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DESCRIPCION
ADN de triple hélice lentiviral, y vectores y células recombinantes que contienen ADN de triple hélice lentiviral
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la biotecnologia, y especialmente a acidos nucleicos virales y células
que contienen acidos nucleicos virales. Mas particularmente, la presente solicitud describe secuencias de acido
nucleico virales que pueden formar parte de de estructuras de ADN de triple hélice asi como de vectores de acidos
nucleicos, virus, y células que contienen estas secuencias de acido nucleico virales. La presente invenciéon se
refiere, ademas, a métodos de uso de dichas estructuras de ADN y secuencias de acido nucleico.

Descripcion de la técnica relacionada

La transferencia génica en células madre hematopoyéticas (CMH) tiene un gran potencial, tanto para la terapia
génica de enfermedades congénitas asi como adquiridas, como para el entendimiento de mecanismos que regulan
la hematopoyesis normal y patolégica. Dado que las CMH tienen grandes capacidades de proliferacion, la
transferencia génica estable debe incluir la integracion genémica del transgén. Los retrovirus basados en virus de la
leucemia murina de Moloney (VLMMo) han sido muy populares, dado que se integran en los genomas de las células
huésped y pueden permitir la expresién transgénica a largo plazo. Sin embargo, estos oncorretrovirus no se integran
en células que no se dividen, y la mayoria de las CMH estan inactivas. Se han desarrollado muchos protocolos
previos a estimulacion usando diferentes asociaciones de citoquinas para desencadenar el ciclo de las CMH con el
fin de convertirlas en transducibles mediante vectores de transferencia de genes dependientes de mitosis derivados
de oncovirus. Sin embargo, la estimulacién de citoquinas induce la diferenciacion junto con la proliferacién y podrian
perderse potencialidades de las CMH durante el proceso de transduccion. Este problema puede superarse mediante
el uso de vectores derivados de lentivirus, dado que se ha demostrado que los lentivirus infectan tanto a las células
que se dividen como a las que no se dividen (Poznansky et al., 1991; Naldini et al., 1996). Informes iniciales
publicados en los tres Ultimos afios usando dichos vectores derivados de lentivirus para la transduccion de las CMH
mostraron resultados prometedores pero muy heterogéneos (Case et al., 1999; Evans et al., 1999; Uchida et al.,
1998; Miyosi et al., 1999).

Los lentivirus han desarrollado una estrategia de importacion nuclear que permite a su genoma de ADN atravesar la
membrana nuclear de una célula huésped. Esta importacion nuclear activa de los lentivirus explica su capacidad
Unica, entre los retrovirus, para replicarse eficazmente en células diana que no se dividen, tales como macrofagos
tisulares. La restriccion de la replicacion de oncovirus tales como VLMMo a células que se dividen parece deberse al
requisito de la ruptura de la barrera de la membrana nuclear durante la mitosis, permitiendo a los complejos de
preintegracion (PIC) de VLMMo entrar en el nicleo (Roe et al., 1993). La replicacion de lentivirus independiente de
mitosis, en el origen de su estrategia de replicacion in vivo y por tanto de su patogenicidad, ha permitido también la
generacién de vectores de transferencia génica lentivirales con aplicaciones terapéuticas prometedoras (Poznansky
et al., 1991; Naldini et al., 1996).

La replicacion independiente de mitosis de lentivirus fue demostrada por primera vez mediante la infeccion
productiva de células condroides no mitéticas mediante el lentivirus VISNA (Thormar, 1963). Pronto tras su
descubrimiento, el VIH demostré replicarse en macréfagos primarios diferenciados (Gartner et al., 1986; Ho et al.,
1986). El ADN del VIH se integra en la cromatina de células diana no mitéticas (Weinberg et al., 1991; Lewis et al.,
1992), lo que implica que los PIC del VIH-1 pueden atravesar la membrana nuclear de las células huésped
(Bukrinsky et al., 1992). De este modo, la importacién nuclear independiente de mitosis es un suceso fundamental
responsable de la capacidad de los lentivirus para replicarse en células que no se dividen.

La busqueda de determinantes virales responsables de la importacion nuclear activa del genoma de ADN del VIH-1
ha constituido un campo de investigacién activo pero controvertido. La presencia de supuestas sefiales de
localizacién nucleares (NLS, nuclear localization signals) dentro de la matriz (MA) y proteinas virales Vpr ha
conducido a la proposiciéon de que éstas podrian actuar de una manera redundante en la importacién nuclear de
ADN de VIH-1 (Burkinsky et al., 1993b; Emerman et al., 1994; Popov et al., 1998; von Schwedler et al., 1994). Se ha
propuesto que la fosforilacién de un pequefio subconjunto (1%) de moléculas de la MA en un resto de tirosina C-
terminal activa su liberacion de la membrana plasmatica y su asociacion con la proteina integrasa del VIH-1 (Gallay
et al.,, 1995a; 1995b). La aportacion de estas proteinas a las propiedades cariofilicas de los PIC del VIH es
actualmente un asunto de un controvertido debate (Freed y Martin, 1994; Freed et al., 1995; Fouchier et al., 1997;
Freed et al., 1997; Koostra y Schuitemaker, 1999). Mas recientemente, se han identificado motivos de NLS en la
proteina integrasa (IN) y se ha descrito que mutaciones de estos motivos suprimen la interaccién de IN con
carioferina a, un receptor de NLS celular (Gallay et al., 1997).
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Resumen de la invencién

Sea cual sea el papel de estas proteinas virales candidatas en la importacion nuclear del VIH, la presente invencion
muestra que el propio genoma de VIH-1 retrotranscrito lleva un determinante que actia en posicion cis para su
importacién nuclear.

La invencion proporciona un acido nucleico que comprende una estructura (triple hélice) de triple cadena, tal como
una de un lentivirus. La triple hélice estimula la entrada de acidos nucleicos en el nicleo de las células. El acido
nucleico puede contener las secuencias que actlian en posicién cis cPPT y CTS de un lentivirus. El lentivirus puede
ser cualquier lentivirus, incluyendo, aunque sin limitarse a, VIH-1, VIH-2, VISNA, VAIE, VIF, y AEC. En realizaciones,
el acido nucleico estéa en el contexto de un vector, tal como un vector de expresion.

Por lo tanto, la solicitud también describe un vector, por ejemplo, un vector de acido nucleico. El vector de acido
nucleico puede incluir secuencias de cualquier vector conocido por el especialista en la técnica como Utiles para la
transferencia de acidos nucleicos al interior de células o para la expresién de acidos nucleicos in vivo o in vitro.

La solicitud describe ademas virus y células (eucariotas y procariotas) que contienen el acido nucleico descrito en
este documento. Las células pueden ser células recombinantes.

La solicitud describe adicionalmente un método de transferencia de acidos nucleicos a un nucleo de célula huésped,
por ejemplo, exponiendo la célula huésped al acido nucleico, vector, virus o célula de la invencién, para proporcionar
una célula recombinante. Este método permite la transferencia de alta eficacia de acidos nucleicos al nicleo de la
célula huésped, tal como el ndcleo de una célula madre hematopoyética. La transferencia de alta eficacia permite al
especialista en la técnica poner en practica diversos métodos de tratamiento, incluyendo, aunque sin limitarse a,
métodos de tratamiento profilactico, métodos de tratamiento de mejora y métodos de tratamiento curativo. Por
ejemplo esta invencién permite métodos de terapia génica. En general, la terapia génica puede usarse para tratar
enfermedades sanguineas, enfermedades del cerebro, enfermedades viricas asi como muchas otras enfermedades
congénitas y adquiridas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra que la iniciacién central de la transcripcién inversa es una etapa importante en el ciclo de
replicacién del VIH-1.

(A) Mutaciones introducidas en la secuencia cPPT del VIH-1. Se construyeron virus mutantes cPPT conservativos y
semiconservativos. El mutante semiconservativo cPPT-D contiene 10 mutaciones en el cPPT 19-mero. El mutante
cPPT-AG es su virus control en el que una Unica mutacién purina a purina introduce el mismo cambio de
aminoacidos en la region codificante para la integrasa de solapamiento. Las mutaciones se muestran en escritura
inversa.

(B) Impacto de las mutaciones en cPPT sobre la infectividad del VIH-1. La cinética de replicacion de virus en PBL
estimulados con PHA (panel izquierdo) y células MT4 (panel derecho). Las células se infectaron con cantidades
equivalentes de particulas virales segun los contenidos de antigeno (p24) de la capsida de sobrenadantes virales.
Se realiz6 un seguimiento en el tiempo de la produccién de virus mediante actividad de la RT.

(C) Valoraciones de virus de ciclo Unico en células P4 tratadas con afidicolina que se dividen o que no se dividen
(HeLa CD4-LTR LacZ). Se midi6 la actividad de la B-galactosidasa usando un ensayo quimioluminiscente. Los
resultados se expresan como unidades de luz relativas (ULR)/s/ng de p24 del in6culo, media + DE de cuatro
experimentos independientes.

La figura 2 representa mutaciones en la cPPT que no afectan a la produccién de virus, a la sintesis de ADN viral ni a
la capacidad del ADN viral de integrarse in vitro.

(A) Efecto de mutaciones en la cPPT sobre la produccién de virus. Se transfectaron células Hela transitoriamente
con plasmidos pLAI, pcPPT-AG, o pcPPT-D. La produccién de virus se midié mediante la cuantificaciéon del antigeno
viral p24 en sobrenadantes celulares, 48 horas después de la transfeccion.

(B) Efecto de mutaciones en la cPPT sobre la eficacia de la transcripcidn inversa. Se infectaron células P4 con las
mismas cantidades de particulas virales (300 ng de antigeno p24 por 10° células) y se extrajo ADN 12 horas mas
tarde. Las cantidades totales de ADN viral transcrito de forma inversa, representado mediante un fragmento de VIH-
1 Mscl interno, se detectaron mediante transferencia de Southern usando el mismo fragmento de ADN como sonda
y se cuantificaron usando un aparato phosphorimager.

(C) Efecto de mutaciones en la cPPT sobre la integracion in vitro. Se co-cultivaron células MT4 con células H9-LAI o
H9-cPPT-225 infectadas de forma cronica. La integracion in vitro de complejos de preintegracion virales, aislados del
citoplasma de células infectadas, se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente (Farnet y Haseltine, 1990).
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Cada pista se carga cada con ADN citoplasmatico de 2 x 108 células infectadas.

La figura 3 muestra que los virus mutantes de ADN de triple hélice central son defectuosos en la importacién nuclear
de ADN viral.

(A) Estrategia para el seguimiento cuantitativo de las sintesis, circularizaciéon e integraciéon de ADN del VIH-1. Se
extrajo el ADN de células infectadas en varios momentos después de la infeccion, se digirié6 con Mscl y Xhol y se
analiz6 mediante transferencia de Southern usando una sonda que se solapa con el sitio de Mscl en 5'. El fragmento
de ADN de 1,9 kb interno, comudn a todas las especies de ADN viral independientemente de su estado integrado o
no integrado, indica la cantidad total de ADN viral en células infectadas. Las sefiales de 2,6 kb, 2,8 kb y 3,4 kb
corresponden, respectivamente, a ADN lineal no integrado, se revelaron ADN circulares de una y dos LTR. Dado
que la sonda generada por PCR se solapa exactamente con el sitio de Mscl, la intensidad de cada banda es
directamente proporcional a la cantidad de las especies de ADN virales correspondientes. Por lo tanto, puede
calcularse la cantidad de ADN proviral integrado sustrayendo de la cantidad total de ADN viral, las sefiales de ADN
viral lineal y circular no integrado.

(B) Analisis de transferencia de Southern del procesamiento de ADN viral en células infectadas. Se infectaron
células P4 con cantidades equivalentes de cada virus, normalizado en los contenidos de p24 de los sobrenadantes.
Se lisaron las células infectadas en diferentes momentos después de la infeccién, se extrajo ADN y se usé para el
analisis cuantitativo descrito anteriormente.

(C) Perfiles de ADN viral intracelular, una vez completado un ciclo de infeccion (48 horas después de la infeccion).
Los resultados se expresan como porcentajes del ADN viral total. Se obtuvieron perfiles de ADN intracelular
similares usando células MT4 (no se muestran los datos).

La figura 4 muestra que el ADN lineal de los virus mutantes de triple hélice de ADN central se acumula en las
proximidades de la membrana nuclear.

(A) Fraccionamiento de nucleo/citoplasma de células P4 infectadas. Analisis por transferencia de Southern de ADN
viral de fracciones nucleares (N) y citoplasmaticas (C), 24 horas después de la infeccion. Se llevé a cabo el
fraccionamiento basado en lisis con triton tal como se ha descrito anteriormente (Belgrader et al.,, 1991). Se
restringié el ADN con Mscl y se hibridé usando la sonda que se solapa en el sitio de Mscl.

(B) Deteccion de genomas de VIH-1 individuales mediante hibridacion in situ con fluorescencia (FISH). Se infectaron
células P4 a alta multiplicidad (2 pg de antigeno p24 por 10° células), y se hibridaron usando una sonda de genoma
de VIH-1 de longitud completa. Se amplificaron las sefiales fluorescentes mediante precipitacion de tiramida. Se
analizaron secciones oOpticas a través de células mediante microscopia de deconvolucion.

La figura 5 muestra que la insercién de la triple hélice de ADN central en un vector basado en VIH-1 potencia la
transduccion de GFP y la importacion nuclear del genoma de ADN del vector.

(A) Diagrama esquematico de los genomas del vector. Se insertaron secuencias activas cis centrales cPPT y CTS
del genoma de VIH-1, responsables de la formacién de la triple hélice de ADN durante la transcripcion inversa, en
una posicion central en el vector GFP de HR descrito anteriormente (Naldini et al., 1996). TRIPinv-GFP incluye la
secuencia de triple hélice de ADN central en la orientacion inversa, no funcional.

(B) Eficacia comparativa de la transduccion de GFP usando vectores de VIH con o sin una triple hélice de ADN
central. Se usaron células HeLa que se dividen o que no se dividen (tratadas con afidicolina) como dianas. Se
cuantifico la fluorescencia de GFP 48 horas después de la transduccion usando un fluorémetro de microplacas
(Wallac). Los resultados se expresan como la media + DE de un experimento representativo llevado a cabo por
triplicado. Se sustrajo la actividad de pseudotransduccién de GFP de la sefial.

(C) Analisis por transferencia de Southern del procesamiento del ADN vectorial en células transducidas. Se lisaron
células Hela transducidas en momentos diferentes después de la infeccion, se extrajo el ADN, se restringié y se
realiz6 transferencia de Southern usando una estrategia similar que para los virus. La digestién de Mscl se sustituye
por EcoNI y Avall, y la sonda es un fragmento de ADN de PCR que se solapa exactamente con el sitio de EcoNI.

(D) Analisis cuantitativo del estatus intracelular del ADN vectorial, 48 horas después de la infeccion. Los resultados
se presentan como porcentajes del ADN vectorial total.

La figura 6 representa un modelo para la importacion nuclear del genoma de VIH-1 dependiente de la triple hélice de
ADN.

(A) Vision general del fenotipo de virus mutantes de la triple hélice de ADN central observado. Las etapas de
iniciacion y terminacion centrales de la transcripcion inversa del VIH-1 generan una estructura ADN flap (solapado)
de cadena positiva larga: la triple hélice de ADN central. La cadena positiva de VIH-1 se sintetiza como dos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2377721 T3

segmentos semi-gendmicos discretos. Se inicia un segmento cadena abajo en una copia central de la secuencia de
tracto de polipurina (cPPT). El segmento cadena arriba termina cadena abajo de la cPPT, tras un suceso de
desplazamiento de una cadena de 99 nucledtidos de longitud, bloqueado por la secuencia de terminacion central
(CTS). Una vez finalizado un ciclo Unico de infeccién, el ADN viral de un virus de tipo silvestre se procesa casi
completamente a provirus integrado (= 55%); ADN circular de 1 LTR (= 35%) y 2 LTR (< 5%); mientras que una
pequefia fraccién permanece como ADN lineal (< 10%). Las mutaciones en la cPPT afectan a la formacion de la
triple hélice de ADN central. El producto de transcripcién inversa final de un virus mutante de iniciacion central es un
ADN lineal de doble cadena continuo, que carece de la triple hélice de ADN central (Charneau et al., 1992). El ADN
viral de virus mutantes cPPT-D se acumula en células infectadas como moléculas de ADN lineal, y se localiza en las
proximidades de la membrana nuclear.

(B) Dos mecanismos especulativos para la importacién nuclear del genoma de VIH-1 dependiente de la triple hélice
por medio de la maduracién del complejo de transcripcion inversa (RTC) a un complejo de preintegracion (PIC) y
translocacion de ADN lineal a través del poro nuclear. La transcripcion inversa de VIH-1 se produce probablemente
dentro de un complejo estructurado (ordenado) rodeado por un conjunto de proteinas de la capsida. El tamafio de
RTC supera el diametro de exclusién del poro nuclear. Antes de la translocacion, el RTC experimenta una
maduraciéon a un PIC mas pequefio con pérdida de las proteinas de la capsida (Karageorgos et al., 1993). La
formacion de la triple hélice de ADN sefiala el final de la sintesis de ADN viral y podria sefialar la salida del ADN de
VIH del conjunto de la capsida. En el PIC, se unen entre si los extremos del ADN lineal probablemente después de
la dimerizacién de las proteinas integrasas unidas a las puntas de las LTR (Miller et al., 1997). Estando el ADN de
triple hélice en una posicion central, una estructura légica para el PIC de VIH-1 seria un filamento doble, plegado
simétricamente en cada lado de la triple hélice central por la dimerizacién de integrasa. La triple hélice de ADN
constituiria entonces un apice que podria interactuar con proteinas lanzadera cariofilicas, permitiendo el paso del
filamento de ADN de VIH-1 a través del poro nuclear. En virus mutantes de cPPT, una falta de maduracion de RTC a
PIC induciria una acumulacion de capsidas virales integrales en el poro nuclear. Como alternativa, la ausencia de la
triple hélice de ADN en el ADN lineal mutante de cPPT impide la interaccion con proteinas lanzadera impidiendo la
translocacion del genoma de VIH-1 a través del poro nuclear. En ambos casos, el ADN de virus mutantes de cPPT
se acumula como ADN lineal en las proximidades de la membrana nuclear.

La figura 7 muestra los resultados de los experimentos de transduccion utilizando células CD34+ sanguineas del
cordén umbilical humano.

(A) Andlisis FACS (citometria de flujo) de células CD34+ sanguineas de cordén umbilical humano transducidas
durante 24 horas en presencia de 100 ng/ml de P24 viral en las condiciones descritas en este documento. El analisis
se llevé a cabo 48 horas después del lavado de las células al final del periodo de transduccion de 24 horas. Los
porcentajes se expresan como proporciones de células hematopoyéticas separadas morfolégicamente. La media X
indica el valor medio de la intensidad de fluorescencia verde.

(B) Se analizé la expresion de la GFP en el dia 5 después de la transduccion.

La figura 8 representa esquematicamente el efecto de la dosificacion viral sobre la eficacia de la transfeccion.
(A) El porcentaje de células CD34+ que expresan eGFP.

(B) El valor medio de la intensidad de fluorescencia de GFP de células CD34+eGFP+.

(C) El valor medio de la intensidad de fluorescencia de GFP de células CD34+eGFP+ multiplicado por el porcentaje
de células CD34+eGFP+. Se transdujeron células CD34+ durante 24 horas en las condiciones especificadas en este
documento con el vector lentiviral que incluye la secuencia codificante de eGFP bajo el control del promotor CMV, y
que incluye (linea continua) o sin (linea discontinua) la estructura de triple hélice. El analisis se llev6 a cabo 48 horas
después del lavado de las células al final del periodo de transduccion de 24 horas.

La figura 9 representa el andlisis FACS de células CD34+ sanguineas de cordon umbilical humano transducidas
durante 24 horas en las condiciones descritas en el texto con un vector lentiviral que tiene una LTR de VIH-1 intacto
(paneles izquierdos) o una LTR de VIH-1 con U3 delecionada (paneles derechos) y un promotor CMV interno
(paneles superiores) o el promotor alfa EF-1 (paneles inferiores).

(A) Se llevé a cabo el andlisis 48 horas después del lavado de las células al final del periodo de transduccién de 24
horas.

(B) Se llevé a cabo el analisis 120 horas después del lavado de las células al final del periodo de transduccion de 24
horas. El andlisis distingue entre células CD34 brillantes (inmaduras) y sin brillo.

Los porcentajes se expresan como proporciones de células hematopoyéticas separadas morfolégicamente. El
segundo nimero, cuando se indica, representa la media de la fluorescencia verde.
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Descripcion detallada de la invencion

Se ha demostrado previamente que el VIH-1 ha desarrollado una estrategia de transcripcion inversa compleja, que
difiere de la de los oncovirus en dos etapas que se producen en el centro del genoma: una iniciaciéon adicional de
sintesis de cadena positiva acoplada a una etapa de terminacion. Se sintetiza el ADN de cadena positiva de VIH-1
como dos segmentos semi-gendémicos diferenciados. Una copia adicional de las secuencia activa en cis del tracto de
polipurina, presente en el centro de todos los genomas lentivirales (cPPT), inicia la sintesis de una cadena positiva
cadena abajo (Charneau et al., 1991, 1992). El segmento de cadena positiva cadena arriba iniciado en el PPT en 3/,
después de una transferencia de cadena, continla hasta el centro del genoma y termina después de un suceso de
desplazamiento de cadena discreta (figura 6A). Este Ultimo suceso por orden cronolégico de la transcripcion inversa
de VIH-1 esta controlado por la secuencia de terminacion central (CTS), secuencia activa en cis, que expulsa la
transcriptasa inversa (RT) de VIH-1 en este sitio en el contexto especifico de sintesis por desplazamiento de cadena
(Charneau et al., 1994; Lavigne et al., 1997). Por lo tanto, el producto final de la transcripcion inversa de VIH-1 es
una molécula de ADN lineal que porta en su centro un ADN flap estable de 99 nucleétidos de longitud, denominado
en este documento como la triple hélice de ADN central (figura 6A).

Los virus mutantes de iniciacién y terminacidn centrales sintetizan ambos un producto de transcripcion inversa
desprovisto de una triple hélice de ADN de tipo silvestre. Tal como se representa en la figura 6A, en el caso de un
mutante de iniciacion central, el producto final es un ADN lineal de doble cadena continuo que carece de la triple
hélice central (Charneau et al., 1992). El segmento de cadena positiva cadena abajo iniciado en la cPPT no se
sintetiza. Por lo tanto, no se produce ningun desplazamiento de cadena en el centro del genoma; el alargamiento de
la cadena positiva transferida continGa a lo largo de todo el genoma. En el caso de un mutante de terminacion
central, los sucesos de desplazamiento de cadena centrales ya no estan controlados por la secuencia CTS mutada,
y se generan solapamientos de cadena positiva mas largos distribuidos aleatoriamente, en comparacion con la triple
hélice de ADN de tipo silvestre diferenciada (Charneau et al., 1994). Mutaciones en la secuencias activas en cis
cPPT o CTS alteran gravemente la replicacion del VIH, sugiriendo un papel directo de la triple hélice central en el
ciclo de vida retroviral (Charneau et al., 1992; Hungnes et al., 1992; Charneau et al., 1994).

La presente invencién describe el uso de un vector retroviral, que comprende regiones cPPT o CTS de origen
lentiviral en el que la LTR se deleciona para el promotor y potenciador de U3, para aumentar in vitro la tasa de
importacién de una secuencia de acido nucleico contenida en dicho vector en el nlcleo de una célula huésped.

La invencion también proporciona un vector retroviral, que comprende regiones cPPT o CTS de origen lentiviral y
una LTR de origen retroviral deleccionada para el promotor y potenciador de su region U3, para su uso para
aumentar la tasa de importacion de un acido nucleico contenido en dicho vector, en el nicleo de una célula huésped,
para tratar a dicho huésped.

La presente solicitud describe que la triple hélice de ADN central de VIH-1 esta implicada en una etapa tardia de
importacioén nuclear del genoma de VIH-1, inmediatamente antes de, o durante, la translocacién de ADN viral a
través del poro nuclear. Por lo tanto, las caracteristicas distintivas de la transcripcion inversa lentiviral explican, al
menos en parte, la capacidad unica de los lentivirus, entre los retrovirus, para replicarse en células que no se
dividen. La solicitud también describe que los vectores de transferencia génica de VIH que carecen de la triple hélice
de ADN central muestran un defecto de importacion nuclear fuerte. Esta solicitud establece que la insercion de las
secuencias activas en cis centrales del genoma de VIH-1 en un vector de VIH descrito anteriormente (Naldini et al.,
1996) aumenta la eficacia de la transduccién complementando el defecto de importacién nuclear de ADN del vector
original a niveles de tipo silvestre. Este descubrimiento proporciona pruebas adicionales e independientes para el
papel de la triple hélice de ADN central en importaciones nucleares VIH-1. La descripcién de la triple hélice de ADN
como determinante de importacion nuclear de lentivirus tiene implicaciones importantes para el disefio de vectores
lentivirales eficaces. Dado que la infeccidn por lentivirus de células diana que no se dividen se basa en su uso de
una ruta de importaciéon nuclear activa, es preferible mantener los determinantes de importacion nuclear lentiviral en
construcciones de vector derivadas. Las construcciones de vectores retrovirales convencionales son vectores de
sustitucion en los que las secuencias de codificacién virales completas entre las LTR se delecionan y se sustituyen
por las secuencias de interés (Miller AD, 1997). En el caso de vectores lentivirales, esta estrategia convencional
conduce a la delecion de las secuencias activas en cis centrales cPPT y CTS. El papel importante de la triple hélice
en la importacion nuclear de VIH implica que dichas construcciones de vector de sustitucion no son optimas. Este
descubrimiento establece que el determinante de importacion nuclear de triple hélice de ADN es operativo en el
contexto heterélogo de un vector lentiviral derivado de VIH-1. La triple hélice de ADN per se, fuera del contexto del
genoma de VIH-1 nativo, puede estimular la importaciéon nuclear de secuencias de ADN heterélogas (PCT Francia
no. 98 05197, 24 de abril de 1998). La presencia de la secuencia de triple hélice de ADN induce un aumento
marcado de la eficacia de transduccion génica en células madre hematopoyéticas.

La presente solicitud describe acidos nucleicos (ADN o ARN, o analogos de los mismos) que son capaces de
participar en estructuras de acidos nucleicos de triple hélice (es decir, acidos nucleicos de cadena triple). En
realizaciones, los acidos nucleicos son secuencias lentivirales. En realizaciones, los acidos nucleicos se derivan de
secuencias lentivirales, tal como mediante mutagénesis dirigida (es decir, delecién, insercién, o sustitucién
deliberada de al menos un nucleétido) o mutagénesis por presion selectiva. Estos acidos nucleicos permiten una
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transferencia de alta eficacia de acidos nucleicos a células huésped, y especialmente a nucleos de células huésped.
Debido a esta capacidad, los genes que estan unidos de forma operativa o fisicamente a estos acidos nucleicos
pueden expresarse a niveles altos y/o en un alto porcentaje de células expuestas a los acidos nucleicos. EI ADN
insertado en una region de triple cadena de un genoma antiviral es particularmente estable en la construccion, y
ayuda a conseguir un nivel alto de transduccion y transfeccion.

La presente solicitud describe una secuencia de ADN de tres cadenas inducida por las regiones cPPT y CTS de un
lentivirus, que es capaz de inducir una alta tasa de entrada de ADN vectorial en el nlcleo de una célula huésped, o
que puede aumentar la tasa de importacion nuclear del ADN vectorial. En realizaciones, la secuencia de ADN de
tres cadenas puede unirse covalentemente a una secuencia de acido nucleico heteréloga, tal como un gen
informador o gen de otro interés. Por ejemplo, el acido nucleico puede comprender una secuencia de acido nucleico
heteréloga que codifica un péptido, polipéptido o proteina. En realizaciones, la secuencia de &cido nucleico
heteréloga esta presente dentro de la region de triple hélice. En realizaciones, la secuencia de acido nucleico
heterdloga esta presente en el mismo acido nucleico que la regién de triple hélice, pero fuera de la triple hélice. En
realizaciones, un Unico acido nucleico comprende mas de una secuencia de tres cadenas inducida por las regiones
cPPT y CTS de un lentivirus.

La presente solicitud describe vectores, tales como vectores lanzadera, vectores de expresion, vectores de
integracion, transposones, retrotransposones, y similares, que contienen al menos una secuencia capaz de
participar en la formacién de estructuras de acidos nucleicos de triple hélice. En realizaciones, el vector comprende
una Unica secuencia capaz de participar en la formacion de estructuras de acidos nucleicos de triple hélice. En
realizaciones, el vector comprende mas de una secuencia capaz de participar en la formacion de estructuras de
acidos nucleicos de triple hélice. Los vectores pueden usarse para transferir los acidos nucleicos descritos en este
documento de una célula a otra, para ayudar en la generacion de grandes cantidades de acidos nucleicos, y para
servir como una molécula base en la que pueden insertarse otras secuencias de acido nucleico de interés (por
ejemplo, genes informadores, genes terapéuticos).

En otro aspecto mas, la presente invencién proporciona un método para infectar, transfectar o transducir células
eficazmente con una secuencia de acido nucleico viral que comprende al menos una secuencia que puede participar
en estructuras de acidos nucleicos de triple hélice. En realizaciones, el método comprende exponer a una célula, o
una pluralidad de células, a al menos una copia de un acido nucleico, vector, virus o célula de la invencion. En
realizaciones, la etapa de exposicién de la célula o células al 4cido nucleico, vector, virus o célula de la invencion se
lleva a cabo en condiciones tales que el acido nucleico, vector, virus o célula de la invencion puede entrar en la
célula o células (huésped) diana. En realizaciones preferidas, las condiciones son tales que altos niveles del acido
nucleico, vector, virus, o célula de la invencion entran en la célula o células diana.

En realizaciones, el método es muy eficaz, permitiendo la inserciéon del acido nucleico descrito en este documento
en el nacleo del 30% o mas de las células expuestas al acido nucleico. En realizaciones, el porcentaje de nucleos
gue captan el acido nucleico descrito en este documento es del 40% o superior, por ejemplo, el 50% o superior, el
60% o superior, el 70% o superior, el 80% o superior, 0 el 90%-100%. En realizaciones preferidas, el porcentaje de
ndcleos que captan el acido nucleico descrito en este documento es superior al 80%, mas preferiblemente, superior
al 85% y de la forma mas preferible, superior al 90%, tal como superior al 95%. En realizaciones, se infectan o se
transfectan las células con virus completos (incluyendo fagos) o bacterias que contienen los acidos nucleicos
descritos en este documento. En realizaciones, se introducen los acidos nucleicos en las células usando medios
mecanicos y/o quimicos (por ejemplo, electroporacion, fusion de liposomas). En realizaciones, el acido nucleico
desnudo descrito en este documento se es captado por las células huésped diana.

De este modo, en una realizacion, la invencion proporciona el uso de una secuencia de nucleétidos que comprende
las regiones cPPT y CTS, que adopta una estructura de ADN de tres cadenas (triple hélice) después de la
transcripcién inversa, en un vector lentiviral o retrotransposén y que estimula la entrada de, y la tasa de importacion
nuclear de, el ADN vectorial en el nucleo de la célula transducida.

La solicitud también describe células recombinantes que contienen los acidos nucleicos o vectores como se
describen en este documento. Las células recombinantes pueden ser cualquier célula (eucariota o procariota),
incluyendo una progenie o un derivado de las mismas. De este modo, la solicitud incluye células que se crean
usando una célula como se describe en este documento. En realizaciones, las células son eucariotas. En
realizaciones, las células son células de mamiferos, tales como células HelLa o células hematopoyéticas, tales como
células madre hematopoyéticas. De este modo, en realizaciones, la solicitud describe un proceso de transduccion de
células eucariotas, en el que el proceso comprende el uso de una secuencia de ADN de tres cadenas, inducida por
las regiones cPPT y CTS de un lentivirus, que es capaz de introducir una alta tasa de entrada de ADN vectorial en el
nucleo de una célula huésped, o capaz de aumentar la tasa de importacion nuclear de ADN vectorial.

Dado que las células recombinantes pueden expresar un gen heterélogo de interés a niveles altos, estas células
pueden usarse en numerosas aplicaciones. Las aplicaciones incluyen, aunque no se limitan a, la produccién de altos
niveles de proteinas de interés (tales como proteinas de valor terapéutico) en cultivos celulares y la produccion de
una proteina de interés in vivo mediante introduccion de la célula recombinante de la invencién en un individuo que
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necesita la proteina. El individuo puede ser un animal o un ser humano. Por consiguiente, la solicitud se refiere tanto
a aplicaciones veterinarias como a aplicaciones médicas.

En realizaciones, la solicitud describe un método de produccion de una proteina recombinante de interés exponiendo
a una célula diana a un acido nucleico, vector, o virus de la invencion y permitiendo a la célula diana captar el acido
nucleico como se describe en este documento, por ejemplo, a través de la transduccién, transformaciéon o
transfeccién. Después de la introduccion del acido nucleico en la célula diana, se cultiva la célula en condiciones en
las que la proteina recombinante de interés es expresada, y por lo tanto producida por la célula diana, que se
considera ahora una célula recombinante. Aunque el método puede ponerse en practica en una célula Unica,
individual, es evidente que el método sera con frecuencia mas practico si se pone en practica en una coleccion de
células en las que todas las células son clones. Tal como se usa en este documento, “célula” se refiere a una célula
individual o a una coleccion de células idénticas.

El método puede incluir, ademas, la purificacién o el aislamiento de la proteina de interés a partir de la célula
recombinante o fluido de cultivo celular. En dicho método, pueden aplicarse los procedimientos de expresion y
purificacién de proteinas conocidos por los especialistas en la técnica. Estos procedimientos son bien conocidos por
los especialistas en la técnica y, por lo tanto, no es necesario explicarlos en detalle en este documento.

En una realizacion preferida, la solicitud describe un proceso para expresar un gen de interés in vitro, en el que el
proceso comprende: a) exponer a las células diana a un acido nucleico aislado o purificado que comprende un gen
de interés y al menos una copia de las regiones que actian en cis cPPT y CTS de un retrovirus, en el que las
regiones cPPT y CTS inducen una estructura de ADN de tres cadenas, en condiciones que permiten la captacion del
acido nucleico en la célula diana para generar una célula recombinante, y b) cultivar la célula recombinante en
condiciones que permiten que al menos parte del acido nucleico se transfiera al nicleo de la célula recombinante y
se exprese el gen de interés. En realizaciones, el proceso usa un vector como se ha descrito anteriormente. De este
modo, la solicitud describe un método de expresién de un gen de interés in vitro, por ejemplo, en un cultivo tisular.
En realizaciones, el método comprende exponer a células diana a un acido nucleico, vector, virus o célula de la
invencion en condiciones en las que la célula diana puede captar la molécula de la invencién que contiene el gen de
interés. A continuacion se permite que la célula recombinante fabricada de este modo se desarrolle y se replique en
condiciones en las que se expresa el gen de interés. En realizaciones, el método in vitro de expresién génica se
acopla a un método de purificaciéon o aislamiento de la proteina de interés. En estas realizaciones, la proteina de
interés puede purificarse o aislarse a partir de otros componentes celulares usando técnicas conocidas por los
especialistas en la técnica, que incluyen, aunque no se limitan a, cromatografia liquida, precipitacién, centrifugado,
filtracion en gel y cromatografia de afinidad. Las técnicas adecuadas son conocidas por los especialistas en la
técnica y no es necesario explicarlas en detalle en este documento.

De este modo, la solicitud describe un método de expresion de un gen de interés in vivo, por ejemplo, en un
individuo que necesita la proteina expresada por el gen. El método de expresion de un gen in vivo comprende
preparar una célula recombinante fuera del individuo exponiendo a una célula huésped a un acido nucleico, vector,
virus o célula de la invencién, para preparar una célula recombinante de acuerdo con la invencién. La célula
recombinante de la invencién a continuacién se administra a, se introduce en, o se expone de otro modo a, el
individuo, con lo cual el gen de interés se expresa. Por ejemplo, el método puede comprender administrar una célula
recombinante que comprende un acido nucleico como se describe en este documento a un individuo y permitir que
la célula recombinante exprese el acido nucleico en el cuerpo del individuo. En aplicaciones preferidas, la célula
recombinante es una célula madre hematopoyética. Las células recombinantes se purifican o se aislan en primer
lugar a partir de células no recombinantes, a continuacién se administran a, se introducen en o se exponen de otra
manera a, el individuo.

El método de expresion de un gen in vitro comprende exponer (por ejemplo, administrar, introducir, etc.) al individuo
a un acido nucleico, vector y/o virus como se describe en este documento. El acido nucleico, vector y/o virus se
transfecta/transduce/infecta al menos una de las células del individuo, con lo cual se expresa el gen de interés. Por
ejemplo, el método puede comprender administrar un acido nucleico, vector o virus de la invencion a un individuo en
una cantidad y forma suficiente para dar como resultado la expresion del gen de interés en el cuerpo del individuo.
Preferiblemente, el método da como resultado la expresion del gen de interés en un tejido o célula diana.

La solicitud describe un proceso para tratar a un individuo que padece o que tiene una alta probabilidad de
desarrollar, una enfermedad o trastorno que tiene una base genética. El proceso comprende administrar un vector
retroviral que comprende a) un acido nucleico que codifica una proteina terapéutica y b) al menos una copia de las
regiones que actian en cis cPPT y CTS de un retrovirus, en las que las regiones cPPT y CTS inducen una
estructura de ADN de cadena triple, al individuo en una cantidad suficiente para dar como resultado la expresion de
la proteina terapéutica en una cantidad suficiente para tratar la enfermedad o trastorno. El tratamiento puede ser
profilactico, mejorador o curativo. El proceso puede tratar una enfermedad o trastorno sanguineo, una enfermedad o
trastorno cerebral o del sistema nervioso o una enfermedad o trastorno del desarrollo. Las técnicas para introducir
ylo expresar genes in vivo son conocidas por los especialistas en la técnica. El facultativo puede seleccionar la
técnica mas adecuada para la proteina dada o el tejido o célula diana.
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Por consiguiente, la solicitud describe un proceso de tratamiento de un huésped que comprende el uso de un vector
retroviral que contiene una secuencia de ADN de cadena triple inducida por las regiones cPPT y CTS de un
lentivirus, que es capaz de inducir una alta tasa de entrada de ADN vectorial en el nacleo de una célula huésped o
capaz de aumentar la tasa de importacion nuclear de ADN vectorial.

La solicitud también describe un kit. El kit puede contener al menos un acido nucleico, al menos un vector, al menos
un virus, o al menos una célula como se describe en este documento, o una combinacion de cualquiera o todos
éstos. El kit puede proporcionar cada una de las realizaciones anteriores, juntas en una Unica composicién o por
separado, tal como por ejemplo, en diferentes recipientes. En realizaciones, el kit incluye algunos o todos los
reactivos y suministros necesarios para usar los acidos nucleicos, vectores, virus, y células con el fin deseado.

La presente invencién describe un mecanismo original de importacion nuclear de VIH-1 con un papel crucial de la
estructura de ADN de tres cadenas, la triple hélice de ADN, en este mecanismo. EL VIH-1 ha desarrollado una
estrategia de transcripcion inversa compleja, mediante la cual un suceso de desplazamiento de cadena central,
consecutivo a la iniciacion y terminacion central de la transcripcién inversa, crea una triple hélice de ADN en el
centro de las moléculas de ADN de VIH-1 lineal no integradas. Esta triple hélice de ADN actla, a su vez, como un
determinante activo en cis de la importacion nuclear del genoma de VIH-1. La invencién muestra que la iniciacion y
terminacion central, dos etapas distintivas del la transcripcién inversa de VIH-1, explican la capacidad del VIH-1 para
infectar células diana que no se dividen.

Los ejemplos muestran ademas que la falta de ADN de triple hélice conduce a un virus que es casi no infeccioso en
células que se dividen o que no se dividen. Aunque las mutaciones en cPPT no afectan a la tasa de sintesis de ADN
viral 0 su capacidad para integrarse in vitro, la mayoria de las moléculas de ADN retrotrascrito a partir del virus
mutante cPPT se acumulan a lo largo del tiempo como ADN lineal no integrado. Por el contrario, el ADN lineal del
virus de tipo silvestre se procesa casi completamente en provirus integrados y circulos de ADN. El perfil de ADN
intracelular de virus mutantes cPPT apunta a un defecto en la importacién nuclear, acumulandose el ADN viral como
moléculas lineales como consecuencia de su falta de acceso al compartimiento nuclear en el que podria integrarse o
circularizarse. Un defecto tardio de la importacion de ADN viral, que afecta de la forma mas probable a la
translocacién a través del NPC, se demuestra mediante el fraccionamiento de células infectadas y visualizacion
directa (FISH) de ADN viral intracelular. Las moléculas de ADN lineales defectuosas en triple hélice se asocian con
la membrana nuclear.

Los ejemplos se centran en el andlisis de virus mutantes cPPT, que se caracterizan por la ausencia de la triple hélice
de ADN central. La mayoria de los experimentos presentados en este documento se llevaron a cabo con virus
mutantes CTS descritos anteriormente (Charneau et al., 1994), con los mismos resultados (no se muestran los
datos). En el virus mutante CTS, la transcripcion inversa produce moléculas de ADN lineales que contienen
solapamientos de cadenas positivas distribuidos aleatoriamente, mas grandes, en comparacion con la triple hélice
de ADN central discreta del virus de tipo silvestre. De este modo, no solamente la presencia de la triple hélice de
ADN, sino también su integridad estructural, es importante para la importacion nuclear de ADN de VIH.

La invencién muestra que la triple hélice de ADN es operativa en el contexto de un sistema de vectores basado en
VIH-1. Su insercién en un vector desprovisto de la triple hélice revierte un defecto fuerte de importacion nuclear de
ADN vectorial hasta niveles de tipo silvestre de importacion nuclear.

La triple hélice de ADN central es un determinante de importacién nuclear comun de lentivirus. Se ha definido de
forma precisa la localizacion de la triple hélice de ADN central en el caso de VIH-1. El desplazamiento de cadena
central comienza en el primer nucleétido después de la secuencia cPPT (Charneau y Clavel, 1991) y se detiene en
general a 99 nucledtidos cadena abajo, en el sitio ter2 (de terminacion dos) de la secuencia CTS (Charneau et al.,
1994). La configuracion tridimensional de las tres cadenas de ADN de la triple hélice aun es desconocida. No
obstante, puede generalizarse la presencia de la triple hélice de ADN en el centro del genoma a todos los lentivirus.
Una copia central de PPT es una caracteristica comin de todos los genomas de lentivirus y un supuesto elemento
de terminacion de CTS, que se revela mediante la presencia de tractos (A), y (T)n, también existe aproximadamente
a 100 nucledtidos cadena abajo (Charneau et al., 1994). Se ha caracterizado recientemente la triple hélice de ADN
central del lentivirus de ungulados VAIE (Stetor et al., 1999). Una discontinuidad de cadena central en el ADN de
virus VISNA, denominado como hueco, pero mas probablemente una muesca que resulta de un desplazamiento de
cadena central, se revel6 mediante una escision de nucleasa S1 (Harris et al., 1981). Dado que se ha descrito la
replicacién independiente de mitosis para la mayoria de los lentivirus (Gartner et al., 1986; Thromar, 1963), el papel
de la triple hélice de ADN en la importacion nuclear descrita en este documento para VIH-1 puede generalizarse a
todos los lentivirus.

Sin ser limitante, la invencién proporciona una hipdétesis mecanicista para el papel de la triple hélice de ADN central
en la importacién nuclear de VIH-1 de la siguiente manera: una estructura de ADN de tres cadenas que actllia como
un determinante cis de su importaciéon nuclear es un nuevo fenémeno biolégico sin equivalentes virales o celulares
conocidos. Cualquier hipétesis de un mecanismo molecular que describe el papel de la triple hélice de ADN central
en la importacion nuclear de VIH es, por lo tanto, especulativa. La triple hélice central podria actuar como un
determinante viral para la iniciacion de la captacion del filamento de ADN de VIH a través del poro nuclear. Esto
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podria conseguirse mediante la interaccién directa de la triple hélice de ADN con componentes del poro, 0 como
alternativa mediante la interaccion de la triple hélice con proteinas virales o celulares que actian como lanzadera
entre el citoplasma y el nacleo de la célula huésped y que podrian arrastrar al genoma del VIH al interior del nucleo.
La translocacion del genoma de VIH de 9,7 kb a través de un poro nuclear de diametro maximo de 26 nm debe
producirse en una orientacion especifica, después del reconocimiento de un extremo del filamento de ADN de VIH-1
para iniciar la captacion. Una situacion similar surge en la exportaciéon nuclear del ARN mensajero, en la que la
captacion del filamento de ARN a través del poro se guia mediante la estructura Cap en 5' (Hamm y Mattaj, 1990).

Aungue no se conoce bien la conformacién de los PIC de VIH-1, se ha establecido que los extremos del ADN lineal
se unen entre si, probablemente tras la dimerizaciéon de las proteinas integrasas unidas a las puntas de las LTR
(Miller et al., 1997). De manera interesante, las secuencias activas en cis cPPT y CTS se encuentran en una
posicion central en todos los genomas lentivirales. Una estructura logica para los PIC lentivirales es un filamento de
ADN doble, plegado simétricamente a cada lado de la triple hélice central mediante la dimerizacién de la integrasa
(figura 6B). La triple hélice constituiria entonces un apice de un PIC de VIH-1 filamentoso y el dimero de integrasa el
apice opuesto. En PIC mutantes de cPPT, la ausencia de una triple hélice de ADN conduciria a su falta de
reconocimiento por la maquinaria del poro nuclear de las proteinas lanzaderas. La identificacion de los ligandos
proteicos de la triple hélice de ADN central promete ser de vital importancia tanto para entender la importacion
nuclear de PIC de VIH-1 como para el desarrollo eventual de farmacos cuya diana sea esta etapa de replicacion del
VIH.

Otra hip6tesis mecanicista para explicar las propiedades de virus mutantes de triple hélice implicaria un defecto en la
maduracion de capsidas de VIH en PIC, antes de la translocacion de ADN viral al interior del nicleo. De acuerdo con
este modelo, el ADN viral defectuoso de triple hélice permaneceria atrapado como cépsidas virales integrales,
incapaces de translocarse. La transcripcion inversa retroviral no tiene lugar a altas diluciones de los componentes
virales en el citoplasma de células infectadas, sino que requiere el entorno estructural de un complejo de
transcripcion inversa en el que los componentes estan confinados en un conjunto de proteinas de capsida. El
tamafio de la capsida del VIH excede el diametro de exclusion maximo de un poro nuclear (Dworetzky et al., 1998;
Gelderblom, 1991). Por lo tanto, antes de que el ADN viral pueda entrar en el ndcleo, los complejos de transcripcién
inversa del VIH deben experimentar una maduracion a los PIC de tamafio compatible con la translocacién a través
de los poros nucleares (Karageorgos et al., 1993). La maduracién de capsidas virales antes de la translocacion
nuclear esta bien establecida en varios sistemas virales mas en los que el ciclo replicativo implica la translocacion
del genoma de ADN a través de la membrana nuclear de la célula huésped (Whittaker y Helenius, 1998). Mientras
gue la transcripcién inversa en las capsidas virales se ha demostrado fisicamente para VLM (Bowerman et al.,
1999), esto no ha sido aun posible para el VIH-1 debido posiblemente a la fragilidad de las capsidas de VIH-1
(Barroto-Esoda y Boone, 1991). El complejo de transcripcion inversa de VIH contiene varias copias de RT
polimerasa (aproximadamente de 30 a 50 por capsida) (Panet et al., 1975). Debido a la distribucién importante de
transcriptasa inversa de VIH-1, se necesita una alta estequiometria de enzima con respecto a una plantilla de ARN
viral para superar una serie de etapas limitantes de transcripcion inversa tales como transferencias de cadena o
pausas de polimerizacion durante la sintesis de cadenas positivas y negativas y formacion precisa de la triple hélice
central (Klarmann et al., 1993; Charneau et al., 1994). Esto sugiere fuertemente que la terminacion central, el Ultimo
suceso de la transcripcién inversa lentiviral, se produce dentro de una estructura de capsida integral. La terminacién
central, que marca el fin de la sintesis de ADN viral, podria ser una sefal requerida para una descapsidacion de
ADN viral y su posterior translocacién al interior del nucleo.

Estos dos supuestos mecanismos moleculares para la importacion nuclear mediada por la triple hélice de ADN de
VIH-1 no son mutuamente excluyentes. La formacién de una triple hélice de ADN central podria desencadenar la
maduracién de capsidas virales a PIC, haciendo de este modo accesible la triple hélice de ADN a las proteinas
lanzadera.

El hecho de que se requiera la integridad de la triple hélice de ADN central para la entrada del genoma de VIH-1 en
el nacleo de la célula huésped implica que todo el proceso de sintesis de ADN, incluyendo el Ultimo suceso de
desplazamiento de cadena, se completa antes de la translocacién del PIC de VIH a través del poro nuclear. La
distribucion subcelular de la transcripcion inversa lentiviral esta debatiéndose actualmente y si la replicacion del VIH
se produce en un compartimiento celular especifico todavia es una pregunta sin respuesta. Basandose en estudios
de fraccionamiento, se ha descrito que puede producirse la transcripcién inversa del VIH completamente dentro del
nacleo de la célula (Bukrinsky et al., 1993a). Sin embargo, las técnicas de fraccionamiento no distinguen entre una
localizacién intranuclear y una asociacién con la membrana nuclear. Por el contrario, otros autores han propuesto
que la asociacién del complejo de transcripcién inversa con el citoesqueleto es un prerrequisito para la sintesis de
ADN viral (Bukrinskaya et al., 1998). Estudios cinéticos de la sintesis de ADN de VIH-1 y su asociacion con la
fraccion nuclear indican que este Ultimo proceso es mucho mas rapido que el primero. La sintesis de ADN de VIH-1
en el transcurso de un Unico ciclo de transcripcién inversa solo alcanza una meseta de 24 a 48 horas después de la
infeccion, mientras que se fracciona mas del 95% del ADN de VIH-1 con los nucleos de células infectadas tan pronto
como de 4 a 6 horas tras la infeccidn (Barbosa et al., 1994). Por lo tanto, se favorece una tercera posibilidad de que
la transcripcion inversa lentiviral tenga lugar principalmente en las proximidades inmediatas de la membrana nuclear
y los NPC, dentro de la cépsida viral, aunque seran necesarios experimentos adicionales para confirmar esta
hipotesis.
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La mitosis celular no proporciona una ruta alternativa para la entrada del ADN viral defectuoso en triple hélice en el
interior del nicleo de la célula huésped. Los presentes ejemplos muestran que los virus mutantes de triple hélice
central estdn muy impedidos en su capacidad de replicacién no sélo en células diana que no se dividen, sino
también en células diana que se dividen. A la inversa, la inserciéon de una secuencia de triple hélice de ADN en un
vector basado en VIH-1 estimula la transduccién génica en células tanto que se dividen como que no se dividen.
Esto difiere del fenotipo publicado de virus mutantes MA/Vpr, en los que se ha descrito un defecto de replicacion
exclusivamente en células que no se dividen (Burkinsky et al., 1993b; Heinzinger et al., 1994; von Schwedler et al.,
1994). Por lo tanto, los mutantes del VIH MA/Vpr se comportarian como oncovirus dependientes de la mitosis. Una
posible explicacion para el diferente comportamiento de mutantes de triple hélice centrales es que estos virus
carecen de una etapa tardia del proceso de importacién nuclear, por consiguiente, las moléculas de ADN deficientes
en triple hélice se asocian con la membrana nuclear. Esta asociacion estrecha persiste durante la mitosis. El ADN
viral mutante puede quedar atrapado dentro de las vesiculas de la membrana nuclear mitética, en las que es incapaz
de alcanzar los cromosomas celulares, tal como se ha descrito en el caso de proteinas NLS-LacZ (Bonnerot et al.,
1987). Sin embargo, se sabe que las mutaciones en las NLS celulares, que inhiben interacciones con carioferinas
inducen la acumulacién citoplasmatica de la proteina mutada (Kalderon et al., 1984; Lanford y Butel, 1984). Por lo
tanto, las mutaciones en las secuencias NLS que contribuyen a las propiedades cariofilicas de los PIC del VIH-1
deben inducir la retencion citoplasmica del ADN viral, tal como se ha sugerido anteriormente (Gulizia et al., 1994).
Por lo tanto, es posible que los PIC de los virus mutantes MA/Vpr alcancen los cromosomas celulares después de la
ruptura de la membrana nuclear durante la mitosis. No obstante, no existe aun ninguna prueba experimental directa
para una ruta de importacion nuclear dependiente de mitosis de un genoma de ADN lentiviral. Tal como el fenotipo
publicado de los virus mutantes MA/Vpr debe observarse con cierta precaucion, la misma precaucion debe aplicarse
a la hipotesis inicial de que una deficiencia de importaciéon nuclear en lentivirus debe conducir a un defecto de
replicacién exclusivamente en células que no se dividen. Si los lentivirus pueden adoptar una estrategia de
importacién nuclear dependiente de mitosis, o si la importacién nuclear activa de genomas de lentivirus se produce
en células tanto que se dividen como que no se dividen, continlia siendo una pregunta sin respuesta.

La presente solicitud describe disefios para vectores lentivirales. Dado que la infeccién de células diana que no se
dividen por lentivirus depende de su uso de una ruta de importacion nuclear activa, es importante mantener los
determinantes de importacion nuclear lentivirales en construcciones vectoriales derivadas. Las construcciones
vectoriales retrovirales convencionales son vectores de sustitucién en los que todas las secuencias codificantes
virales entre las LTR se eliminan y se sustituyen por las secuencias de interés. En el caso de vectores lentivirales,
esta estrategia convencional conduce a la delecién de las secuencias activas en cis centrales cPPT y CTS. El papel
importante de la triple hélice en la importacion nuclear del VIH implica que dichas construcciones del vector de
sustitucion de este tipo no son Optimas. Por lo tanto, la insercion de la triple hélice de ADN del VIH en el vector de
sustitucion HR GFP (Naldini et al., 1996) potenciaba su eficacia de transduccion génica complementando un defecto
de importacién nuclear del genoma del vector HR a una tasa de importacion de ADN proxima a la del VIH-1 de tipo
silvestre.

Debe observarse que, aunque los vectores de VIH que carecen de una triple hélice de ADN fueron capaces todavia
de la transduccion génica (figuras 2C, 2D), la replicacion residual de los virus mutados en cPPT esta ausente o es
extremadamente baja (figuras 6A, 6B). Una posible explicacién es que la importacién nuclear independiente de la
triple hélice podria producirse en el caso de un genoma vectorial pequefio (aproximadamente 4 kb para HR-GFP),
pero la presencia de una triple hélice de ADN seria necesaria para la importacion del genoma de VIH-1 nativo de 9,7
kb. De hecho, se ha descrito la importacion nuclear activa, si bien relativamente ineficaz, de moléculas de ADN de
hasta 3 6 4 kb (Hagstrom et al., 1997).

Las secuencias activas en cis responsables de la formacion de la triple hélice de ADN se encuentran en el centro de
todos los genomas lentivirales. Esta posicion central podria haber evolucionado debido a sus implicaciones
estructurales para la conformaciéon de los PIC, en tanto que un plegamiento simétrico de las ramas izquierda y
derecha de una molécula de ADN lineal alrededor de la triple hélice podria ser necesario para su captacion eficaz a
través de los NPC (figura 7B). Si esto es cierto para el virus, entonces una posicion central de la triple hélice de ADN
también podria ser necesaria para la importacién nuclear eficaz de genomas vectoriales.

Ejemplos
Ejemplo 1: Procedimientos experimentales.
Células

Las células MT4 son células T CD4+ humanas transformadas con VLTH-1 que permiten la infecciéon del VIH-1
citopatica aguda (Harada et al., 1985). Las células H9 son menos permisivas al VIH pero permiten la produccién
cronica después de la infeccion. Las células MT4 y H9 se mantuvieron en un medio RPMI 1640 suplementado con
un 10% de suero fetal de ternero (FCS). Se obtuvieron linfocitos de sangre periférica (PBL) de donantes sanos,
estimulados con 1 pg/ml de fitohemaglutinina (Wellcome), y se mantuvieron en presencia de interleuquina-2
(lymphocult al 10%,; Biotest Diagnostics). Se cultivaron células 293T en un medio DMEM suplementado con un 10%
de FCS. Las células indicadoras P4 son células HeLa CD4+ que pueden infectarse por el VIH que llevan el gen LacZ
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bajo el control de la LTR de VIH-1 (Charneau et al., 1994). Se cultivan células P4 en un medio DMEM suplementado
con un 10% de FCS y 500 pg/ml de G418.

Recogida y fraccionamiento de células

Se recogieron muestras de sangre de cordén umbilical con el consentimiento informado de las madres. Se
purificaron las células CD34+ tal como se ha descrito anteriormente (Robin, C. et al., 1999) usando un sistema de
separacion de perlas inmunomagnéticas miniMACS (Milteny Biotec). La pureza de las células CD34+ separadas por
perlas era superior al 75%. Se purificaron adicionalmente fracciones CD34+CD38lo/- mediante clasificacion celular
con un FACS VantageTM equipado con un laser de iones de argon (Becton Dickinson), usando anticuerpos
monoclonales murinos (MoAbs) dirigidos contra CD34-PE-Cy5 (Immunotech) y CD38-PE (Becton Dickinson). Las
células CD34+ se congelaron en suero fetal de ternero (FCS, célula madre) que contenia DMSO al 10% (Sigma) o
se utilizaron inmediatamente.

Construcciones de ADN

Plasmidos provirales:

Se realiz6 mutagénesis dirigida tal como se ha descrito anteriormente (Kunkel, 1985) en M13mp18 que portaba un
inserto de 1,1 kb de EcoRI (de 4684 a 5779) del clon molecular infeccioso pLAI3. Los cebadores mutagénicos eran
los siguientes:

CPPT-AG 5' pCAATTTTAAAAGAAGAGGGGGGAATT 3' (SEC ID N° 1)

CPPT-D: 5 pATTCATCCACAACT-TCAAGCGCCGCGGTGGTATTGGGGGGTAC 3' (SEC ID N° 2). pcPPT-AG,
pcPPT-D, pcPPT-25y pCTS se construyeron volviendo a clonar el fragmento de EcoRI mutado en pLAI3.

Plasmidos vectoriales:

Se obtuvieron plasmidos vectoriales de HR'CMV-LacZ (Naldini et al., 1996). Se sustituy6 el gen informador LacZ por
el gen EGFP (Clontech). Se amplific6 el gen EGFP mediante PCR utilizando Pfu polimerasa (Stratagene) del
plasmido pEGFP-N1, afiadiendo sitios de restriccion de BamHI y Xhol en los extremos 5'y 3' respectivamente. Los
cebadores de PCR eran los siguientes:

Bam GFP: 5' CC GGATCC CCA CCG GTC GCC ACC 3' (SEC ID N° 3)

Xho GFP: 5' CC CTCGAG CTA GAG TCG CGG CCG 3' (SEC ID N° 4)

Se construyé el vector HR GFP volviendo a clonar este fragmento de PCR en los sitios BamHI y Xhol de
pHR'CMVLacZ, sustituyendo el ORF de lacZ por EGFP.

Trip AU3 CMV GFP y TRIP AU3 PL CMV GFP:

En primer lugar, se construyd un subclén que contenia una Unica LTR y se denomindé pUC LTR. El fragmento
Kpnl/Xbal de TRIP GFP que abarca su LTR en 3' se cloné en pUC18. Después, se destruyd el sitio de EcoRl
rellenando, creando el vector pUC LTR RI-. Se llevé a cabo una PCR divergente en pUC LTR RI- con el objetivo de
amplificar todo el plasmido excepto el promotor y el potenciador de la secuencia U3. Los cebadores eran:

DU3-: 5' CGGAATTCGGATCCGCGGCCGCATC-GATCTTGTCTTCGTTGGGAGTG 3' (SEC ID N° 5)

DU3+: 5' CGGAATTCAGCCGTCTCGAGAGATGCTGCATATAAGCAGC 3' (SEC ID N° 6).

Los cebadores contienen los sitios de restriccién que deben insertarse en lugar de la secuencia del U3 que incluye el
sitio EcoRI presente en cada cebador. El producto de PCR se digiri6 con EcoRI y después se us6 para transformar
bacterias competentes. El plasmido construido de este modo se nombré pLTR AU3 RI-.

El polienlazador insertado en lugar de la secuencia U3 en pLTR AU3 RI- es:

Clal-Notl-BamHI-EcoRI-Mlul-Xhol.

Se construy6 el plasmido TRIPAU3 PL GFP sustituyendo el fragmento Kpnl/Nhel de TRIP GFP que contenia la LTR
en 3' con el fragmento Kpnl/Xbal de pLTR AU3 RI- (los productos de restriccion de Nhel y Xbal son compatibles). A
continuacién se deleciono el polienlazador (PL) de pLTR AU3 RI- mediante digestién con Clal/Xhol y rellenado.

Se construyo el plasmido TRIP AU3 GFP intercambiando el fragmento Kpnl/Nhel de TRIP GFP con el fragmento
Kpnl/Xbal de pLTR U3 APL RI-.
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Se amplificé un fragmento de 178 pb de pLAI3 (de 4793 a 4971), que abarca cPPT y CTS, mediante PCR. Se
afnadieron los sitios de restriccion de Narl en 5' de los cebadores con el objetivo de insertar este fragmento en el
Unico sitio de Clal de HR GFP:

Nar TRIP+: 5' GTG GTC GGCGCC GAATTC ACAAAT GGC AGT ATT CAT CC 3' (SECID N° 7)
Nar TRIP-: 5' GTC GTC GGCGCC CCA AAG TGGATC TCT GCT GTC C 3' (SEC ID N° 8)

La insercion de esta secuencia de triple hélice en la orientacidn correcta dio origen al vector del plasmido TRIP GFP,
y TRIPinv GFP en la orientacion inversa. Como alternativa, se amplificé el mismo fragmento de triple hélice de los
plasmidos pcPPT-AG, pcPPTD, pcPPT-225 y pCTS para generar vectores que incluian las mismas mutaciones en la
cPPT o en la CTS como los virus correspondientes.

TRIP EFla GFP y TRIP AU3 EFla GFP:

Se sustituy6 el promotor CMV de TRIP GFP por el promotor EF1a. En primer lugar se amplificaron la secuencia de
triple hélice y el promotor EF1a por separado, con cebadores solapantes. Se amplifico la secuencia de triple hélice
con los cebadores Nar TRIP+ y Mlu TRIP- en la matriz pLai y se amplificé el promotor EF1a en la matriz pEFpgkneo
con los cebadores Mlu EF1+ y Barn EF1-.

Nar TRIP+: 5' GTC GTC GGCGCC GAATTC ACAAAT GGC AGT ATT CAT CC 3' (SEC ID N° 9)
MIUTRIP-: 5' AGC CTC ACG ACGCGT AT CAG CCAAAG TGG ATC TCT GCT G 3' (SEC ID N° 10)
Mlu EF1+: 5' CTG AT ACGCGT CGT GAG GCTCCG GTG 3' (SEC ID N° 11)

Barn EF1-: 5' CG GGATCC TGT GTT CTG GCGGCA AAC3' (SEC ID N° 12)

A continuacion, se realiz6 una segunda ronda de PCR en una mezcla de los dos primeros productos de PCR,
usando los cebadores externos Nar TRIP+ y Bam EF1-. La secuencia de triple hélice y el promotor EFla se
adhirieron conjuntamente mediante esta técnica.

Se construy6 el plasmido TRIP EFla GFP sustituyendo el fragmento EcoRI/BamHI de TRIP GFP que contenia la
secuencia de triple hélice y el promotor CMV por el producto de PCR TRIP EFla digerido con EcoRI/BamHI (el
cebador Nar TRIP+ posee un sitio ECORI en su extremo 5').

Para construir el plasmido TRIP AU3 EFla GFP, se insert6 el fragmento EcoRI/BamHI de TRIP EFla GFP que
contenia la secuencia de triple hélice y el promotor EFla en TRIP AU3 GFP en lugar del fragmento EcoRI/BamHI
que contenia la secuencia de triple hélice y el promotor CMV.

Produccién de virus y vectores

Para las investigaciones descritas en las figuras 1-6, se produjeron los virus mediante una transfecciéon transitoria de
células HeLa mediante la técnica de co-precipitacion con fosfato de calcio. Se produjeron particulas de vector
mediante co-transfeccion transitoria de 293T mediante el plasmido vectorial, un plasmido de encapsidacion (p8.2) y
un plasmido de expresion de la envuelta del VEV (pHCMV-G, (Yee et al.,, 1994)), tal como se ha descrito
anteriormente (Naldini et al., 1996). Todos los sobrenadantes de virus y de vectores se trataron con ADNasal (1
pg/ml en presencia de MgCl, 1 uM) durante 15 minutos a 37°C.

Produccioén de particula vectorial lentiviral

Para las investigaciones descritas en las figuras 7-9, se produjeron los virus mediante co-transfeccion transitoria de
293T mediante el plasmido vectorial, un plasmido de encapsidacion (p8.2) y un plasmido de expresion de la envuelta
de VEV (pHCMV-G, (Yee et al., 1994)), tal como se ha descrito anteriormente (Naldini et al., 1996). Todos los
sobrenadantes de virus y vectores se trataron con ADNasal (1 pg/ml en presencia de MgCl, 1 [uM) durante 15
minutos a 37°C.

Valoraciones de virus y vectores

Para las investigaciones descritas en las figuras 1-6, se realizé una valoracién de un ciclo de virus por triplicado
mediante la infeccion de células P4 sembradas en placas de 96 pocillos, con cantidades equivalentes de particulas
(1 ng de antigeno viral p24 por pocillo), en presencia de DEAE-dextrano 20 uM. Se afiadi6 el inhibidor de proteasa
Saquinavir (Roche) (1 uM) durante todo el experimento, para limitar el andlisis a un unico ciclo de infeccién. Se
inhibié la mitosis celular mediante tratamiento con aficolina (8 uM), el dia antes de la infeccion. Se midio la actividad
de la B-galactosidasa 48 horas después de la infeccion usando un ensayo con gen informador B-Gal
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quimioluminiscente (Boehringer).

Se infectaron células Hela por triplicado con cantidades equivalentes de particulas vectoriales (5 ng de P24 por
pocillo). Se cambié el medio 48 horas después de la transduccién por 200 pl de TNB (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150
mM) y se cuantificé la fluorescencia de células vivas utilizando un fluorimetro de microplacas (Victorz, Wallac) y
filtros adaptados EGCP (excitacion: 485 nm, emision 520 nm).

Protocolo de transduccion

Para las investigaciones descritas en las figuras 7-9, se recubrieron placas de cultivo tisular de 24 6 96 pocillos con
fibronectina (Bio-Whittaker Europe) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se sembraron en placa
poblaciones de CD34+ humanas, inmediatamente después de la purificacion o descongelacién, a de 2 a 3 x 10°
células/ml en un medio libre de suero (IMDM que contenia a-tioglicerol 11,5 uM, BSA al 1,5% (ambos de Sigma),
lipidos sonicados y transferrina humana saturada con hierro) o a-MEM que contenia FCS al 10% en presencia de 4
pug/ml de polibreno (Sigma) y 4 citoquinas humanas (hu) recombinantes (r): Factor celular de células madre rhu
(SCF, 100 ng/ml, proporcionado por Amgen), ligando FIt3 (FL, 100 ng/ml, Diaclone), IL-3 (60 ng/ml, Sandoz), y factor
de diferenciacion y crecimiento de megacariocitos rhu pegilados (PEG) (MGDF) (10 ng/ml, Amgen), y virus lentiviral
concentrado a la concentracion de 100 ng de P24 viral/ml durante 24 horas. A continuacion, se lavaron y cultivaron
las células en condiciones linfomieloides (en placas de cultivo tisular recubiertas previamente con células MS5 en
RPMI suplementado con suero humano al 10%, FCS al 5% y las siguientes 7 citoquinas: rhu-SCF (50 ng/ml), rhu-FL
(50 ng/ml), PEG-rhu-MGDF (50 ng/ml), rhu-IL-3 (10 ng/ml), rhu-IL-2 (5 ng/ml), rhu-IL-15 (10 ng/ml), y rhu-IL-7 (20
ng/ml) (siendo las tres IL de Diaclone) durante 48 horas. A continuacion, se evalud la expresién de eGFP en la
fraccion de células CD34+ usando un MoAb CD34-PE-Cy5 (Immunotech). Se realiz6 el analisis en un aparato FACS
Scan usando el software Cellquest (Becton Dickinson).

Ensayos de cultivo a largo plazo (LTC) y clonogénico

Se sometieron a ensayo progenitores clonogénicos de células CB recientes humanas en metilcelulosa al 0,8% que
contenia FCS al 30%, BSA desionizado al 1%, y 2-mercaptoetanol 10-4M, en presencia de 50 ng/ml de rhu-SCF, 10
ng/ml de rhu-GCSF (Amgen), 2 ng/ml de rhu-IL3, y 2 U/ml de rhu-EPO (Amersham). Se sembraron en placas células
de médula 6sea (BM) de ratones NOD-SCID injertados en presencia de rhu-SCF, -IL-3, -EPO, y -GM-CSF (10 ng/ml)
tal como se ha descrito (Pflumio, F. et al., 1996). Se valoraron los progenitores en el dia 14-16 segun los criterios ya
descritos anteriormente (Croisille L. et al.,, 1994) y se observé la expresién de EGFP mediante microscopia
fluorescente usando un microscopio Nikon Eclipse TE300. Se realizé cultivo a largo plazo (LTC) tal como se ha
descrito anteriormente (Issaad C. et al., 1993) tanto en dilucion limitante en placas de 96 pocillos usando el FACS
Vantage equipado con un ACDU (BD) como en un cultivo en masa en placas de 24 pocillos que contenian una capa
confluente de la linea celular MS5 del estroma murina. Después de 5 a 10 semanas, se recogieron las células
adherentes y no adherentes y se sembraron en placas para el ensayo clonogénico. Tanto para los ensayos
clonogénicos como LTC-IC, se escogieron las colonias individualmente y se congelaron antes del analisis de PCR.

Andlisis por PCR

Se realiz6 el analisis por PCR en ADN gendmico obtenido de colonias derivadas de progenitores clonogénicos o de
clones desarrollados en cultivos linfomieloides. Se lisaron las células y se digirieron las proteinas en 20 ul de tampén
que contenia proteinasa K (10 pg/ml), KCI (50 mM), Tris-HCI (10 mM, pH 8,3), MgCl; (2,5 mM), gelatina (0,1 mg/ml),
NP40 (0,45%), y Tween 20 (0,45%). Se llevé a cabo la amplificacion de ADN genémico con el cebador sentido

5' CCCTCGAGCTAGAGTCGCGGCCG 3' (SEC ID N° 13) y el cebador antisentido

5' CCGGATCCCCACCGGTCGCCACC 3' (SEC ID N° 14) a la temperatura de hibridacion de 62°C. La amplificacion
dio como resultado un producto de 800 pb.

Andlisis de ADN vectorial y viral

Se infectaron células P4 o MT4 a una alta multiplicidad de virus (150 ng de p24 por 10° células) o se transdujeron
mediante vectores (25 ng de p24 por 10° células), en presencia de 20 pg/ml de DEAE-dextrano en el caso de células
P4. Se extrajo el ADN de células infectadas o transducidas en diferentes momentos, se restringié y se analizd
mediante transferencia de Southern. En todos los casos, se elimind el ADN plasmidico bacteriano contaminante del
andlisis mediante digestion mediante Dpnl. Se digirié el ADN de células infectadas mediante Mscl y Xhol y el ADN
de células transducidas mediante EcoNI, Avall y Xhol. Después de la electroforesis y la transferencia de 10 ug de
ADN digerido, se hibridaron las membranas con sondas de ADN marcadas con [32P] cebadas aleatoriamente
(Rediprime II, Amersham). Se amplific la sonda de ADN especifica de virus mediante PCR a partir de una plantilla
de plasmido pLAI3 usando los siguientes cebadores:

5Msc: 5' AGA AGA AAT GAT GAC AGC ATG 3' (SEC ID N° 15)
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3Msc: 5' TGC CAG TTC TAG CTC TG 3' (SEC ID N° 16).

El fragmento de ADN de 1680 pb resultante (desde la posicién 1818 hasta 3498 de pLAI3) se solapa con el sitio de
restriccion de Mscl en la posicién 2655 de los genomas virales.

Se sintetizé la sonda vectorial mediante PCR en pTRIP GFP con los cebadores:
5EcoNI: 5' CAG GGA CTT GAA AGC GAA AG 3' (SEC ID N° 17)
3EcoNI: 5 GCT TGT GTAATT GTT AAT TTC TCT GTC 3' (SEC ID N° 18)

La sonda vectorial es un fragmento de 1027 pb (desde la posicion 649 hasta la 1676 de pTRIP GFP) y se solapa con
el sitio de EcoNI en la posicién 1156 de los genomas vectoriales.

Para ensayar la cantidad de ADN retrotranscrito a partir del tipo silvestre y virus PPT-AG y cPPT-D, se sigui6é un
protocolo similar excepto que el ADN extraido a las 12 horas después de la infeccién se restringid mediante Mscl y
Dpnl. La sonda usada para la hibridacion era el fragmento interno Mscl de 1,9 kb de pLAI3. Se cuantificaron las
sefiales de hibridacion usando un sistema phosphorimager (Molecular Dinamics) y el software ImageQuant.

Hibridacién in situ

Se infectaron células P4 a alta multiplicidad (2 pg de antigeno p24 de cada virus por 10° células), en presencia de 20
pg/ml de DEAE-dextrano. A las 24 horas después de la infeccién, se tripsinizaron las células, se lavaron
exhaustivamente (para eliminar particulas virales adsorbidas en la membrana plasmatica), y se volvieron a sembrar
en placas sobre portaobjetos de vidrio en placas de 24 pocillos. Las células se cultivaron durante 48 horas mas y se
fijaron en PFA al 4%/PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las células en PBS y se
permeabilizaron con Triton al 0,5%/Saponina al 0,5% en PBS, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se
trataron las muestras deshidratadas con ARNasa A (200 pg/ml en 2X SSC), una hora a 37°C y mediante proteinasa
K (6 pg/ml en PBS), aproximadamente 5 minutos. Se desnaturalizaron las muestras mediante incubacién en
formamida desionizada al 70%/2X SSC durante 2 minutos a 70°C seguido de formamida desionizada al 30%/2X
SSC durante 2 minutos a 70°C. Se realizaron las hibridaciones durante una noche a 37°C usando un plasmido pLAI3
biotinilado con traduccién a partir de muescas (formamida desionizada al 50%, sulfato de dextrano al 10%, 10 pg/ml
de ADN de esperma de salmon, Tween 20 al 0,1% en 2X SSC). Se lavaron exhaustivamente las muestras (lavados
sucesivos en 2X SSC/formamida al 50% a temperatura ambiente y después a 50°C). Se llevo a cabo la deteccion de
las sondas hibridadas usando el kit Tyramid-Streptavidin TSA-Direct kit (NEN) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante

Ejemplo 2: La iniciacion central de la transcripcién inversa es una etapa esencial del ciclo de replicacién del VIH-1

En trabajos anteriores, se demostré que las mutaciones conservativas en las secuencias cPPT y CTS alteraban
gravemente la replicacién de virus (Charneau et al., 1992; Hungnes et al., 1992). Un virus mutante de iniciacién
central (cPPT-225) y un virus mutante de terminaciéon (CTS) mostraron una infectividad reducida cuatro y diez veces
respectivamente en una ronda de experimentos de valoracién. Para inactivar la funcion de la cPPT, se introdujeron
mutaciones semiconservativas en la region codificante solapante de la integrasa. En el virus mutante cPPT-D, el
cambio de lisina por arginina en la posicién 188 permitid la introduccién de un total de 10 mutaciones en la
secuencia de 19 nucleétidos del cebador de PPT (figura 1A) (Huber y Richardson, 1990). El efecto de este cambio
de aminoacidos en la replicacion de virus se comprobd mediante la construcciéon del virus mutante cPPT-AG de
control, en el que una Unica mutacién de purina por purina, respetando la naturaleza de polipurina de la cPPT,
inducia el mismo cambio de aminoacidos. La presencia de una triple hélice de ADN en ADN de virus cPPT-AG y de
tipo silvestre retrotranscritos, y su ausencia del ADN de virus cPPT-D, se confirm6é mediante escisién por S 1
nucleasa de ADN de Hirt a partir de células infectadas tal como se ha descrito anteriormente (Harris et al., 1981;
Charneau y Clavel, 1991).

Se evalué en primer lugar la infectividad de virus en experimentos de replicacién cinética convencionales en cultivos
celulares. Se infectaron los linfocitos de la sangre periférica (PBL) estimulados con PHA y células MT4 con
cantidades iguales de particulas virales, normalizadas de acuerdo con el contenido de proteina de la capsida (p24)
de los sobrenadantes virales, y se realizé un seguimiento a lo largo del tiempo de la actividad de la transcriptasa
inversa en sobrenadantes de cultivos (figura 1B). Las curvas de crecimiento de virus VIH-1 LAI de tipo silvestre y
cPPT-AG de control eran similares en ambos sistemas celulares. El hecho de que la mutacion de K188R se produce
de manera natural en algunos aislados de VIH-1, ya habia sugerido que tiene poco o ningln efecto sobre las
funciones de la integrasa y PPT. Por el contrario, cuando se infectaron PBL con el virus mutante cPPT-D, no se
detectaba ninguna replicacion durante los 15 dias del cultivo. Lo mismo ocurria para células MT4, a pesar de su alta
susceptibilidad a la infeccion por el VIH. El virus mutante cPPT-D tampoco fue infeccioso en lineas celulares
inmortalizadas tales como H9 o CEM (no se muestran los datos).
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Se analizd cuantitativamente la infectividad de virus mediante valoraciones basadas en una Unica ronda de
replicacién (figura 1C). Se infectaron las células indicadoras P4 (HeLa CD4 LTR-LacZ) (Charneau et al., 1994) con
cantidades equivalentes de particulas virales de diferentes virus. Estas valoraciones de un ciclo confirmaron la
pérdida casi total de infectividad del virus mutante cPPT-D. En células P4, la infectividad del control de cPPT-AG era
idéntica a la del virus de tipo silvestre, mientras que la infectividad del mutante cPPT-D se reducia fuertemente, a
niveles proximos al trasfondo. Se obtuvieron los mismos resultados en células P4 que no se dividen tratadas con
afidicolina (figura 1C, panel derecho).

Estos descubrimientos sugieren fuertemente que la iniciacion central de la transcripcion inversa es necesaria para la
replicacién de VIH en células que no se dividen asi como en células que proliferan.

Ejemplo 3: La produccidon de virus no resulta afectada por mutaciones en cPPT

Se comprobd que las diferentes mutaciones introducidas en los provirus de plasmidos cPPT-D y cPPT-AG no
afectaban a las etapas finales del ciclo de replicacion. Se cuantificé la produccién de virus, de acuerdo con el
contendido de P24 de los sobrenadantes, después de transfecciones transitorias de células HeLa mediante
plasmidos provirales. Se descubrié que la produccién de virus mutantes de cPPT no era significativamente diferente
de la del virus de tipo silvestre (figura 2A). Por lo tanto, la mutacion K188R no afecta a la fase tardia de la replicaciéon
del VIH-1. Por lo tanto, la etapa defectuosa implicada en el fenotipo del virus mutante cPPT-D debe preceder a la
expresion de ADN viral y pertenecer a la fase temprana del ciclo de replicacién del VIH.

Ejemplo 4: Las mutaciones en el cPPT no afectan a la tasa de transcripcion inversa del genoma de VIH-1

El efecto de las mutaciones en c-PPT sobre la sintesis de ADN viral se evalu6 cuantificando el ADN sintetizado en
una Unica ronda de retrotranscripcion (figura 2B). Se detecté un fragmento de restriccién de Mscl interno del ADN
viral de células infectadas mediante transferencia de Southern y se cuantifico, usando el correspondiente fragmento
de ADN de Mscl como sonda. Dado que el fragmento de Mscl interno es comin al ADN proviral integrado y las
moléculas lineales y circulares no integradas, su cuantificacion refleja la cantidad total de ADN viral,
independientemente de su estado integrado o no integrado. Para limitar el analisis al primer ciclo de transcripcion
inversa, se recogio el ADN de células P4 infectadas 12 horas después de la infeccién, antes de la iniciaciéon de una
segunda ronda de infeccion. La cantidad total de ADN retrotranscrito en un Unico ciclo de transcripcion inversa era la
misma después de la infeccion con el mutante cPPT-D, control de cPPT-AG o virus de tipo silvestre. Estos
experimentos mostraron que, aunque las mutaciones en cPPT suprimen la replicacién del virus, no afectan a la tasa
de sintesis de ADN. El defecto de replicacién de virus mutantes cPPT implica una etapa posterior a la sintesis de
ADN viral.

Ejemplo 5: La carencia de una triple hélice de ADN central no afecta a la integracion in vitro de los PIC de VIH-1

Se comparo la capacidad de integracion in vitro de los PIC del VIH-1 de tipo silvestre y los mutantes de iniciacién
centrales (figura 2C) usando un ensayo de integracion in vitro cuantitativo tal como se describié por Farnet (Famet y
Haseltine, 1990), con modificaciones secundarias. Dado que los complejos de replicacién del VIH-1 residen solo
transitoriamente en el citoplasma de células recién infectadas (Barbosa et al., 1994), la preparaciéon de cantidades
suficientes de PIC de VIH requiere infeccién masiva y fraccionamiento celular en un plazo de 4 a 6 horas. Esto se
logré6 mediante el co-cultivo de células H9 infectadas de forma crénica por el virus de tipo silvestre o cPPT-225 y
células diana HUT78 no infectadas. Se selecciond el virus mutante cPPT-0225 (figura 1A) para estos experimentos
en lugar del cPPT-D no infeccioso, que es incapaz de establecer una infeccién crénica. La infectividad residual del
virus mutante cPPT-225 es baja, pero suficiente para permitir que se propague lentamente en cultivos celulares
(Charneau et al., 1992).

Se aislaron PIC de VIH del citoplasma de células infectadas y se incubaron en presencia de ADN diana plasmido
Bluescript linealizado. Se reveld la integracion mediante la presencia de un fragmento de 12,7 kb, reactivo frente a la
sonda de VIH-1, correspondiente al tamafio esperado del genoma de VIH lineal de 9,7 kb integrado en el ADN diana
de 3 kb.

La cantidad de ADN lineal integrado en el ADN plasmidico no se diferenciaba entre el virus de tipo silvestre y el
mutante cPPT 225 (figura 2C). Por tanto, los PIC de VIH-1 del mutante cPPT conservaban su capacidad completa
para integrarse in vitro. La etapa de replicacion defectuosa de los virus mutantes de la triple hélice de ADN central
debe encontrarse, después de la transcripcion inversa pero antes de la integracion de su genoma de VIH en la
cromatina de la célula huésped.

Ejemplo 6: Importacion nuclear alterada de virus mutantes de triple hélice de ADN central
Los experimentos anteriores sugerian que el defecto de replicacién de los virus mutantes de triple hélice de ADN
central estaba relacionado con el acceso de los PIC de VIH a la cromatina de la diana celular. Por lo tanto, se

ensay0 la hipétesis de un defecto de importacion nuclear de ADN de virus mutantes cPPT. Los estudios sobre la
importacién nuclear de PIC de VIH-1 estaban obstaculizados por una carencia de un ensayo reproducible y
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cuantitativo para la importacion nuclear a nivel del ADN viral. Una vez que se retrotranscribié en el citoplasma, el
ADN lineal retroviral se importa dentro del nicleo donde se integra o se circulariza. Los circulos de ADN retroviral no
integrados, que contienen una o dos LTR, se encuentran exclusivamente dentro del nudcleo y, por lo tanto,
representan marcadores convenientes de la importacién nuclear de ADN viral. Para evaluar la importacion nuclear
de ADN de VIH, los estudios anteriores usaban amplificacion por PCR de dos circulos de ADN de LTR no
integrados. Sin embargo, tal como se ha descrito en el presente documento y por Barbosa et al., (1994), debido a
que circulos de dos LTR representan una fraccion minima del ADN de VIH en células infectadas, su deteccién es
muy sensible a alteraciones menores de la fisiologia celular o de la infectividad del virus. Por lo tanto, se disefié un
ensayo novedoso que permite un seguimiento cuantitativo de la sintesis, circularizacion e integracion de ADN de VIH
mediante transferencia de Southern.

En resumen, se prepara el ADN de células infectadas en diversos momentos y se digiere con Mscl, una enzima de
restriccion que corta el genoma de VIH-1 dos veces. Usando una sonda de ADN generada por PCR que se solapa
exactamente con el sitio de Mscl en 5', se revelan varias bandas especificas (figura 3A). El fragmento de Mscl
interno de 1,9 kb es comun a todas las especies de ADN virales independientemente de su estado integrado o no
integrado y la cuantificacién de esta banda indica la cantidad total de ADN viral en células infectadas. Una banda de
2,6 kb corresponde al fragmento de Mscl en 5' distal de ADN de VIH lineal no integrado. Para minimizar el sesgo de
transferencia debido al gran tamafio de los fragmentos especificos de circulos de ADN, el ADN se corta
adicionalmente con Xhol. ADN circular de una o dos LTR aparece a continuaciéon en bandas de 2,8 y 3,4 kb
respectivamente. Dado que la sonda de ADN se solapa exactamente con el sitio en 5' de Mscl, la intensidad de cada
banda es directamente proporcional a la cantidad de especies de ADN viral correspondientes. Se calcula la cantidad
de ADN proviral integrado sustrayendo de la cantidad total de ADN viral las sefiales de ADN virales circulares y
lineales no integrados. Se llevé a cabo una cuantificacion paralela de la misma poblacion de células infectadas
después de un fraccionamiento de Hirt para separar ADN viral no integrado de bajo peso molecular de ADN proviral
integrado de alto peso molecular. Esto origind idénticos resultados, validando de este modo el calculo mediante
etapa de sustraccion.

Tal como se ha indicado mediante la cinética de acumulacion de ADN viral total (fragmento interno de 1,9 kb), la
sintesis de ADN viral continuaba durante de 24 a 48 horas después de la infeccion, reflejando un proceso de
infeccion asincrono. Las cantidades de ADN viral total de virus mutantes cPPT-AG y cPPT-D eran similares a
aquellas del VIH-1 de tipo silvestre. Como anteriormente, las mutaciones en cPPT no influyeron sobre la tasa de
sintesis de ADN. Cantidades detectables de ADN lineal no integrado de longitud completa estaban presentes en
células tan s6lo 6 horas después de la infeccion (figura 3B). Los circulos de ADN y provirus integrados se detectaron
por primera vez 12 horas después de la infeccién. La integracion y circularizaciéon continu6é hasta su terminacion
durante 36 horas mas.

Una vez completado un ciclo de infeccidon, en el caso del virus de tipo silvestre, se habia integrado aproximadamente
el 55% de ADN viral en el ADN de la célula huésped, aproximadamente el 35% se habia circularizado en un circulo
de LTR, y una pequefia fraccion de menos del 10% permanecié en la forma de ADN lineal no integrado estable
(figura 3c). Notablemente, estuvo presente ADN circular de dos LTR sélo en cantidades residuales, aunque
detectable 48 horas después la infeccion. Se traté el ADN del virus de control cPPT-AG de una manera muy similar
al ADN del virus de tipo silvestre.

En el caso del virus mutante cPPT-D, una alteraciéon marcada en el patron de ADN viral intracelular era evidente, con
una acumulacion clara y repetida de moléculas lineales no integradas. 48 horas después de la infeccién, solo se
habian generado cantidades muy pequefias de ADN circular de una LTR y de ADN proviral integrado y mas de un
90% del ADN mutante de cPPT-D permanecio6 blogueado en forma lineal no integrada (figura 3C).

Se espera que un defecto de importacién nuclear disminuya la proporcién de especies de ADN virales nucleares
(provirus integrados y circulos de una o dos LTR) y que aumente de forma concomitante la proporcion de moléculas
de ADN lineales que no se translocan. Por lo tanto, el perfil de ADN intracelular de virus mutante cPPT-D sugiere
fuertemente un defecto de importacion nuclear de ADN viral.

Ejemplo 7: EI ADN lineal de virus mutantes de triple hélice de ADN central se acumula en las proximidades de
membrana nuclear

Para caracterizar adicionalmente el defecto de importacién nuclear de virus mutantes de triple hélice de ADN central,
se abordaron las cuestiones de si las moléculas de ADN lineal mutado se acumulaban en un compartimiento
subcelular particular. El proceso de importacion nuclear puede dividirse en dos fases principales, el acoplamiento del
componente nuclear a la membrana nuclear y su translocacion a través del complejo de poro nuclear (NPC). Se
realizé en primer lugar el fraccionamiento convencional de nuicleos/citoplasma de células infectadas, seguido por la
deteccion del ADN viral mediante transferencia de Southern. Se asoci6 la totalidad de ADN viral de todos los virus
con los nucleos de células P4 infectadas, 24 horas después de la infeccion (figura 4A), lo que sugeria que el
acoplamiento de ADN del VIH a la membrana nuclear no resultaba afectado por la carencia de triple hélice de ADN
central.
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Para confirmar que las moléculas de ADN deficientes en triple hélice central se acumulan en la membrana nuclear,
se uso hibridacion in situ fluorescente (FISH) para visualizar directamente la ubicacion intracelular de genomas del
VIH. Se infectaron células P4 a multiplicidad alta en condiciones de un ciclo, se hibridaron con una sonda de
genoma del VIH-1 de longitud completa, y se observaron mediante microscopia de deconvolucion. Se descubrieron
puntos especificos de forma predominante dentro del ndcleo en el caso de virus de tipo silvestre y cPPT-AG de
control (figura 4B). Dado que la FISH no puede distinguir entre las diferentes especies de ADN del VIH, estas
moléculas de ADN viral intranucleares podian ser provirus integrados o circulos de ADN no integrados. Se asociaron
algunos genomas poco frecuentes con la membrana nuclear y probablemente representaron el ADN lineal residual
detectado mediante transferencia de Southern al mismo tiempo después de la infeccidon. Otros puntos asociados con
la membrana plasmatica se derivaban posiblemente de las particulas defectuosas adsorbidas en la membrana que
contenian genomas parcialmente retrotranscritos (Lori et al., 1992). Por el contrario, los genomas de VIH se
localizaban mayoritariamente en la membrana nuclear y estaban casi completamente ausentes del nucleo en el caso
del virus mutante cPPT-D. Dado que el perfil de ADN de transferencia de Southern indicaba que se bloque6
practicamente todo el ADN de cPPT-D en la forma lineal, puede suponerse que estos genomas del VIH asociados
con la membrana nuclear eran moléculas de ADN lineal no integrado. Esta visualizaciéon directa de moléculas de
ADN viral en células infectadas confirmaba la asociacion del ADN viral de mutantes de triple hélice central con la
membrana nuclear.

Los experimentos de FISH realizados sugieren que los virus mutantes cPPT son defectuosos en la translocacion de
su genoma a través de los NPC. Sin embargo, la demostracion clara de un defecto de translocacion, mediante
localizacién de ADN viral mutante en el lado citoplasmatico de los NCP, no es accesible mediante experimentos de
FISH.

En conjunto, se concluye a partir de estos resultados que la triple hélice de ADN central del VIH-1, creada mediante
etapas de iniciacién y terminacion central durante la transcripcién inversa, es importante para que los PIC del VIH-1
entren en el nicleo de la célula huésped. En ausencia de triple hélice de ADN, se altera gravemente la importacién
nuclear de ADN viral en una fase inmediatamente anterior o durante la translocacion de ADN del VIH-1 a través del
poro nuclear.

Ejemplo 8: Impacto de la triple hélice de ADN central sobre la transduccién génica mediante un sistema vectorial
basado en VIH-1

Habiendo identificado la triple hélice de ADN central como un determinante clave para la importacion nuclear de VIH-
1, se ensayo0 el efecto de insertar las secuencias activas en cis centrales de VIH-1 en el vector HR de VIH-1 descrito
anteriormente (Naldini et al., 1996) (figura 5A). Para monitorizar la transduccién génica, se insertd6 ademas un gen
gue codificaba la proteina verde fluorescente (GFP). El vector que contenia una secuencia de triple hélice de ADN
se llamé TRIP GFP. Los controles incluian construcciones similares con cPPT o CTS mutados y una regién central
de tipo silvestre insertada de orientacion inversa, no funcional (TRIPinv GFP). La presencia de una triple hélice de
ADN en ADN vectorial TRIP GFP retrotranscrito, y su ausencia en HR GFP, TRIPinv GFP y de vectores que
contenian una version mutada de la secuencia de triple hélice central, se confirmé mediante escision por S1
nucleasa de ADN de Hirt aislado de células transducidas.

El nimero de particulas vectoriales producidas por transfeccidn transitoria se normalizé antes de la transduccion de
acuerdo con los niveles de proteina de la capsida (p24), actividad de transcriptasa inversa y la cantidad de ARN
vectorial gendémico en sobrenadantes de células transfectadas. Se obtuvo produccion similar de los diversos
vectores, con una relacion lineal entre los tres criterios de normalizacion (no se muestran los datos). Por lo tanto, la
insercién de la regién central del genoma del VIH-1 en el vector HR no tuvo influencia sobre la tasa de
encapsidacion de ARN gendmico. Se transdujeron células HeLa que pueden dividirse y que no pueden dividirse
(tratadas con afidicolina), con cantidades equivalentes de particulas vectoriales HR-GFP o TRIP-GFP y se
monitorizéd la expresion de GFP 48 horas después mediante cuantificaciéon de la fluorescencia. Se calculd la
seudotransduccion de actividad de GFP debida a la administracion directa de proteinas GFP a células diana
mediante las particulas vectoriales de fusion a partir de la transduccién de células tratadas con un inhibidor de RT de
VIH-1 (nevirapina 1 uM, Boehringer Ingelheim) y se sustrajo este trasfondo de la sefal de fluorescencia. Se elimind
la fluorescencia no especifica debida a la transfeccién secundaria provocada por el co-precipitado de ADN con
calcio/fosfato en los sobrenadantes de vector tratando al vector madre con ADNasa | antes de la transduccion.

En estas condiciones, la presencia de la secuencia de triple hélice en el vector del VIH aumentaba la transduccion
de GFP en células HeLa mas de diez veces (figura 5B). Se observé una potenciacion similar de la transduccién
génica en otras lineas celulares diana tales como MT4 o 293T (no se muestran los datos). Este efecto se perdia si
se insertaba la secuencia de triple hélice en orientacion inversa (figura 5B) o mutada en la cPPT (no se muestra).

Ejemplo 9: La presencia de una triple hélice de ADN en los vectores de VIH-1 aumenta la tasa de importacion
nuclear de genoma vectorial hasta niveles de tipo silvestre

A continuacion era interesante determinar si el aumento de la fluorescencia de GFP inducida por insercion de una
secuencia de triple hélice en el vector del VIH se debia a su efecto sobre la importacién nuclear del ADN vectorial.
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Para abordar esta cuestion, se adaptéd el ensayo de transferencia de Southern cuantitativa para detectar ADN viral
intracelular al sistema de vectores. El ADN de células transducidas con vector se digiri6 con EcoNI y Avall para
producir un fragmento de 0,8 kb interno, y con Xhol. Usando una sonda de ADN generada por PCR que se solapaba
exactamente con el sitio de EcoNl, se esperaron sefiales especificas para el genoma de vector lineal no integrado, y
para circulos de ADN de unay de dos LTR a 1,2 kb, 1,4 kb y 2 kb, respectivamente. Se analizé el procesamiento del
ADN vectorial en diversos puntos temporales después de la transduccion de células Hela.

La cantidad total de ADN vectorial sintetizado en células transducidas era comparable para vectores que contenian o
carecian de triple hélice de ADN (figura 5C). Una vez mas, la insercion de secuencias de cPPT y CTS, en cualquier
orientacion, en el vector HR no influyd sobre la tasa de transcripcion inversa de su genoma. Después de la
cuantificacion mediante phosphorimager, se descubrié que el destino intracelular del ADN de vectores HR-GFP y
TRIPinv-GFP (figura 5D) se asemejaba estrechamente al del ADN de virus defectuosos en triple hélice central y el
destino del ADN vectorial TRIP-GFP seguia al del ADN de virus VIH-1 LA1 de tipo silvestre (figura 3C).

Un defecto de la importacion nuclear de ADN era evidente en el caso de vectores HR-GFP y TRIPinv-GFP. El
destino intracelular del ADN de estos vectores se caracterizaba por una fuerte acumulacién de moléculas lineales no
integradas, junto con pequefias cantidades de provirus integrados y circulos de una y dos LTR. Este perfil de ADN
recordaba fuertemente al del virus mutante cPPT-D. Una vez finalizado el tratamiento del ADN de vector en células
transducidas, del 70% al 80% del ADN de las construcciones de HR-GFP y TRIPinv-GFP permanecié en forma de
moléculas lineales no integradas, mientras que solo del 10 al 15% estaba presente como no integrados en circulos
de LTR y del 5 al 10% como provirus integrados. Esta cantidad, baja pero detectable, del ADN vectorial integrado
explicaria la transduccién génica obtenida usando los vectores HR-GFP y TRIPinv-GFP.

Este ensayo cuantitativo también mostraba que la insercién de la secuencia de triple hélice de ADN de VIH en el
vector HR en la orientacidon correcta complementa su deficiencia de importaciéon nuclear hasta niveles de tipo
silvestre. El estado final del ADN de TRIP-GFP en células transducidas era similar al observado con virus del VIH-1
de tipo silvestre: el 50% o mas del ADN de vector integraba la cromatina de la célula diana, una fraccion importante
se circularizaba y unas pocas moléculas permanecian como ADN linear no integrado (comparense las figuras 5D y
3C). Por el contrario, la insercién de la secuencia de triple hélice en el vector HR cadena arriba del promotor CMV
interno no influia sobre la expresion de GFP a nivel transcripcional. Esto se comprobé mediante la transfeccion de
células HelLa con plasmidos pHR-GFP, pTRIPGFP y pTRIPinv-GFP y cuantificacion de la fluorescencia (no se
muestran los datos).

Puede deducirse a partir de estos resultados que el aumento de la transduccion de GFP obtenido con el vector
TRIP-GFP puede atribuirse completamente a la fuerte estimulacion de su importacién nuclear mediante la presencia
de la triple hélice. Este descubrimiento hace hincapié de nuevo el papel importante de la triple hélice de ADN de VIH
en la importacion nuclear de ADN viral y vectorial.

Ejemplo 10: Los vectores de VIH-1 que contienen la secuencia de triple hélice de ADN permiten una transferencia
génica eficaz en células madre hematopoyéticas

Las figuras 7A y 7B ilustran los resultados de dos experimentos de transduccion exitosos usando células de sangre
del cordén umbilical humano CD34+. Estos mostraron que después de un protocolo de transduccién corto de 24 6
60 horas, el 71,5% y mas del 90%, respectivamente, de las células CD34+ expresan firmemente la proteina
informadora GFP. Esta expresion refleja la transduccion estable de las células, dado que se confirmaba la
integracion viral, al menos en las mismas proporciones, mediante ensayos de PCR en ADN extraido a partir de
colonias de células derivadas de los progenitores recogidas 14 dias después de haber sembrado células en el
ensayo de progenitor clonagénico. Se obtuvieron resultados idénticos usando células CD34+ recién purificadas o las
mismas células CD34+ que se habian congelado después de la purificacion y se descongelaron varias semanas
después para el experimento de transduccion. También se obtuvieron eficacias de transduccion comparables
usando otra fuente de células madre hematopoyéticas, células madre movilizadas de sangre periférica (PBMC),
recogidas mediante citaféresis después de la estimulacién con citoquina. También se transdujeron PBMC CD34+
inmediatamente después de la purificacién o después de una etapa de congelacién/descongelacion con resultados
idénticos. Usando un cultivo a largo plazo (LTC) y ensayos de repoblacion NOD-SCID se mostraba que se habian
transducido células que tenian miltiples potencialidades linfomieloides y la capacidad de repoblar médula 6sea de
raton NOD-SCID 4 meses después del injerto. Estos ensayos funcionales representan el experimento definitivo
disponible, en este momento, para evaluar la funcién de las células madre hematopoyéticas humanas.

Ejemplo 11: La presencia de la secuencia de triple hélice de ADN en construcciones de vector lentiviral estimula
fuertemente la transferencia génica dentro de células madre hematopoyéticas

Se disefio el experimento de dosis/respuesta descrito en la figura 8 (representativo de 3 experimentos) para
comparar la eficacia de la transducciéon en células madre hematopoyéticas humanas de vectores de VIH-1 que
incluyen o carecen de la secuencia de triple hélice de ADN. En primer lugar, se representé graficamente (A) el
porcentaje de células CD34+eGFP+ obtenidas en funcién de la concentracién del vector usado para la transduccién.
Se observé que, independientemente de la dosis de vector, el vector TRIP+ fue mas eficaz que el TRIP-, con una
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media respectivamente del 40 + 19% y el 15,4 + 12,5% de células CD34+ que son eGFP+ para 500 ng de P24
viral/ml de cada vector (n= 3 exp). Se obtuvo un aumento de 4-6 veces en el porcentaje final de células GFP+
después de la transduccion mediante el vector TRIP-GFP en comparacion con los resultados obtenidos después de
la transduccion con el vector HR-GFP. Se resalta también la diferencia en la eficacia entre los dos vectores cuando
se representa graficamente la media de la intensidad de la fluorescencia en funcién de la dosis de virus. Se alcanza
una meseta para el vector TRIP-(HR-GFP) a una dosis de 100 ng de P24/ml mientras que la intensidad de la
fluorescencia en células transducidas aumenta con la dosis de vector TRIP+. Esto podria reflejar la limitacion en la
importacién nuclear de las formas pre-integrativas del vector TRIP- y el nimero creciente de copias integradas por
célula después de la transduccién con dosis crecientes del vector TRIP-GFP. La tercera representaciéon grafica
integra ambos aspectos y muestra el efecto resultante de la secuencia de triple hélice de ADN sobre la actividad de
la fluorescencia de GFP en CMH humanas. Tal como se muestra, la presencia de la secuencia de triple hélice de
ADN en el vector VIH induce un aumento de la produccion de GFP en CMH con un factor de mas de diez veces.

Ejemplo 12: Una fracciéon de copias integradas de genomas de vector de VIH permanece en silencio en células
transducidas hematopoyéticas humanas

Es posible que se produzca la inactivacion del transgén integrado. La eficacia de la transferencia era siempre mejor
cuando se evaluaba mediante el porcentaje de colonias celulares derivadas del progenitor transducidas,
determinado mediante ensayo de PCR para el vector lentiviral integrado en lugar de cuando se evaluaba mediante el
porcentaje de células CD34+/eGFP+, determinado mediante andlisis FACS 48 horas después del final del protocolo
de transduccion. Esto refleja la aparicion de provirus transcripcionalmente inactivos debido a su sitio de integracion o
a la inactivacion aleatoria y progresiva del provirus mientras las células proliferan y se diferencian. Se han observado
colonias derivadas de un Unico progenitor clonagénico mieloide que algunos de los subclones pueden ser brillantes
para GFP mientras que otros fueron negativos, reflejando la inactivacion transcripcional aleatoria del transgén
integrado en esta progenie clonal fenotipicamente homogénea.

Ejemplo 13: Los vectores de VIH que contienen una version delecionada de la regién U3 de la LTR y un EFla
interno son sistemas mas potentes para la transduccién de células madre hematopoyéticas

En la figura 9, se compara la capacidad de diversos vectores derivados del VIH-1, incluyendo la secuencia de triple
hélice de ADN, para transducir células CD34+ de sangre del corddn umbilical humano. Se analizé el efecto de la
delecion de la mayor parte de la region U3 de la LTR en 3' sobre la transduccion de GFP y la expresion en células
CD34+. Se realizé la comparacion de vectores que contienen una LTR de VIH-1 intacta o una version delecionada
en U3 en el contexto de un promotor interno de CMV o un promotor interno de EFla (Kim et al., 1990) para impulsar
la expresion del gen informador de GFP. Se realizaron todos los experimentos de transduccién usando la misma
concentracion de particulas vectoriales (500 ng de P24/ml) después de la normalizacion de los vectores madre
usando un ensayo ELISA disponible en el mercado para el antigeno de VIH-1 (Dupont) P24 (proteina de la capsida).
Se realizaron andlisis por citometria de flujo (FACS) a las 48 horas (figura 9A) o a las 120 horas (figuras 9B)
después del periodo de transduccién de 24 horas.

De forma interesante, la delecion de la region U3 de la LTR en vectores VIH-1 inducia un ligero aumento en el
porcentaje de células positivas para GFP en todos los casos. Este aumento era modesto cuando se analizaba a las
48 horas. En este momento, un mecanismo de seudotransduccion podia ser responsable de una fraccion de las
células positivas para GFP. La seudotransduccién es la administracion directa de proteinas GFP a células diana
mediante la particula vectorial retroviral de fusién, sin necesidad de una integracién real del genoma vectorial
retroviral. El aumento en el porcentaje de GFP positiva tras la transduccion mediante versiones con U3 delecionada
de los vectores de VIH-1 se hizo mas evidente a las 120 horas después de la transduccion (figura 9B). En este
momento, se observé un aumento de hasta dos veces en el porcentaje de células positivas para GFP después de la
transduccién mediante el vector TRIP AU3-EFla-GFP cuando se compara con los resultados obtenidos con el
vector equivalente pero que contiene una LTR de VIH-1 intacta.

De forma mas importante, la delecion de la regién U3 de la LTR del VIH-1 en los vectores de triple hélice del VIH-1
inducia una mejor expresion de la proteina indicadora GFP. La media de la intensidad de la fluorescencia en CMH
humanas transducidas cuando se analizaba mediante FACS era siempre superior en un factor de tres a cinco veces
en el caso de las versiones con U3 delecionada que con vectores que contenian una LTR de VIH-1 intacta. Se
observo este beneficio de la expresion de GFP si se usaban los promotores de CMV o de EFla como promotor
interno en la construccion del vector de VIH-1. No se conoce el mecanismo molecular que explica esta expresion
potenciada de proteinas GFP en células transducidas. Alguna secuencia en la LTR de VIH-1 puede influir
negativamente en la expresiéon activada mediante el promotor interno. Como alternativa, una transcripcion basal
iniciada en la LTR de VIH-1 puede interferir en la iniciacion de la transcripcion en el promotor interno.

Este estudio también muestra que el promotor de EF1a es un mejor promotor en CMH humanas que el promotor de

CMV. En la figura 9B, la media de la intensidad de la fluorescencia de GFP es de tres a cinco veces mejor en el caso
del promotor de EFla que en el caso del promotor de CMV.
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attcatccac aacttcaagc gccgeggtgg tattgggggg tac 43

<210> 3

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
AMPLIFICAR ACIDO NUCLEICO QUE CODIFICA LA PROTEINA VERDE
FLUORESCENTE POTENCIADA

<400> 3
ccggatcccc accggtcgec acc 23

<210>4

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
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AMPLIFICAR NUCLEOTIDOS QUE CODIFICAN LA PROTEINA VERDE
FLUORESCENTE POTENCIADA

<400> 4
ccctcgagct agagtcgegg ccg 23

<210>5

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
AMPLIFICAR pUCLTRRI-.

<400> 5
cggaattcgg atccgeggcec geatcgatct tgtettegtt gggagtg 47

<210>6

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
AMPLIFICAR pUCLTRRI-.

<400> 6
cggaattcag ccgtctcgag agatgctgca tataagcagce 40

<210>7

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
AMPLIFICAR cPPT Y CTS DE pLAI3

<400> 7
gtggtcggeg ccgaattcac aaatggcagt attcatce 38

<210>8

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
AMPLIFICAR cPPT Y CTS DE pLAI3

<400> 8
gtcgtcggeg ccccaaagtg gatctetget gtec 34

<210>9

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA

AMPLIFICAR LA SECUENCIA DE TRIPLE HELICE DEL PROMOTOR EF1 alfa EN

LA MATRIZ pLai

<400>9
gtcgtcggeg ccgaattcac aaatggeagt attcatcce 38
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<210> 10

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA

AMPLIFICAR LA SECUENCIA DE TRIPLE HELICE DEL PROMOTOR EF1 alfa EN
LA MATRIZ pLai

<400> 10
agcctcacga cgcgtatcag ccaaagtgga tctctgetg 39

<210>11

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial; QEBADOR PARA

AMPLIFICAR LA SECUENCIA DE TRIPLE HELICE DEL PROMOTOR EF1 alfa EN
LA MATRIZ pEFpgkneo

<400> 11
ctgatacgcg tcgtgaggct ccggtg 26

<210> 12

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA

AMPLIFICAR LA SECUENCIA DE TRIPLE HELICE DEL PROMOTOR EF1 alfa EN
LA MATRIZ pEFpgkneo

<400> 12
cgggatcctg tgttctggcg gcaaac 26

<210> 13

<211>23

<212>

ADN <213> Horno sapiens

<400> 13
ccctcgagct agagtcgegg ccg 23

<210> 14

<211>23

<212> ADN

<213> Horno sapiens

<400> 14
ccggatcccc accggtcgec acc 23

<210> 15

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
LA AMPLIFICACION DE ADN VIRAL DE pLAI3

<400> 15

agaagaaatg atgacagcat g 21
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<210> 16

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
LA AMPLIFICACION DE ADN VIRAL DE pLAI3

<400> 16
tgccagttct agctctg 17

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
LA SINTESIS DE LA SONDA PARA EL VECTOR pTRIPGFP

<400> 17
cagggacttg aaagcgaaag 20

<210> 18

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR PARA
LA SINTESIS DE LA SONDA PARA EL VECTOR pTRIPGFP

<400> 18
gcttgtgtaa tiqttaattt ctetgte 27

<210> 19

<211>7

<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(7)

<223> Secuencia parcial de cPPT de VIH-1.

<400> 19
Asn Phe Lys Arg Lys Gly Gly
1 5

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1

<400> 20
ttttaaaaga aaagggggg 19

<210> 21

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: MUTACION
INTRODUCIDA EN LA SECUENCIA DE cPPT DE VIH-1
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<400> 21
ttttaaacgc aaaggtggt 19

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: PEPTIDO MUTANTE DE LA SECUENCIA DE cPPT DE VIH-1

<400> 22
Asn Phe Lys Arg Arg Gly Gly
1 5

<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> ]
<223> Descripcion de la secuencia artificial: MUTACION
INTRODUCIDA EN LA SECUENCIA CODIFICANTE DE cPPT DE VIH-1

<400> 23
ttttaaaaga agagggggg 19

<210> 24

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: MUTACIONES
INTRODUCIDAS EN LA SECUENCIA CODIFICANTE DE cPPT DE VIH-1

<400> 24
cttcaagcgc cgcggtggt 19
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un vector retroviral, que comprende regiones cPPT y CTS de origen lentiviral en el que la LTR se
deleciona para el promotor y potenciador de U3, para aumentar in vitro la tasa de importacion, de una secuencia de
acido nucleico contenida en dicho vector, en el nacleo de una célula huésped.
2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho vector retroviral es un vector lentiviral.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que dicho vector lentiviral es un vector derivado de VIH.

4. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho vector retroviral es un vector de
expresion o un vector de integracion.

5. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho vector retroviral es un vector de
sustitucion en el que todas las secuencias codificantes retrovirales entre las LTR estan delecionadas.

6. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha secuencia de acido nucleico es
una secuencia de acido nucleico heteréloga.

7. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que dicha secuencia de acido nucleico heteréloga codifica un
péptido, polipéptido o proteina.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que dicha secuencia de acido nucleico heter6loga codifica una
proteina terapéutica.

9. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha célula es una célula eucariota.

10. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha célula es una célula que se
divide o una célula que no se divide.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacién 9 6 10, en el que dicha célula es una célula de mamifero, siempre que
dicha célula no sea una célula germinal humana.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicha célula es una célula hematopoyética, tal como una
célula madre hematopoyética.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9 6 10, en el que dicha célula es un derivado de una célula como se define
en la reivindicacion 11 6 12.

14. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dichas regiones cPPT y CTS se
originan a partir de VIH, tal como virus VIH-1 o VIH-2, VISNA, VAIE, VIF o AEC.

15. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que el porcentaje de células expuestas
al acido nucleico contenido en el vector retroviral que captan dicho vector en su nucleo es superior al 30%,
preferiblemente superior al 50% y mas preferiblemente superior al 80%.

16. Un vector retroviral, que comprende regiones cPPT y CTS de origen lentiviral y una LTR de origen retroviral con
el promotor y potenciador de su regién U3 delecionados, para su uso para aumentar la tasa de importacion de un
acido nucleico contenido en dicho vector, en el nicleo de una célula huésped, para tratar a dicho huésped.

17. Un vector retroviral de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que dicho vector retroviral es un vector lentiviral.

18. Un vector lentiviral de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que dicho vector lentiviral es un vector derivado de
VIH.

19. Un vector retroviral o lentiviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, que es un vector
de expresion o un vector de integracion.

20. Un vector retroviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, que es un vector de
sustitucion en el que todas las secuencias codificantes retrovirales entre las LTR estan delecionadas.

21. Un vector retroviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, en el que dicha secuencia de
acido nucleico es una secuencia de &cido nucleico heteréloga.

22. Un vector retroviral de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que dicha secuencia de acido nucleico heteréloga
codifica un péptido, polipéptido o proteina.
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23. Un vector retroviral de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que dicha secuencia de acido nucleico heteréloga
codifica una proteina terapéutica.

24. Un vector retroviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 23, en el que dicha célula es una
célula eucariota.

25. Un vector retroviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 23, en el que dicha célula es una
célula que se divide o una célula que no se divide.

26. Un vector retroviral de acuerdo con la reivindicaciéon 24 6 25, en el que dicha célula es una célula de mamifero,
siempre que dicha célula no sea una célula germinal humana.

27. Un vector retroviral de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que dicha célula es una célula hematopoyética, tal
como una célula madre hematopoyética.

28. Un vector retroviral de acuerdo con la reivindicacién 24 6 25, en el que dicha célula es un derivado de una célula
como se define en la reivindicacion 26 6 27.

29. Un vector retroviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 28, en el que dichas regiones
cPPT y CTS se originan a partir de VIH, tales como virus VIH-1 o VIH-2, VISNA, VAIE, VIF o AEC.

30. Un vector retroviral de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 29, en el que el porcentaje de

células expuestas al acido nucleico contenido en el vector que captan dicho vector en su nucleo es superior al 30%,
preferiblemente superior al 50% y mas preferiblemente superior al 80%.
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