcgtgeacce
aacaggaagg
catactctte
atacatattt
aaaagtgcca
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
ttcaggctge
ctggcgaaag

tcacgacgtt

tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctecagegat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagtte
tgtcacgecte
ttacatgatc
gtcagaagta
cttactgtca
ttctgagaat
accgcgccac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
cctaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gececceegatt
aagcgaaagg
ccacacccgc
gcaactgttg
ggggatgtge

gtaaaacgac

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240



ggccagtgag
cggeceggecg
gtacatttat
ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgcecect
gaccttatgg
ggtgatgcgg
tccaagtctce
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgctgt
tcctgagaac
aaaattcatg
tceccttgtat
acaaccattg
cttgcatttg
tctctaatca
ttagagaaca
ctggecgtgga
ctetttatgg
accgggececee
cgtgectggtt
ttcaacgctc
aattcttctg
ggccgaaggg
ggcaaatctt

gccaagtcat

cgecgegtaat
cgctctagag
attggctcecat
taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
tttgacctee
ttecagggtga
ttatatggag
caccatggac
tctectetta
taacgaattt
cttttttttc
attgttataa
aatattctta
ttacaatgat
tctgctaace
gttgtgetgt
tcaaaaccce
atgctcagag
atctgcagga
ccaaaagact

tgttggataa
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acgactcact
agcttggecc
gtccaacatt
cggggtcatt
geeccgectgg
ccatagtaac
ctgccecactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actcecgeccec
gagctegttt
atagaagaca
gtttggggac
ggggcaaagt
cctcatgata
ttttetttee
ttaaattcac
aaggcaatca
ttaaatgata
ttggtagaaa
atacactgtt
atgttcatge
ctcatcattt
ttaaaaataa
gggtcagtac
atcgtgtgac
acatgataac

gcgagatggt

atagggcgaa
attgcatacg
accgccatgt
agttcatagc
ctgaccgccece
gccaataggg
ggcagtacat
atggcccgece
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
ccttgattgt
tttecagggtg
attttgtete
attttctgta
ttttgtttat
gggtatatta
aggtagaata
caactacacc
tgagatgagg
cttettctet
tggcaaagaa
ggttaacccg

tgcttegece

taataatgta

cctcaaatat

agtacaattg

51

ttggagctcc
ttgtatccat
tgacattgat
ccatatatgg
aacgaccccec
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcateg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgcct
tccagectcee
tctttetttt
ttgtttagaa
ctttcacttte
actttttegt
ttgtcagatt
tattgtactt
tttctgcata
ctggtcatca
ataaaatact
ttectacage
ttectagactg
cgaggecccec
ggctccagtg
aaagacgtca
gtccecggga

tcagacagct

accgceggtgg
atcataatat
tattgactag
agttcecgegt
gceccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacyg
ggagacgcca
ggtcgaccga
tcgctattgt
tgggaagatg
tactetgttg
taaactttag
gtaagtactt
cagcacagtt
taaattctgg
tcectgeettt
ctgagtccaa
tectgggeaa
acatggcgcg
taatcccett
cggceocagcec
ctaaattggt
tggatgtttt

tgactgatct

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580

5040



tctggacaag
tgtgaatata
aaaatcattc
taatagatcc
ggtttcttca
gttacccect
caaaaatccc
tccaggaaat
caaagtaaac
gcggacaaac
cggactgtta
tgatctaata
tgaagaggca
attcacatat
ttcattctat
aatgacaaaa
ccattcagga
agtcgggagt
aaatggccag
tacttttagt
gtccatgggg
cagtggaggg
caaatgcccea
tcccecgaacet
tgaaaatggt
aggagaagga
aaagttaaat
cactgaggtg
agtatggtcet
ggctgattca

tgaagaggat

ttttcaaata
gtcgatgacc
aagagcccag
attgatgcct
acattaagtc
gttgcagccea
cctggagact
gacaacagcg
acactcactg
atccccaaaa
gggaccatta
atcgagagac
ttgcgacaaa
agtggaataa
gcagaaatgg
tcatacaaaa
tcaaccaccg
tccaaatatc
tccggacgga
ttcaatgggg
atccagagceg
actataacaa
agatatgtaa
tccaaaaaaa
tgggaaggtc
actgcagcag
agactcattg
gaaaagcaga
tacaatgctg
gagatgaaca

ggtactggtt
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tttctgaagg
ttgtggagtg
aacccagget
tcaaggactt
ctgagaaaga
gectcecttag
ccagcctaca
acaaaatttg
agagaggagt
tttgctcaaa
ccggaccacc
gagaaggaaa
tcctecagagg
ggaccaacgg
agtggctecet
acacaaggag
aacagaccaa
atcaatcttt
ttgattttca
ctttcatagc
atgtgcaggt
gcagattgcc
aacaggaaag
ggaaaaaaag
tggtcgacgg
actacaaaag
agaaaaccaa
ttggcaattt
aacttattgt
ggctgtatga

gctttgaaat

cttgagtaat
cgtcaaagaa
ctttactcct
tgtagtggca
ttccagagtc
gaatgacagc
cgcggccgea
tcttggacat
agaagttgtc
agggaaaaga
tcaatgcgac
tgatgtttgt
atcaggtggg
aacaactagt
gtcaaataca
agaatcagct
actatatggg
tgtgcegagt
ttggttgate
tccaaatcgt
tgatgccaat
ttttcaaaac
tttattattg
aggectgttt
gtggtacggt
cacccaatcg
ccagcaattt
aattaactgg
ggcaatggaa
gcgagtgagg

ttttcataaa

52

tattccatca
aactcatcta
gaagaattct
tctgaaacta
agtgtcacaa
agtagcagta
atcgagggaa
catgctgtat
aatgcaacgg
accactgatc
caatttctag
tacccgggga
attgacaaag
gcatgtagaa
gacaatgctt
ctgatagtat
agtggaaata
ccaggaacac
Ltggatccca
gccagcttct
tgcgaagggg
atcaatagca
gcaactggga
ggcgctatag
ttcaggeatce
gcaattgatc
gagctaatag
accaaagact
aaccagcaca
aaacaattaa

tgtgacgatg

tagacaaact
aggatctaaa
ttagaatttt
gtgattgtgt
aaccatttat
ataggaaggc
ggcaagacct
caaatggcac
aaacagtgga
ttggccaatg
aattttcage
agtttgttaa
aaacaatggg
gatcagggtc
ctttcccaca
ggggaatcea
aactgataac
gaccgcagat
atgatacagt
tgaggggaaa
aatgctacca
gagcagttgg
tgaagaacgt
cagggtttat
agaatgcaca
agataaccgg
ataatgaatt
ccatcacaga
ctattgattt
gggaaaatgc

attgtatggce

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900
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tagtataagg aacaatactt atgatcacag caaatacaga gaagaagcga tgcaaaatag 6960
aatacaaatt gacccagtca aattgagtag tggctacaaa gatgtgatac tttggtttag 7020
cttcggggea tcatgetbtt tgettcttge cattgcaatg ggecttgttt teatatgtgt 7080
gaagaacgga aacatgcggt gcactatttg tatataagtt tggaaaaaaa cacccttgtt 7140
tctactectct agaggatccc cgggcgcgaa cgtggaagat ccgtcgagga attcactccet 7200
caggtgcagg ctgcctatca gaaggtggtg gctggtgtgg ccaatgcecct ggctcacaaa 7260
taccactga 7269

<210> 13

<211>511

<212> PRT

<213> Virus de la estomatitis vesicular

<400> 13

53



Met

Lys

val

His

His

65

vVal

Ser

Glu

Ser

Val
145

Lys

Phe

Pro

Asn

50

Lys

Thr

Ile

Gln

Cys

130

Thr

Cys

Thr

Ser

35

Asp

Ala

Thr

Arg

Thr

115

Gly

Pro

Leu

Ile

20

Asn

Leu

Ile

Cys

Ser

100

Lys

Tyr

His

Leu

Val

Tyr

Ile

Gln

Asp

85

Phe

Gln

Ala

His
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Tyr

Phe

His

Gly

Ala

70

Phe

Thr

Gly

Thr

Val
150

Leu

Pro

Tyr

Thr

55

Asp

Arg

Pro

Thr

Val

135

Leu

Ala Phe

His Asn
25

Cys Pro
40

Ala Leu

Gly Trp

Trp Tyr

Ser Val

105

Trp Leu
120

Thr Asp

Val Asp

54

Leu

10

Gln

Ser

Gln

Met

Gly

90

Glu

Asn

Ala

Glu

Phe

Lys

Ser

vVal

cys

75

Pro

Gln

Pro

Glu

Tyr
155

Ile

Gly

Ser

Lys

60

His

Lys

Cys

Gly

Ala

140

Thr

Gly

Asn

Asp

Met

Ala

Tyr

Lys

Phe

125

Val

Gly

Val

Trp

30

Leu

Pro

Ser

Ile

Glu

110

Pro

Ile

Glu

Asn

15

Lys

Asn

Lys

Lys

Thr

95

Ser

Pro

Val

Trp

Cys

Asn

Trp

Ser

Trp

His

Ile

Gln

Gln

vVal
160



Asp

Val

Cys

Gly

Tyr

225

Lys

Asp

Ser

Gln

Ser

305

Leu

Gly

Ala

Glu

Gly
385

Ser

His

Asp

Glu

210

Phe

His

Lys

Ser

Asp

290

Lys

Ala

Thr

Pro

Arg

370

Pro

Gln

Asn

Ser

195

Leu

Ala

Trp

Asp

Ile

275

Val

Ile

Pro

Leu

Ile

355

Glu

Asn

Phe

Ser

180

Asn

Ser

Gly

Leu

260

Ser

Glu

Arg

Lys

Lys

340

Leu

Leu

Gly

Ile

165

Thr

Leu

Ser

Glu

vVal

245

Phe

Ala

Arg

Ala

Asn

325

Tyr

Ser

Trp

Val
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Asn

Thr

Ile

Leu

Thr

230

Arg

Ala

Pro

Ile

Gly

310

Pro

Phe

Arg

Asp

Leu
390

Gly
Trp
Ser
Gly
215
Gly
Leu
Ala
Ser
Leu
295
Leu
Gly
Glu
Met
Asp

375

Arg

Lys

His

Met

200

Lys

Gly

Pro

Ala

Gln

280

Asp

Pro

Thr

Thr

val

360

Trp

Thr

Cys

Ser

185

Asp

Glu

Lys

Ser

Arg

265

Thr

Tyr

Ile

Gly

Arg

345

Gly

Ala

Ser

55

Ser

170

Asp

Ile

Gly

Ala

Gly

250

Phe

Ser

Ser

Ser

Pro
330

Tyr

Met

Pro

Ser

Asn

Tyr

Thr

Thr

Cys

235

val

Pro

val

Leu

Pro

315

Ala

Ile

Ile

Tyr

Gly
395

Tyr

Lys

Phe

Gly

220

Lys

Trp

Glu

Asp

Cys

300

val

Phe

Axrg

Ser

Glu

380

Tyr

Ile

Val

Phe

205

Phe

Met

Phe

Cys

val

285

Gln

Asp

Thr

val

Gly

365

Asp

Lys

Cys

Lys

150

Ser

Arg

Gln

Glu

Pro

270

Ser

Glu

Leu

Ile

Asp

350

Thr

val

Phe

Pro

175

Gly

Glu

Ser

Tyr

Met

255

Glu

Leu

Thr

Ser

Ile

335

Ile

Thr

Glu

Pro

Thr

Leu

Asp

Asn

Cys

240

Ala

Gly

Ile

Trp

Tyr

320

Asn

Ala

Thr

Ile

Leu
400



10

Met

Ala

Pro

Pro

450

Ala

Leu

Arg

Ile

Gln

Asp

435

Ile

Ser

Arg

Gln

<213> Secuencia artificial

Gly

val

420

Asp

Glu

Phe

Val

Ile
500

His
405

Phe

Glu

Leu

Phe

Gly

485

Tyr

<223> Plasmido que codifica VSV-G

Tyr
Lys
Leu
Asn
Ile
465
Val
Lys

<210> 14

<211> 6508

<212> ADN

<220>

<400> 14
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Gly

Glu

Ser

vVal

Phe

470

Ile

Thr

Met

His

Leu

Glu

455

Ile

His

Asp

Leu Asp

Pro His
425

Phe Phe

440

Gly Trp

Ile Gly

Leu Cys

Ile Glu
505

56

Ser

410

Ile

Gly

Phe

Leu

Ile

490

Met

Asp

Gln

Asp

Ser

Ile

475

Lys

Asn

Leu

Asp

Thr

Ser

460

Ile

Leu

Arg

His

Ala

Gly

445

Trp

Gly

Lys

Leu

Leu

Ala

430

Leu

Lys

Leu

His

Gly
510

Ser

415

Ser

Ser

Ser

Phe

Thr

495

Lys

Ser

Gln

Lys

Ser

Leu

480

Lys



gcggecgete
tttatattgg
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
ccecctattga
tatgggactt
tgcggttttg
gtctecacce
caaaatgtcg

aggtctatat

tagagagctt
ctcatgtcca
aattacgggg
aaatggcceg
tgttcceata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tcectacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
taacaactcc

aagcagagct
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ggcccattgce
acattaccgce
tcattagttce
cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
aatgggcgtyg
aatgggagtt
gccccattga

cgtttagtga

atacgttgta
catgttgaca
atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatagcggtt
tgttctggca

cgcaaatggg

accgtcagat

57

tccatatcat
ttgattattg
tatggagttc
ccececgecca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcceccag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggegt

cgcctggaga

aatatgtaca
actagttatt
cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacge
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggactttc

gtacggtyggg

cgccatccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



getgttttga
agaacttcag
tcatgttata
tgtatcacca
cattgtctee
atttgtaacg
aatcactttt
gaacaattgt
gtggaaatat
tatggttaca
gececectetge
tggttgttgt
tctgacacta
ttcaccatag
cattattgce
caagtcaaaa
tccaaatggg
atcecgatect
ggaacttgge
geccgaagcag
gaatgggttg
cataactcta
atttccatgg
ggcacagggt
caatactgca
aaggatctet
ccatctcaga
tceetetgee
ctcagctatc

accctaaaat

cctccataga
ggtgagtttg
tggagggggc
tggaccctea
tcttatttte
aatttttaaa
ttttcaagge
tataattaaa
ccttattggt
atgatataca
taaccatgtt
gctgtcteat
tgaagtgecet
ttttteccaca
cgtcaagctc
tgcccaagag
tcactacttg
tcacteccate
tgaatccagg
tgattgtcca
éttcacagtt
caacctggca
acatcacctt
tcagaagtaa
agcattgggg
ttgctgecage
cctcagtgga
aagaaacctg
ttgctectaa

actttgagac
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agacaccggg
gggacccttg
aaagttttca
tgataatttt
ttttcatttt
ttcactettg
aatcagggta
tgataaggta
agaaacaact
ctgtttgaga
catgcecttet
cattttggca
tttgtactta
caaccaaaaa
agatttaaat
tcacaaggct
tgatttececge
tgtagaacaa
cttecctect
ggtgactecct
catcaacgga
ttctgactat
cttetcagag
ctactttget
agtcagac£c
cagattccct
tgtaagtcta
gagcaaaatc
aaacccagga

cagatacatc

accgatccag
attgttetkt
gggtgttgtt
gtttctttca
ctgtaacttt
tttatttgte
tattatattg
gaatatttet
acaccctggt
tgaggataaa
tctctttect
aagaattcct
gcetttttat
ggaaactgga
tggcataatg
attcaagcag
tggtatggac
tgcaaggaaa
caaagttgtg
caccatgtgc
aaatgcagca
aaggtcaaag
gacggagagc
tatgaaactg
céatcaggtg
gaatgcccag
attcaggacg
agagcgggtc
accggtcectg

agagtcgata

58

ccteecggteg
cttttteget
tagaatggga
ctttctactc
ttcgttaaac
agattgtaag
tacttcagca
gcatataaat
catcatcctg
atactctgag
acagctcctg
cgacggatce
tcattggggt
aaaatgttcc
acttaatagg
acggttggat
cgaagtatat
gcattgaaca
gatatgcaac
tggttgatga
attacatatg
ggctatgtga
tatcatccct
gaggcaaggc
tectggttega
aagggtcaag
ttgagaggat
ttccaatcte
ctttcaccat

ttgctgctee

accgatecctg
attgtaaaat
agatgteccct
tgttgacaac
tttagecttge
tactttctet
cagttttaga
tetggetgge
cectttetete
tececaaaccgg
ggcaacgtgc
ctcgaggaat
gaattgcaag

ttctaattac

cacagcctta

gtgtcatgct
aacacattcc
aacgaaacaa
tgtgacggat
atacacagga
ceccecactgte
ttctaacctce
gggaaaggag
ctgcaaaatg
gatggctgat
tatctctget
cttggattat
tccagtggat
aatcaatggt

aatcctctca

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



agaatggtcg
ccatatgaag
tttecectttat
gctcaggtgt
agtttatttt
ttecagtagtt
ctattcttgg
agacagattt
acagattctt
tatatttgag
ccgtcgagga
ccaatgcect
acatcatgaa
caatagtgtg
atttaaaaca
ctgececatgaa
tcecattectt
ttgtgttatt
ttttecctect
tcgacggatce
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtcgt
attgggcget
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgectggegt
agtcagaggt
tcectegtge
ccttegggaa

gtcgtteget

gaatgatcag
acgtggaaat
acatgattgg
tecgaacatcce
ttggtgatac
ggaaaagctce
ttctcegagt
atacagacat
catgtttgga
tttttaattt
attcactcct
ggctcacaaa
gcececcttgag
ttggaatttt
tcégaatgag
caaaggttgyg
attccataga
tttttecttta
ctectgacta
ggcegcaatt
ttccacacaa
gctaactcac
gccagctgea
cttcecgecttce
cagctcactc
acatgtgagc
ttttccatag
ggcgaaaccc
gctcteetgt
gegtggeget

ccaagctggg
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tggaactacc
tggacccaat
acatggtatg
tcacattcaa
tgggctatce
tattgecctet
tggtatccat
agagatgaac
ccaaatcaac
ttatgaaaaa
caggtgcagg
taccactgag
catctgactt
ttgtgtctct
tatttggttt
ctataaagag
aaagccttga
acatccctaa
ctecccagtea
cgtaatcatg
catacgagcc
attaattgeg
ttaatgaatc
ctcgctcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gcteecgeecec
gacaggacta
tccgaccectyg
ttctecatage

ctgtgtgcac

acagaaaggg
ggagttctga
ttggactceg
gacgctgctt
aaaaatccaa
ttctttettta
ctttgcatta
cgacttggaa
ttgtgatacc
aaaaaaaaaa
ctgcctatea
atctttttec
ctggctaata
cactcggaag
agagtttggc
gtcatcagta
cttgaggtta
aattttcctt
tagctgtcece
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgcgctcac
ggccaacgcg
gactecgetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagc
taaagatacc
ccgcttaceg
tcacgctgta

gaacccceccg

59

aactgtggga
ggaccagttc
atcttcatct
cgcaacttcc
tegagettgt
tcatagggtt
aattaaagca
agtaactcaa
atgctcaaag
aacggaattc
gaaggtggatg
ctctgccaaa
aaggaaattt
gacatatggg
aacatatgcc
tatgaaacag
gatttttttt
acatgtttta
tettetetta
ttcctgtgtg
agtgtaaagc
tgcecegettt
cggggagagg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttcece
gatacctgtce
ggtatcteagq

ctcagccega

tgactgggca
aggatataag
tagctcaaag
tgatgatgag
agaaggttgg
aatcattgga
caccaagaaa
atcctgeaca
aggcctcaat
ctcgagggat
gctggtgtag
aattatgggg
attttcatty
agggcaaatc
catatgcetgg
ccecectgetg
atattttgtt
ctagccagat
tggagatccc
aaattgttat
ctggggtgcc
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggetgegg
aggggataac
aaaggccgeyg
tcgacgetcea
ccctggaagce
cgcectttete
tteggtgtag

cegetgegec

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380



ttatccggta
gcagccactg
aagtggtggc
aagccagtta
ggtagcggtg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctceecegteg
atgataccgce
ggaagggecyg
tgttgecggg
attgectacag
tcccaacgat
ctteggtect
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttceceecga
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg

aatcggaacc

actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
cctteggaaa
gtrtttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacyg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
ccgategttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataafa
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttec
tacatatttg
aaagtgccac
aaatcagcte
aatagaccga
acgtggactce
aaccatcacc

ctaaagggag
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tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtcet
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccggcet
tggtcctgcea
aagtagttcg
gtcacgctcg
tacatgatcc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgccgce
tttttcaata
aatgtattta
ctaaattgta
attttttaac
gatagggttg
caacgtcaaa
ctaatcaagt
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gttggcaaat
aacgttcccyg
tttattgaaa
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gaatcagggg
cgtaaaaagg

aaaaatcgac

64

tattggcaac
tgtttggcge
acggtttcag
aatcggcaat
aatttgagct
actggaccaa
tggaaaacca
tgaggaaaca
ataaatgtga
acagagaaga
acaaagatgt
caatgggcct
aagtttggaa
aagatccgtce
tgtggccaat
tggggacatec
cattgcaata
aaatcattta
gctggetgee
tgctgteccat
ttgtttigtyg
cagatttttc
atccctegac
gttatccget
gtgcctaatg
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aacccgacag
cctgttecga
gcgetttcetce
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
tttetctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatcteag
ataactacga
ccacgctcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
cgttgtcaga
ttctecttact
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ccectgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagcte
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ctgcaacttt
gttecgecagt
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gtcatgcceat
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ttgtaagegt

ttaaccaata
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ggcaaaatcc
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de vector lentivirico para transferir uno o méas acidos nucleicos a células CD34+, en la
que dicha particula de vector comprende al menos:

- una primera proteina que comprende una fusién de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina
de la envoltura del virus RD114 enddgeno felino y el dominio citoplasmico de la glicoproteina de la envoltura A del
virus de la leucemia murina, y

- una segunda proteina que comprende un ligando del receptor de c-Kit, siendo dicho ligando del receptor de c-Kit la
citocina del factor citoblastico (SCF).

en el que la particula de vector no comprende la glicoproteina de la envoltura G del virus de la estomatitis vesicular
(VSV).

2. La particula de vector de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la primera proteina consiste en una
fusién de los dominios transmembrana y extracelular de la glicoproteina de la envoltura del virus RD114 endégeno
felino y el dominio citoplasmico de la glicoproteina de la envoltura A del virus de la leucemia murina.

3. La particula de vector lentivirico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que la
segunda proteina comprende o consiste en una fusién de una citocina del SCF e (i) el dominio del extremo N de una
glicoproteina hemaglutinina, o (ii) una glicoproteina de envoltura retrovirica.

4. El uso de (i) un primer acido nucleico que comprende una secuencia que codifica una primera proteina
tal como se define en la reivindicaciéon 1 o 2, y de (ii) un segundo acido nucleico que comprende una secuencia que
codifica una segunda proteina como en cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3, para preparar una particula de
vector lentivirico para transferir uno o mas acidos nucleicos a células CD34+.

5. Un medicamento que comprende una particula de vector lentivirico tal como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3 como principio activo.

6. El uso de una particula de lector lentivirico tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, para transferir uno 0 mas acidos nucleicos a células CD34+ ex vivo.

7. 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 particula de vector lentivirico tal
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las células se transducen por uno o mas acidos
nucleicos transferidos a partir de la particula de vector lentivirico.
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