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DESCRIPCIÓN 
 
Sistema de vector de ASLV 
 
A continuación se describe un vector autoinactivante (SIN) viral a base del Virus de la Leucosis/Sarcoma Aviar 5 
(ASLV), partículas virales que contienen este vector, un sistema de separación-empaquetamiento que comprende o 
que está compuesto del vector SIN, un primer plásmido auxiliar que sirve para la expresión de la proteína de fusión 
gag-pol viral y un segundo plásmido auxiliar que sirve para la expresión de la proteína de envoltura (env) retroviral, 
así como un procedimiento para la producción de la partícula viral mediante el sistema de separación-
empaquetamiento, particularmente mediante expresión en células humanas cultivadas. Además, las partículas 10 
virales se usan como medicamento, en particular para la transferencia de un transgén a células, así como para la 
producción del medicamento. El primer y el segundo plásmido auxiliar, por ejemplo contenidos en una línea celular 
de empaquetamiento o transfectados de forma transitoria, sirven para la generación de partículas virales que no se 
replican (incompetentes en cuanto a RCR), que contienen ARN con una LTR SIN de acuerdo con la invención en el 
extremo 3', pudiendo presentar el ARN una sección terapéuticamente eficaz que se denomina, por ejemplo, 15 
transgén. Esta LTR SIN 3' incluye una extensa deleción de la región U3 que se copia durante la transcripción inversa 
en la LTR 5'. Para la expresión de un transgén que, por ejemplo, para el uso para la terapia génica puede ser un gen 
humano o heterólogo, el vector SIN viral contiene, preferentemente, un casete de expresión que está dispuesto en 5' 
con respecto a la LTR SIN 3'. 
 20 
El vector permite también en células de empaquetamiento humanas la generación de partículas virales con un 
elevado título y se caracteriza por que durante la transducción de células diana, en particular células humanas, 
mediante puesta en contacto de las células de forma extracorpórea, es decir, in vitro, o mediante administración de 
una partícula preparada para esto a un paciente se generan células transducidas in vivo que expresan el transgén a 
lo largo de un largo periodo de tiempo de forma estable o con reducido debilitamiento, siendo la frecuencia de la 25 
transformación de células diana por activación de oncogén reducida. El casete de expresión presenta en 5' delante 
de la secuencia de ácido nucleico que codifica el transgén un promotor y, preferentemente, en 3' con respecto a la 
secuencia que codifica el transgén, un elemento regulador post-transcripcional (PRE), en particular un WPRE (PRE 
del Virus de la Hepatitis de la Marmota Canadiense (WHV)). 
 30 
Estado de la técnica 
 
Hughes (Folia Biologika 50, 107-119 (2004)) describe una serie de vectores virales a base del Virus de la Leucosis 
Aviar (ALV) que presentan, para la mejor producción de retrovirus con competencia de replicación (RCR), una LTR 
funcional. (RCAS: Replication-Competent ASLV LTR with a Splice Acceptor (LTR de ASLV con competencia de 35 
replicación con aceptor de empalme)). En este sistema, todos los componentes para la producción del virus se 
encuentran en un plásmido (como en el virus de longitud completa) y se incluye un posible transgén en la región no 
traducida (UTR) 3'. 
 
Hu et al. (Molecular Therapy, 1617-1623 (2008)) muestran que el ASLV no tiende a insertarse preferentemente 40 
dentro o cerca de proto-oncogenes y que las LTR del ASLV no tienden a activar genes adyacentes y, por tanto, 
llegan a la conclusión de que el ASLV forma una base adecuada para vectores virales. Se señala que una deleción 
de la región potenciadora (enhancer) en la LTR o la evitación de la transcripción de parte a parte a través de una 
señal de terminación se podría conseguir mediante una poliadenilación mejorada. 
 45 
El documento EP 1 757 703 A2 describe vectores retrovirales autoinactivantes, en particular vectores lentivirales y 
gammarretrovirales, que se caracterizan por que un promotor fuerte sustituye el elemento U3 en la LTR 5' para 
controlar la transcripción del ARNm de longitud completa para el empaquetamiento. 
 
Schambach et al. en Molecular Therapy 391-400 (2006) describen vectores autoinactivantes gammarretrovirales y 50 
lentivirales que para la terapia génica contienen un casete de expresión de O

6
-metilguanin-ADN-metiltransferasa. 

 
Hildinger et al. en J. Virol. 4083-4089 (1999) describen que la presencia de un donador de empalme en combinación 

con la señal de empaquetamiento ψ es una condición esencial para la generación de altos títulos de partículas 
virales en células de empaquetamiento. 55 
 
Hu et al. (Human Gene Therapy 691-700 (2007)) y Mitchell et al. (Plos Biology, e234, 2004) muestran que el ASLV 
no tiende a insertarse preferentemente dentro o cerca de proto-oncogenes, en particular sin clara preferencia por 
zonas próximas al promotor. Por consiguiente, se tiene que estimar menor el riesgo de mutagénesis de inserción en 
comparación con los sistemas de vector usados clínicamente del virus de la leucemia murina (MLV) y el virus de la 60 
inmunodeficiencia humana (VIH). Se señala que una deleción de la región potenciadora (enhancer) en la LTR o la 
evitación de la transcripción de parte a parte a través de una señal de terminación sería deseable. A causa de la 
arquitectura del vector (1 plásmido, replicante), por norma general, este sistema no es adecuado para aplicaciones 
clínicas. 
 65 
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Hu et al. muestran que los vectores virales derivados de ASLV con LTR intactas en células de mamífero no se 
replican. No está clara la causa exacta de esto. 
 
A causa de la arquitectura retroviral de 2 LTR, los retrovirus tienen señales de poliA intrínsecamente débiles. Para 
vectores lentivirales es sabido que mediante la transcripción de parte a parte del extremo 3' del vector viral insertado 5 
puede conducir a la activación génica indeseada, así por ejemplo Zaiss et al. (Journal of Virology 7209-7219 (2002)) 
y Schambach, Baum et al. (Molecular Therapy 2007, 15(6): 1167-73). Esto es importante también debido a que la 
región U3, además de elementos promotores/potenciadores, contiene también reforzadores de la poliadenilación y, 
de este modo, las posibles deleciones para cada familia de virus se tienen que validar de nuevo con respecto a 
actividad potenciadora residual y eficiencia de la poliadenilación. 10 
 
Para vectores gammarretrovirales, Kraunus et al. (Gene Therapy 568-1578 (2004)) proponen delecionar toda la zona 
del elemento potenciador y del promotor de la región U3 3' y dejar solo los primeros 22 pb cadena arriba del 
potenciador y los últimos 14 pb cadena abajo. En el ASLV o en el Virus del Sarcoma de Rous (RSV), la región LTR 
se complica por una región R muy corta, de tal manera que la señal de poliA (AATAAA) llega a encontrarse en la 15 
región U3. Esto es muy poco habitual para retrovirus (localizados por norma en la región R) y dificulta la 
construcción de un vector SIN. 
 
Aubert et al. (The J. of Cell Biology 113, 497-506 (1991) y Flamant et al. (Journal of General Virology 74, 39-46 
(1993)) describen deleciones de la región U3 de ALV de -149 a -15, en relación con la región R, o de -149 a -15 y 20 
-98 a -59, también en relación con la región R. En todas estas regiones U3 están contenidos todavía elementos 
potenciadores remanentes (Cullen et al., MCB, 1985, 438-47), lo que es problemático para posibles aplicaciones 
clínicas. De hecho, estos elementos potenciadores pueden regular erróneamente mediante mutagénesis de 
inserción posiblemente genes adyacentes (por ejemplo, oncogenes). 
 25 
Objetivo de la invención 
 
Por tanto, la invención se plantea como objetivo facilitar un sistema de separación-empaquetamiento que se pueda 
emplear clínicamente para la producción en células de mamífero (por ejemplo, células humanas, por ejemplo, 
HEK293T) con un vector viral y plásmidos auxiliares con el que se pueda producir el vector viral empaquetado como 30 
partícula viral, en el que esté minimizado el riesgo de la recombinación hasta dar un retrovirus con competencia de 
replicación (RCR) y también esté minimizado el riesgo de que la inserción del vector viral conduzca a la activación 
de genes adyacentes de la célula diana (mutagénesis de inserción). Preferentemente, el vector viral o el sistema con 
plásmidos auxiliares además debe permitir la generación de partículas virales con un elevado título, habiendo de 
poder contener el vector viral un casete de expresión por el cual un transgén y secuencias reguladoras de genes 35 
(por ejemplo, ARNhc, miARN etc.) se transcriben y/o traduzcan de forma eficaz. Preferentemente, estos vectores se 
pseudotipifican con proteínas de envoltura que se pueden emplear clínicamente (por ejemplo, RD114/TR, env 
anfotrópico de MLV, glucoproteína del virus de la estomatitis vesicular (VSVg)). Todos esos criterios se pretenden en 
combinación, ya que son esenciales para posibles aplicaciones clínicas. 
 40 
Descripción general de la invención 
 
La invención resuelve este objetivo con las características de las reivindicaciones y en particular con un vector que 
presenta las propiedades pretendidas. Por un plásmido se puede transcribir de acuerdo con las reivindicaciones un 
ARN viral que facilita un vector viral a base de ASLV, cuya región U3 3' genera o es una LTR 3' autoinactivante (LTR 45 
SIN) así como la partícula viral que contiene una secuencia de ácido nucleico que codifica el vector viral, en 
particular ARN. Además, la invención facilita un sistema con un primer plásmido auxiliar que en un casete de 
expresión codifica la secuencia codificante para la proteína de fusión gag-pro-pol de ASLV y con un segundo 
plásmido auxiliar que codifica en un casete de expresión una proteína de envoltura (env), por ejemplo, env de ASLV, 
RD114/TR, anfotrópico de MLV, VSVg o ecotrópico de MLV. 50 
 
Con presencia del primer y del segundo plásmido auxiliar en una célula eucariota, denominada en lo sucesivo 
también célula de empaquetamiento, se generan partículas virales con un elevado título, cuyos ARN virales debido a 
las deleciones en la región U3 5' que se produce durante la transcripción inversa hasta ADN viral desde la región U3 
3' en una célula diana por sí mismos son autoinactivantes (SIN), sin embargo, permiten un elevado índice de 55 
transcripción y una traducción eficaz del transgén que está dispuesto en un casete de expresión en 5' delante de la 
LTR SIN 3'. En esta configuración está significativamente reducida la activación de secuencias genómicas 
adyacentes debido a la inserción del vector viral. La reducción de la activación de secuencias adyacentes se ha 
mostrado para vectores γ-retrovirales por de Zychlinski et al. (Mol. Ther. 16: 718-725 (2008)). 
 60 
Las mutaciones que son conocidas para vectores SIN virales a base de otros retrovirus, por ejemplo, lentivirus, que 
combinan las propiedades del elevado título en células de empaquetamiento por un lado, ninguna actividad 
promotora en la LTR así como una eficaz transcripción de un transgén de un casete de expresión interno del vector 
sin transcripción de parte a parte en secuencias genómicas en el lugar de la inserción, no se pueden transferir a la 
construcción de vectores de LTR SIN a base de ASLV. De hecho, la disposición de elementos funcionales en los 65 
virus individuales y su interacción con factores de hospedador celulares no son idénticos entre sí y los efectos del 
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cambio de secuencias sobre el título, la evitación de la activación de secuencias genómicas adyacentes en el lugar 
de la inserción y sobre una transcripción del transgén de un casete de expresión interno no se pueden predecir. 
 
El vector viral contiene, en lugar de la LTR de tipo natural, una LTR 3' cuya región U3 está delecionada a lo largo de 
una gran sección, de tal manera que está eliminada la actividad transcripcional de las regiones promotoras y 5 
potenciadoras de la región U3. La eliminación de las regiones promotoras y potenciadoras de la región U3 está 
determinada, por ejemplo, por deleción de acuerdo con la reivindicación 1. En particular, de acuerdo con la 
invención, la región U3 de los 229 nucleótidos de la región U3 de tipo natural (SEC ID Nº 1) de ASLV presenta solo 
los nucleótidos 1-27 y los nucleótidos 187-229, preferentemente solo los nucleótidos 1-27 y 207-229. Esta región U3 
3' modificada del vector viral, en la que de la región U3 de tipo natural están delecionados los nucleótidos 28-186 y 10 
están delecionados, preferentemente, además los nucleótidos 187-202, después de la transcripción inversa y la 
integración en el genoma de una célula diana en esencia no presenta ninguna actividad promotora y/o potenciadora. 
El ARN viral empaquetable es dirigido por un promotor fuerte dispuesto en 5' que se pierde durante la transcripción 
inversa o no está contenido en el ARN viral generado por la transcripción. Esto permite la generación de un 
transcrito que, junto con un primer y segundo plásmido auxiliar, es adecuado para la generación de partículas virales 15 
con un elevado título que contienen el ARN viral. 
 
La deleción de las regiones promotoras y potenciadoras opcionalmente puede estar sustituida por una inserción con 
una secuencia de nucleótidos que no presenta una actividad promotora o potenciadora. 
 20 
La LTR SIN 3' del vector puede estar compuesta de las secciones que se han mencionado anteriormente de la 
región U3 de tipo natural delecionada, una región R de tipo natural y una región U5 de tipo natural. La región U3 de 
acuerdo con la invención con deleciones puede contener opcionalmente entre las secciones remanentes de la región 
U3 de tipo natural secuencias de nucleótidos adicionales sin actividad promotora que están seleccionadas, por 
ejemplo, del grupo que comprende miARN, ARNhc, potenciadores de la poliadenilación (USE), secuencias de 25 
reconocimiento de recombinasa (por ejemplo, LoxP, Rox, FRT) y elementos de aislador (por ejemplo, cHS4). 
 
Para la inserción de secuencias de nucleótidos sin actividad promotora en la región U3 de acuerdo con la invención, 
la misma presenta preferentemente un sitio de corte único para una restrictasa, de forma particularmente preferente 
debido a que los nucleótidos 187-190 en la numeración de la región U3 de tipo natural mediante mutación dan la 30 
secuencia de bases CGTA, por lo que se genera un sitio de corte secundario para SnaBI con la secuencia de 
reconocimiento TACGTA. 
 
Como alternativa a la deleción de los nucleótidos 187-202 se pueden mutar también los nucleótidos 200-206 
(TATTTAA), por ejemplo, en la secuencia TGTCTAA. Se supone que los nucleótidos 200-206 forman la caja TATA 35 
de la región U3 de tipo natural, de tal manera que una mutación que cambia esta caja TATA reduce o elimina esta 
parte de la actividad promotora de la región U3. 
 
La región U3 delecionada de acuerdo con la invención presenta también un sitio de ataque de integrasa (integrase 
attachment), en particular en los nucleótidos 1-25, así como una señal de poliA, por ejemplo, en los nucleótidos 223-40 
228, respectivamente en la numeración de los nucleótidos de la región U3 de tipo natural. Se supone que la 
conservación del sitio de ataque de integrasa y de la señal de poliA es importante para la infección viral. 
Sorprendentemente, el vector permite por un lado una producción de partículas virales con elevado título en una 
célula de empaquetamiento o línea celular de empaquetamiento, por otro lado, después de transcripción inversa e 
integración en el genoma en una célula diana, una transcripción eficaz de un transgén de un casete de expresión por 45 
un promotor fuerte interno, sin que se produzca una transcripción de parte a parte a través de la LTR SIN 3' en 
regiones limitantes del sitio de integración o la activación de secuencias genómicas adyacentes. 
 
Las partículas virales generadas en células de empaquetamiento, que contenían ARN viral con una LTR SIN 3' de 
acuerdo con la invención o una región U3 3' de acuerdo con la invención, sin concentración presentaban títulos de 50 
aproximadamente 1x10

6
 partículas infecciosas/ml. A este respecto, el título se vio influido por el gen que codifica la 

proteína de fusión gag-pro-pol o la proteína de envoltura del primer o del segundo plásmido auxiliar o la línea celular 
de empaquetamiento y no de forma significativa por el tipo o el grado de la deleción en la región U3. 
 
Sorprendentemente, la expresión de un transgén por un casete de expresión en vectores virales de acuerdo con la 55 
invención con deleción SIN era aproximadamente un factor 3 mayor que en un vector comparativo en el que la LTR 
3' presentaba una región U3 con secuencia de tipo natural. Además, de acuerdo con la invención se prefiere que las 
secuencias codificantes del primer y/o segundo plásmido auxiliar estén optimizadas en cuanto a codones, de tal 
manera que los codones virales estén sustituidos por codones de la célula diana, en particular estén sustituidos por 
codones humanos, por ejemplo, en procedimientos para la producción de partículas virales y vectores virales de 60 
acuerdo con la invención que se usan, por ejemplo, como medicamento o en la producción de composiciones 
farmacéuticas. Un plásmido auxiliar preferente de acuerdo con la invención contiene una secuencia que codifica la 
proteína de fusión gag-pro-pol, en la que los codones virales están adaptados al uso de codones humano. 
 
En el uso como medicamento, la partícula viral que contiene el vector viral puede estar producida para la 65 
administración, por ejemplo, a un paciente/ser humano o un animal no humano. Como alternativa, la partícula viral o 
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el vector viral se puede poner en contacto con células que proceden de un paciente de este tipo, es decir, para la 
transducción in vitro de células que a continuación, opcionalmente con la etapa del cultivo y/o de la selección, se 
preparan o facilitan como células transducidas para la transferencia a un paciente, siendo preferentemente el 
paciente el mismo del cual proceden las células. 
 5 
En la secuencia codificante optimizada en cuanto a codones para la proteína de fusión gag-pro-pol, de acuerdo con 
la invención, el desplazamiento original de la fase de lectura en -1 y la transición de pro a pol del ASLV de tipo 
natural se han conservado. 
 
Se ha mostrado que la adaptación del uso de codones de ASLV al uso de codones de la célula diana, en particular 10 
al uso de codones humano, tiene, para las zonas codificantes de los plásmidos auxiliares, como consecuencia un 
aumento significativo del título de partículas virales, conduciendo por ejemplo únicamente la adaptación del uso de 
codones de la proteína de fusión gag-pro-pol al uso de codones humano a un título un factor 50 mayor de partículas 
virales en células de empaquetamiento humanas. 
 15 
La adaptación del uso de codones al uso de codones humano se realiza preferentemente al agotarse 
preferentemente las reservas de ARNt no limitados, óptimas para Homo sapiens; de este modo, por ejemplo, se 
adaptó el codón de glicina GGT preferentemente a GGC. Además se eliminaron motivos de inestabilidad de ARN 
negativos así como sitios de poliadenilación crípticos así como estructuras secundarias de ARN, de tal manera que 
se generó un ARNm más estable con una mejor capacidad de traducción en células humanas. Además, en la 20 
secuencia codificante se inactivó el sitio donador de empalme natural, el sitio aceptor de empalme y otras señales de 
empalme crípticas. Por consiguiente, un plásmido auxiliar preferente presenta un sitio donador de empalme inactivo 
en el gen gag-pol, por ejemplo, de forma correspondiente a los nucleótidos 1501 a 1502 en la SEC ID Nº 14. 
Preferentemente, gag se codifica por los nucleótidos 1475 a 3436 de la SEC ID Nº 14 y pol, por los nucleótidos 3738 
a 6291 de la SEC ID Nº 14, ya que en estas secciones se han retirado sustancialmente los motivos de inestabilidad 25 
de ARN crípticos y sitios de poliadenilación así como estructuras secundarias de ARN, de tal manera que se puede 
generar un elevado título de partículas virales que presentan una elevada eficacia de transducción. 
 
Finalmente se prefiere que el vector viral, con preferencia adicionalmente el primer plásmido auxiliar y, con mayor 
preferencia, adicionalmente el segundo plásmido auxiliar no presenten ninguna homología de secuencia con la 30 
célula diana y además preferentemente no tengan en particular ningún solapamiento de secuencia, por ejemplo, 
ninguna sección de secuencia homóloga entre sí de más de 5 nucleótidos, preferentemente ninguna sección de 
secuencia homóloga entre sí de más de 10 a 20 nucleótidos. De este modo se minimiza la probabilidad de una 
recombinación en células de empaquetamiento y/o las células diana y, por tanto, también la probabilidad de la 
generación de RCR. 35 
 
La invención pone a disposición con ello un ARN viral que presenta o está compuesto de, de 5' a 3', una región R 5' 

y una región U5 5', un sitio de unión de cebador (PBS), una señal de empaquetamiento (ψ) que, a diferencia del 
estado de la técnica en el caso de vectores gammarretrovirales o lentivirales trabaja sin un donador de empalme 
retroviral, un casete de expresión para un o con un transgén y una región U3 3' acortada de acuerdo con la 40 

invención (denominada ∆ o d), una región R 3' y una sección de poliA unida (cola de poliA), así como un vector para 
la transcripción del ARN viral que, adicionalmente a una secuencia de ácido nucleico que codifica el ARN viral, en 5' 
delante de su región R 5' presenta un promotor eucariota o viral y en el que la secuencia de ácido nucleico que 
codifica el ARN viral está presente en forma de ADN que en la LTR SIN 3' presenta una sección de poliA. 
 45 
Además, la invención facilita el uso del ARN viral y una partícula viral que contiene el ARN viral como medicamento 
y para la producción de una composición farmacéutica para el uso para la transducción de células diana, por 
ejemplo, de células somáticas de un ser humano, así como composiciones farmacéuticas que comprenden ARN 
viral o partículas virales que contienen el ARN viral, y el uso de tales composiciones farmacéuticas como 
medicamento para la transferencia del transgén a células, en particular para la terapia génica. 50 
 
Además, la invención se refiere a células que presentan una secuencia de ácido nucleico integrada o no integrada 
que se han generado mediante puesta en contacto con partículas virales de acuerdo con la invención y que 
contienen una región U3 de acuerdo con la invención, por ejemplo, una sección de ADN que se ha producido 
mediante transcripción inversa a partir de un ARN viral de acuerdo con la invención. Esto podrían ser células 55 
animales extracorpóreas o intracorpóreas, a excepción de células germinales humanas. 
 
El casete de expresión presenta un promotor y al menos una secuencia transcribible y/o traducible de un transgén, 
que puede ser un gen homólogo o heterólogo a la célula diana, y preferentemente cadena abajo de la secuencia 
transcribible del transgén, un PRE u otras secciones o módulos de ácido nucleico reguladores post-60 
transcripcionales. La secuencia transcribible puede presentar también sitios de entrada de ribosomas internos 
(IRES) junto con secuencias codificantes de proteína, dispuestas cadena abajo con respecto a los mismos, así como 
otras secuencias de ácido nucleico funcionales o secuencias de ácido nucleico que codifican enzimas (por ejemplo, 
promotores bidireccionales, secuencias codificantes para sitios de corte de proteasa 2A o genes de proteasa 2A). 
Además, opcionalmente en la región U3 3' delecionada, por ejemplo, en el sitio de corte por restricción contenido allí 65 
se puede incluir una secuencia de aislador que debilita una interacción del transgén con secuencias genómicas 
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adyacentes, o puede estar introducida una secuencia de reconocimiento de recombinasa que comprende, por 
ejemplo, una secuencia de reconocimiento del grupo que comprende rox, loxP, FRT. Después de la transcripción 
inversa realizada y la copia en la LTR 5', mediante adición o expresión de recombinasa en células diana se puede 
activar la secuencia de reconocimiento de recombinasa y, por ejemplo, se puede invertir o retirar una secuencia de 
ácido nucleico dispuesta entre secuencias de reconocimiento de recombinasa en el ADN integrado (por ejemplo, una 5 
parte del casete de expresión). Otras secuencias que se pueden incluir en la región U3 3' comprenden, por ejemplo, 
secuencias diana de micro-ARN, ARN horquillado corto o secciones de secuencia que facilitan la comprobación de 
la inserción a través de PCR. 
 
La región U3 delecionada contenida en la LTR SIN 3' de acuerdo con la invención permite, a pesar de la deleción de 10 
los elementos potenciadores y promotores de la región U3 de tipo natural, la generación de partículas virales con 
títulos que se consiguen frente a los títulos para vectores con LTR de tipo natural en células de empaquetamiento, 
de tal manera que se evitan las reducciones espectaculares del título viral observadas con frecuencia en caso de 
deleciones de regiones U3. 
 15 
La transcripción de transgenes que están dispuestos en el casete de expresión se controla mediante el promotor del 
casete de expresión, que se denomina también promotor interno. Actualmente se supone que las regiones U3 
delecionadas de acuerdo con la invención presentan una señal de poliA que evita una transcripción de parte a parte 
más allá de la secuencia del vector y que se aprovecha la señal de poliA correcta. Esta suposición se respalda por la 
expresión 3 veces mejor de un transgén del casete de expresión de un vector de acuerdo con la invención en 20 
comparación con la expresión del transgén de un vector con LTR 3' de tipo natural. 
 
De forma particularmente preferente, la secuencia de ácido nucleico del vector viral presenta una deleción completa 
de las secuencias que codifican proteínas estructurales virales, incluyendo el sitio donador de empalme (SD), por 
ejemplo, una deleción completa de las secuencias gag, env, pol y src. Se ha mostrado que con vectores de ASLV 25 
con deleción de las secuencias que codifican las proteínas estructurales virales se deleciona también el sitio 
donador de empalme. Sorprendentemente, se ha mostrado que un vector de este tipo a base de ASLV permite el 
empaquetamiento del ARN viral en células de empaquetamiento mediante el sistema de separación-
empaquetamiento. Esto es inesperado en el sentido de que en vectores retrovirales conocidos, partes de las 
secuencias virales codificantes son necesarias para el empaquetamiento, ya que en la región de las secuencias que 30 
codifican las proteínas estructurales virales están contenidas señales para la exportación del ARN, la interacción con 
la nucleocápside viral y la transcripción inversa, tal como, por ejemplo, en VIH. Por tanto, el vector puede contener la 

señal de empaquetamiento (ψ), que está comprendida en la SEC ID Nº 5 por los nucleótidos 1042-1292, sin 
secciones de secuencias que codifican proteínas estructurales virales. 
 35 
La forma de realización preferente de acuerdo con la invención en la que la secuencia de ácido nucleico del vector 
viral no presenta ningún donador de empalme viral es una diferencia significativa con respecto a vectores lentivirales 

o γ-retrovirales conocidos que presentan el donador de empalme viral natural cadena abajo del sitio de unión de 
cebador. Estos vectores conocidos necesitan el donador de empalme para la generación de elevados títulos de 
partículas virales. Sorprendentemente, se ha mostrado que el vector también sin su donador de empalme natural u 40 
otro da títulos elevados en células de empaquetamiento. Ya que el donador de empalme natural de ASLV se 
encuentra en el gen gag, su deleción completa conduce también a la eliminación del donador de empalme. Además, 
preferentemente de acuerdo con la invención tampoco el aceptor de empalme viral está contenido en el vector. El 
aceptor de empalme de ASLV se encuentra en el gen pol, de tal manera que su deleción completa también conduce 
a la eliminación del aceptor de empalme. 45 
 
En el vector, la deleción de donador de empalme y aceptor de empalme conduce a la optimización de la producción 
de partículas virales en células de empaquetamiento y otorga al vector adicionalmente una mejor seguridad 
biológica, ya que se dificulta la recombinación hasta retrovirus con competencia de replicación. También en el caso 
de inserciones intragénicas del vector es menos probable una posible interferencia con señales de empalme 50 
celulares. 
 
El vector en la zona 5' presenta una región R, una región U5 y la señal de empaquetamiento en una secuencia de 
ácido nucleico que no codifica ninguna proteína estructural viral y a la que le sigue por ejemplo directamente, en 
particular después de la región líder, en 3' el casete de expresión del transgén. Se ha mostrado que el vector viral en 55 
su extremo 5' puede presentar una región R, región U5 y una señal de empaquetamiento que está comprendida por 
los nucleótidos Nº 1042 a 1292 de la SEC ID Nº: 5 o está compuesta de los mismos, estando dispuesto 
preferentemente en 3' limitando con esta secuencia el casete de expresión con el transgén. 
 
Para los fines de la invención se indican las disposiciones de elementos genéticos de 5' a 3', siempre que no sed 60 
describa de otro modo; las secuencias de nucleótidos están indicadas de 5' a 3'. 
 
Descripción detallada de la invención 
 
La invención se describe ahora de forma más detallada mediante ejemplos con referencia a las figuras, en las que 65 
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- La Figura 1 muestra la estructura esquemática del tipo natural de ASLV, 
- La Figura 2 muestra la estructura esquemática de un vector SIN y un plásmido que contiene el vector, 
- La Figura 3 muestra la estructura esquemática de un primer plásmido auxiliar, 
- La Figura 4 muestra la estructura esquemática de un segundo plásmido auxiliar, 
- La Figura 5 muestra una comparación de la región U3 de tipo natural (U3) con la región U3 delecionada (dU3) 5 

de acuerdo con la invención, de la región U3 delecionada de acuerdo con la invención sin caja TATA (dU3 
noTATA) y con la región U3 delecionada de acuerdo con la invención con caja TATA mutada (dU3 TATAmut), 

- La Figura 6 muestra un mapa de plásmido de un vector de acuerdo con la invención en el que el casete de 
expresión EGFP codifica como ejemplo un transgén, 

- La Figura 7 muestra un mapa de plásmido con el vector de acuerdo con la invención en el que está mutada la 10 
caja TATA de la región U3, 

- La Figura 8 muestra un mapa de plásmido con vector de acuerdo con la invención, en cuya región U3 está 
delecionada adicionalmente la caja TATA, 

- La Figura 9 muestra un mapa de plásmido de un primer plásmido auxiliar para la traducción de la proteína de 
fusión gag-pol, 15 

- La Figura 10 muestra un mapa de plásmido de un primer plásmido auxiliar en el que la secuencia que codifica 
la proteína de fusión gag-pol está optimizada en cuanto a codones para una célula de empaquetamiento y/o 
diana humana, 

- La Figura 11 muestra gráficamente la magnitud de la expresión de un transgén (EGFP) del vector de acuerdo 
con la invención en comparación con la expresión de un vector viral con LTR 3' de tipo natural, 20 

- La Figura 12 muestra gráficamente la magnitud de la expresión de un transgén (EGFP) de vectores SIN de 
acuerdo con la invención, 

- La Figura 13 muestra una representación de la estructura integrada de un vector de acuerdo con la invención 

en comparación con la estructura de un vector SIN lentiviral o γ-retroviral, 
- La Figura 14 muestra esquemáticamente construcciones de ácido nucleico de ADN para la transcripción de 25 

ARN viral con casetes de expresión que contiene funcionalmente en 5' con respecto a un gen indicador la 
secuencia de ácido nucleico que se debe ensayar en cuanto a actividad promotora y potenciadora y 

- La Figura 15 muestra la magnitud de la expresión del gen indicador en células que están transfectadas con 
ARN viral de la Figura 14 y que mide la actividad promotora/potenciadora. 

 30 
En la descripción de la U3 SIN de acuerdo con la invención se efectúa la numeración de los nucleótidos en relación 
con la secuencia de nucleótidos de la U3 de tipo natural de ASLV y correspondientemente, las deleciones o 
secciones de la región U3 SIN están indicadas correspondientemente a la numeración de los nucleótidos de la U3 
de tipo natural. 
 35 
La Figura 1 muestra la estructura esquemática del ASLV de tipo natural en el que las LTR contienen una región U3, 
una región R y una región U5 limitando entre sí. Las LTR son respectivamente idénticas, ya que en la replicación 
viral la región U3 de la LTR 3' se copia en el extremo 5' y las regiones R y U5 de la LTR 5' se copian en la LTR 3'. El 
inicio de la transcripción +1 define el extremo 5' de la región R 5'. 
 40 
La Figura 2 muestra el vector a nivel de plásmido, en cuyo extremo 5' está dispuesto un promotor delante de la 
región R para posibilitar la transcripción a partir de la región R 5'. Este promotor 5' de la LTR 5', a causa del inicio de 
la transcripción en +1 como primer nucleótido de la región R 5' no está contenido en el ARN viral; el ARN viral que 
se genera está compuesto de las zonas entre el nucleótido +1 de la región R 5' y el extremo 3' de la región R 3' más 
cola de poliA. Correspondientemente, las partículas virales contienen un ARN viral que se produce a partir de la 45 
sección del vector que comprende la región R 5' (incluyendo el nucleótido +1) hasta el extremo 3' de la región R 3' 
con cola de poliA adjunta. El promotor mostrado en la Figura 2 cadena arriba de la región R 5' del vector viral, que 
preferentemente está compuesto de un potenciador de SV40 y una región U3 del tipo natural de RSV (Virus del 
Sarcoma de Rous), no se convierte en parte del ARN viral, sino que controla la transcripción eficaz del ARN viral de 
una secuencia de ADN correspondiente en la Figura 2. En el presente caso está mostrado el vector en el nivel de 50 
plásmido, como una secuencia de ADN que codifica el ARN viral que puede ser parte de un plásmido del cual se 
transcribe el ARN viral. 
 
Como se indica en la Figura 2, el vector viral entre las LTR y correspondientemente después de la región líder 
contiene un casete de expresión que presenta al menos un promotor interno, por ejemplo, el promotor de SFFV y 55 

EFS (factor de elongación 1α), con una secuencia de nucleótidos que codifica un transgén (gen), preferentemente 
con un PRE dispuesto en 3'. 
 
El PRE, que preferentemente es WPRE, del casete de expresión presenta preferentemente una deleción X-ORF y/o 
mutaciones de ATG: 60 
 
El vector y el ARN viral de acuerdo con la invención presentan al menos en la LTR 3' una región U3 con deleciones 
que inactivan cualquier actividad promotora de la LTR. En 5' delante de la LTR SIN 3' y/o dentro de la región U3 3', 
el vector viral puede contener elementos genéticos homólogos y/o heterólogos, por ejemplo, secuencias que 
comprenden miARN, ARNhc, ARN potenciadores de la poliadenilación, secuencias de reconocimiento de 65 
recombinasa, USE y/o aisladores. 
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Entre los elementos de la LTR 5' y de la LTR 3', preferentemente entre las regiones de la LTR 5' y el casete de 

expresión, el vector presenta preferentemente un sitio de unión de cebador y una señal de empaquetamiento (ψ). 
 
A diferencia de los retrovirus con competencia de replicación, el vector viral no presenta ninguna secuencia que 
codifique gag-pol y/o proteínas de envoltura. 5 
 
Las proteínas virales que se requieren para la generación de una partícula viral del ARN viral son codificadas por 
plásmidos auxiliares independientes, preferentemente un primer plásmido auxiliar que presenta una secuencia que 
codifica la proteína de fusión gag-pro-pol en un casete de expresión entre un promotor y una secuencia de 
poliadenilación, tal como se muestra en la Figura 3, y un segundo plásmido auxiliar que contiene una secuencia que 10 
codifica la proteína de envoltura (env) en un casete de expresión, tal como se muestra por ejemplo en la Figura 4, 
entre un promotor de CMV (citomegalovirus) y una secuencia de poliadenilación. Para la pseuditipificación, la 
secuencia que codifica la proteína de envoltura puede estar compuesta de una secuencia que codifica la proteína de 
envoltura de MLV ecotrópico/anfotrópico, VSVg, RD114, GALV o quimeras de los mismos, por ejemplo, RD114/TR. 
 15 
El primer plásmido auxiliar presenta en su secuencia codificante preferentemente el desplazamiento de fase de 
lectura de -1 entre el extremo 3' de la secuencia que codifica gag-pro y el extremo 5' de la secuencia que codifica 
pol, lo que se muestra en la Figura 3 mediante las cajas desplazadas entre sí para gag-pro o pol. 
 
De forma particularmente preferente, las secuencias codificantes de los plásmidos auxiliares están adaptadas al uso 20 
de codones de la célula diana, es decir, optimizadas en cuanto a codones, ya que para la invención se ha mostrado 
que el título debido a esta optimización de codones para la proteína de fusión gag-pro-pol, preferentemente también 
para la proteína de envoltura env, obtiene un aumento de título en células auxiliares de aproximadamente el factor 
50. Por tanto, la invención posibilita un procedimiento de producción en títulos o cantidades de partículas virales, tal 
como se requieren para aplicaciones clínicas, mediante producción de partículas virales que contienen el ARN viral 25 
de acuerdo con la invención, con un primer y un segundo plásmido auxiliar, por ejemplo, mediante cultivo de una 
célula de empaquetamiento. 
 
La Figura 5 muestra una visión general de las secuencias preferentes de la región U3 3' de acuerdo con la invención 
del vector viral en comparación con la secuencia de la U3 de tipo natural (SEC ID Nº: 1) de ASLV. Las regiones U3 30 
de acuerdo con la invención presentan preferentemente una deleción de los nucleótidos 28-186 de la U3 de tipo 
natural. La forma de realización SEC ID Nº: 2, denominada delta (d) U3, preferentemente está compuesta de los 
nucleótidos 1-27 y los nucleótidos 187-229 de la U3 de tipo natural, estando mutados también los nucleótidos 187 y 
189 en C o T, de tal manera que resulta allí un sitio de corte por restricción para SnaBI (TACGTA). Esta región U3 
delecionada, denominada también U3 SIN, presenta todavía la caja TATA original que se identificó como los 35 
nucleótidos 200-206 de la U3 de tipo natural. 
 
En una forma de realización preferente está mutada también la caja TATA de la U3 SIN, de tal manera que se 
elimina la función de una caja TATA. En la SEC ID Nº: 3 (dU3 TATAmut) está mostrada una realización preferente 
de una caja TATA mutada, en la que están mutados los nucleótidos 201-203, de tal manera que se destruye la 40 
función de la caja TATA. 
 
En una forma de realización más preferente, la deleción en relación con la región U3 de tipo natural comprende los 
nucleótidos 28-205 (dU3 no TATA; SEC ID Nº: 4), estando mutados los nucleótidos 203-204 para evitar la 
generación de una caja TATA mediante secciones que limitan entre sí y/o para producir un sitio de corte en los 45 
nucleótidos adyacentes entre sí 26-27 y 203-206, por ejemplo, mediante mutación de los nucleótidos 203-205 en 
CGT para producir un sitio de corte singular para la enzima de restricción SnaBI (TACGTA). 
 
Los vectores virales comprenden, por tanto, también variantes en las que en la zona de la deleción de los 
nucleótidos 28-222, preferentemente en la zona de los nucleótidos 28-190 o 28-206 en la SEC ID Nº: 1 pueden estar 50 
insertados elementos genéticos heterólogos u homólogos, por ejemplo, heterólogos u homólogos en relación con la 
célula diana, preferentemente mediante un sitio de corte por restricción en las secciones que se han mencionado 
anteriormente. 
 
Ejemplo 1: Producción de partículas virales con vector SIN de ASLV 55 
 
Como ejemplos de vectores de acuerdo con la invención que codifican un ARN viral de acuerdo con la invención se 
construyeron plásmidos que estaban bajo el control de un promotor que estaba compuesto de un elemento 
potenciador de SV40 (SV40 enhancer) y el promotor de RSV (RSV) y directamente limitando con el promotor 
presentaban la región R, la región U5, un casete de expresión para un transgén y una LTR SIN 3' de una región U3 60 
SIN de acuerdo con la invención, una región R y una región U5. El casete de expresión comprendía el promotor U3 
del virus formador de focos esplénicos (SFFV), una secuencia codificante de EGFP como ejemplo de un transgén y 
un WPRE (PRE). 
 
La región U3 SIN se correspondía con la SEC ID Nº: 2 para el vector mostrado en la Figura 6, como alternativa con 65 
la SEC ID Nº: 3 para el vector mostrado en la Figura 7 o con la SEC ID Nº: 4 para el vector mostrado en la Figura 8. 
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La secuencia del vector de la Figura 6 está contenida en la SEC ID Nº: 5. Correspondientemente, un vector o un 
plásmido que codifica un ARN de acuerdo con la invención contiene una LTR SIN 3' con una secuencia que se 
corresponde con los nucleótidos 3282-3452 de la SEC ID Nº: 5. El ARN viral transcrito por ello contiene la región U3 
3' de acuerdo con la invención contenida en su interior. 
 5 
La secuencia del vector de la Figura 7 está contenida en la SEC ID Nº: 9. Correspondientemente, un vector por el 
cual se transcribe un ARN viral de acuerdo con la invención contiene una LTR SIN 3' con una secuencia 
correspondiente a los nucleótidos 3282-3452 de la SEC ID Nº: 9. El ARN viral contiene en la LTR SIN 3' la región U3 
3' de acuerdo con la invención y la región R, sin embargo no la región U5. 
 10 
La secuencia del vector de la Figura 8 está contenida en la SEC ID Nº: 7. Correspondientemente, un vector por el 
cual se transcribe un ARN viral de acuerdo con la invención contiene una LTR SIN 3' con una secuencia 
correspondiente a los nucleótidos 3282-3436 de la SEC ID Nº: 7. 
 
Además, un vector viral o un ARN viral contiene una región R de tipo natural y una región U5 de tipo natural como 15 
LTR 5' y, limitando directamente con esto en 5', en la forma en la que la secuencia de nucleótidos para el ARN viral 
está contenida en un plásmido, un promotor eucariota o viral, preferentemente la secuencia potenciadora de SV40 
junto con el promotor de RSV, correspondiente a los nucleótidos 452-921 de la SEC ID Nº: 9. 
 
La secuencia que codifica eGFP de la SEC ID Nº: 5 está indicada como secuencia de aminoácidos SEC ID Nº: 6, la 20 
eGFP de la SEC ID Nº: 7 como SEC ID Nº: 8 y la eGFP de la SEC ID Nº: 9 como SEC ID Nº: 10. 
 
Para la generación de partículas virales se introdujeron los plásmidos según las Figuras 6 a 8 en células HEK293T 
que mediante transfección transitoria o integración estable contenían también un primer plásmido auxiliar para la 
expresión de la proteína de fusión gag-pol de ASLV. En la Figura 9 está mostrado un mapa esquemático de 25 
plásmido, la secuencia se adjunta como SEC ID Nº: 11 y contiene como secuencia codificante la proteína de fusión 
gag-pol en los nucleótidos 1475-6291. La secuencia de aminoácidos codificada por la SEC ID Nº: 11 de gag se 
corresponde con la SEC ID Nº: 12, la secuencia de aminoácidos codificada por la SEC ID Nº: 11 de pol se 
corresponde con la SEC ID Nº: 13. 
 30 
De forma particularmente preferente, el primer plásmido auxiliar estaba provisto de una secuencia codificante para la 
proteína de fusión gag-pol, cuyos codones estaban adaptados al uso de codones de la célula de empaquetamiento, 
en particular de células de mamífero, tales como, por ejemplo, células humanas. Un plásmido de este tipo está 
mostrado esquemáticamente en la Figura 10; la secuencia de ácido nucleico está contenida como SEC ID Nº: 14. 
Correspondientemente, un primer plásmido auxiliar preferente o una célula de empaquetamiento humana en forma 35 
integrada contiene la secuencia codificante para la proteína gag optimizada en cuanto a codones correspondiente a 
los nucleótidos 1475-3436 de la SEC ID Nº: 14, cuya secuencia de aminoácidos se corresponde con la SEC ID Nº: 
15, y/o la secuencia codificante para la proteína pol optimizada en cuanto a codones correspondiente a los 
nucleótidos 3738-6291 de la SEC ID Nº: 14, cuya secuencia de aminoácidos se corresponde con la SEC ID Nº: 16, 
preferentemente la secuencia codificante para la proteína de fusión gag-pol optimizada en cuanto a codones 40 
correspondiente a los nucleótidos 1475-6291 de la SEC ID Nº 14. 
 
En condiciones de cultivo habituales de la célula de empaquetamiento, para las partículas virales de acuerdo con la 
invención con una de las regiones U3 SIN mostradas de los vectores de la SEC ID Nº: 7, 9 u 11 se obtuvo 
respectivamente el mismo título que para una construcción comparativa (no mostrada) en la que la región U3 3' se 45 
correspondía con el tipo natural de ASLV, en concreto aproximadamente 1 x 10

6
/ml. 

 
Por tanto, para el procedimiento de acuerdo con la invención para la producción de partículas virales se prefiere que 
las células de empaquetamiento sean células humanas cultivadas que presenten una secuencia de ácido nucleico 
que codifique los genes estructurales virales, por ejemplo, gag-pol, con uso de codones humano, no presentando 50 
estos genes estructurales preferentemente ningún donador de empalme activo y/o sitio aceptor de empalme para 
evitar un empalme dentro de las secuencias codificantes y alcanzar, por tanto, una elevada expresión en las células 
de empaquetamiento. 
 
Para el control de la transfección de células diana con ARN viral se infectaron fibroblastos HT1080 humanos. A 55 
continuación del cultivo, después de la transfección se determinó la expresión del transgén (EGFP) mediante FACS. 
En la comparación con partículas virales, cuya LTR 3' era de ASLV de tipo natural, se pudo mostrar para los 
vectores virales descritos con LTR SIN 3' una expresión un factor 3 veces mayor del transgén. 
 
La Figura 11 muestra la expresión del transgén ilustrativo EGFP de un casete de expresión correspondiente a la 60 
Figura 7 en células diana que estaban transducidas con vector viral. Se obtuvieron partículas virales del 
sobrenadante de células de empaquetamiento (pseudotipificadas con VSVg), que contenían un plásmido que 
codificaba ARN viral de acuerdo con la invención de acuerdo con la SEC ID Nº: 5 (ASLV dU3, barras derechas 
claras) o un ARN viral con U3 3' de tipo natural (ASLV U3, barras izquierdas oscuras; U3 de tipo natural véase la 
SEC ID Nº: 1). Para la transducción se ajustaron partículas virales en células HT1080E, se cultivaron durante 6 días 65 
y a continuación se analizaron mediante citometría de flujo. En el experimento 1, la proteína de fusión gag-pol de 
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tipo natural (nucleótidos Nº 1475 a 6291 en la SEC ID Nº: 11), en el experimento 2 estaba optimizada en cuanto a 
codones (nucleótidos Nº 1475 a 6291 en la SEC ID Nº 14). El resultado, que la partículas viral de acuerdo con la 
invención con una región U3 3' de acuerdo con la invención frente a la partícula viral con región U3 de tipo natural 
causaba una expresión aproximadamente 3 veces mayor del transgén en células diana. Esto se cumple tanto para el 
uso de gag/pol de tipo natural (experimento 1) como del plásmido auxiliar gag-pol optimizado en cuanto a codones 5 
(experimento 2). En ambos casos se produce un aumento de aproximadamente 3 veces de la expresión del 
transgén en células diana para partículas virales de acuerdo con la invención (dU3) en comparación con partículas 
comparativas (U3) de tipo natural. 
 

 Intensidad de fluorescencia media 

Experimento ASLV U3 ASLV dU3 

1 (gag-pol de tipo natural) 503,8 +/- 15,1 1748,2 +/- 112,6 

2 (gag-pol optimizado en cuanto a 
codones) 

791,3 +/- 48,7 22275,6 +/- 120,6 

 10 
La Figura 12 muestra los valores de la expresión del transgén ilustrativo EGFP de un casete de expresión en células 
diana que estaban transducidas con vector viral que contenían ARN viral transcrito de un plásmido según la SEC ID 
Nº: 5 (SIN, de acuerdo con la invención), la SEC. ID Nº: 9 (TATAmut) o SEC ID Nº: 7 (no TATA). Como se ha 
descrito anteriormente, se generaron partículas virales en células de empaquetamiento que traducían proteína de 
fusión gag-pol optimizada en cuanto a codones y proteína de envoltura de VSVg. Las células HT1080 se 15 
transdujeron con partículas virales, se cultivaron durante 6 días y después se analizaron mediante FACS. Los 
valores mostrados hacen evidente que la región U3 3' de acuerdo con la invención en todos los ARN virales o 
partículas virales de acuerdo con la invención da lugar a una elevada eficacia de la expresión del transgén en 
células diana. Los resultados están representados también en la siguiente tabla: 
 20 

 Intensidad de fluorescencia media 

ASLV dU3 3616,9 +/- 15,8 

ASLV dU3 TATAmut 3020,4 +/- 227,8 

ASLV dU3 no TATA 3463,2 +/- 252,8 

 
Una realización preferente del vector, por ejemplo, de su ARN viral, contenido opcionalmente en partículas virales, 
no presenta secuencias virales codificantes, por ejemplo, ninguna secuencia que comprenda completa o 
parcialmente uno de los genes estructurales gag, env, src o pol. Por tanto, se prefiere que el ARN viral del vector o 
la secuencia transcrita de ácido nucleico de un plásmido que codifica el ARN viral del vector, la región R 5', la región 25 
U5 5' y la zona que comprende la señal de empaquetamiento y que se extiende hasta limitando con el casete de 
expresión del transgén esté compuesto de estas zonas y por ejemplo tampoco contenga ningún sitio donador de 
empalme. Una secuencia preferente para la región R 5', la región U5 5' y la zona que comprende la señal de 
empaquetamiento y que se extiende hasta limitando con el casete de expresión del transgén comprende los 
nucleótidos Nº 922 a 1292 de la SEC ID Nº: 5 o está compuesta de esta secuencia de nucleótidos. Esta secuencia 30 
de nucleótidos puede estar acortada opcionalmente en 3', por ejemplo, en 140 nucleótidos, preferentemente en 10 a 
56 nucleótidos. 
 
En esta forma en la que la región del ARN viral en su extremo 5' y, por tanto, en 5' directamente limitando con el 
casete de expresión del transgén está compuesta de secuencias no traducidas, en particular de una región R, una 35 
región U5 y la señal de empaquetamiento, por tanto, no están contenidas secciones de gag, env, src o pol. 
 
Esta forma de realización está mostrada esquemáticamente en la Figura 13 que aclara que esta sección 5' del 

vector, que se denomina también líder, es claramente más corta que la región 5' de vectores SIN lentivirales o γ-

retrovirales. Mientras que en vectores SIN lentivirales y muchas versiones γ-retrovirales la señal de 40 

empaquetamiento ψ se solapa con genes estructurales virales, sorprendentemente, en el vector alfarretroviral puede 
estar contenida la señal de empaquetamiento sin secciones de secuencias virales codificantes. Por tanto, el vector 
de acuerdo con la invención (vector SIN alfarretroviral) se denomina líder sin gag. Además, en el vector se puede 
haber eliminado el sitio donador de empalme viral o haberse convertido en no funcional mediante mutación. Esto es 

posible a causa del solapamiento con funciones de empaquetamiento, por ejemplo, en vectores lenti- o γ-retrovirales 45 
solo con reducción del título. Además, la retirada completa de secciones de secuencias virales codificantes permite 
el acortamiento de la sección de la secuencia de vector que está dispuesta en 5' delante del casete de expresión del 

transgén, por ejemplo, de 371 nucleótidos (nucleótidos, pb). Por tanto, en comparación con vectores lentivirales y γ-
retrovirales se crea particularmente mucho espacio para recibir secuencias de transgenes. El casete de expresión 
está compuesto en estos ejemplos respectivamente del promotor interno fuerte de SFFV, la secuencia codificante 50 
para la proteína fluorescente verde (EGFP) como gen indicador y el WPRE. 
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Ejemplo 2: Expresión a largo plazo del transgén en células diana eucariotas 
 
Como ejemplo del uso del vector viral como medicamento, por ejemplo, para la terapia génica, se transdujeron 
células madre sanguíneas con partículas virales de acuerdo con la invención. Se transdujeron células de médula 
ósea aisladas de ratones (cepa C57BL6) con partículas virales de acuerdo con la invención y para la comparación 5 
con partículas lentivirales. Como transgén estaba contenido respectivamente EGFP en el mismo casete de 
expresión bajo el control del promotor de SFFV. En condiciones de igual eficacia se transfectaron las células por el 
vector lentiviral hasta el 39 % y, por tanto, un factor de 1,6 más que por el vector descrito (24 %). Esto se puede 
deber a que las partículas lentivirales pueden transducir también células en reposo inactivas en cuando a división, 

mientras que las partículas α-retrovirales de acuerdo con la invención pueden transducir células preferentemente 10 
durante la división. 
 
Las células madre sanguíneas transducidas se trasplantaron en respectivamente 8 ratones irradiados de forma letal 
de la misma cepa. Se identificaron células transducidas mediante FACS de sangre periférica. Después de 31 
semanas, la parte de leucocitos positivos a EGFP transducidos para vectores lentivirales había aumentado con el 15 
32,9 +/- 8,9 % aproximadamente al doble del valor para los vectores de acuerdo con la invención (16,1 +/- 12 %). 
 
De ambos grupos se extrajeron de los animales con los mayores títulos de células positivas a EGFP médula ósea y 
se trasplantó respectivamente en 5 animales irradiados letalmente de un segundo grupo. 6 semanas después de 
este trasplante, la parte de leucocitos positivos a EGFP para las células madre transducidas con lentivirus con 40,6 20 
+/- 5,9 se encontraba todavía aproximadamente el 30 % por encima de la parte en células madre transducidas de 
acuerdo con la invención (32,6 +/- 8,1 %). Esto muestra que la velocidad de silenciamiento epigenético de la 
expresión del transgén para los vectores no es sustancialmente mayor que en vectores lentivirales. 
 
Ejemplo 3: Comprobación del menor riesgo por mutagénesis de inserción de los vectores 25 
 
En un ensayo in vitro desarrollado por los inventores (Mol. Ther. 1919-1928 (2009)) se comprobó el riesgo de la 
activación de oncogén en la transducción o transfección con el vector viral. Una activación de oncogén, por ejemplo, 
mediante inserción de secuencias virales en la proximidad genómica, a este respecto conduce a la transformación 
de células hematopoyéticas primarias. Dicho brevemente, en este ensayo se examina con qué frecuencia y con qué 30 
grado de manifestación se produce la activación por inserción de proto-oncogenes celulares que favorecen la 
transformación tales como Evil. En este ensayo se ponen en contacto células hematopoyéticas primarias del ratón 
no tratado, por ejemplo, cepa C57BL6, con partículas virales. Después de esta transducción se determina la 
frecuencia de la transformación mediante cultivo en condiciones que causan la diferenciación mieloica, realizándose 
la nueva siembra de tales diluciones celulares en las que las células no transformadas a causa de la supresión 35 
desencadenada por la dilución de la capacidad de división remanente no proliferan, sino que proliferan solo las 
células transformadas. En células transformadas está regulada al alza por ejemplo la expresión de proto-oncogenes 
por mutagénesis de inserción. Este ensayo cuantifica por tanto la frecuencia de transformación en relación con 
células transducidas. La vitalidad o estabilidad de los transformantes se puede determinar como el resultado del 
cultivo de células transformadas después de la nueva siembra o resiembra en placas. 40 
 

A este respecto se ha mostrado que los vectores γ-retrovirales y los vectores lentivirales conducen a una frecuencia 
de transformación de aproximadamente 1 x 10

-5
 o 5 x 10

-6
 (Mol. Ther. 1919-1928 (2009)). En enfoques paralelos se 

comprobó para los vectores descritos una frecuencia de transformación de aproximadamente 3,6 x 10
-6

 que, por 
tanto, se encontraba todavía por debajo del valor comprobado para vectores lentivirales. Además de la frecuencia de 45 
transformación, en este ensayo se analiza la vitalidad o viabilidad de las células transformadas. El valor para esta 
viabilidad se encontraba para 3 de 4 células aisladas hasta ahora que se habían transformado por el vector 
aproximadamente 10 veces menor que el valor promedio para células transformadas por lentivirus. Estos resultados 
muestran mediante la reducida frecuencia de transformación y la reducida vitalidad de células transformadas por el 

vector α-retroviral de acuerdo con la invención que el mismo ofrece una mejor seguridad frente a la activación de 50 

oncogén que los vectores anteriores γ-retrovirales o lentivirales. Se puede reducir adicionalmente el riesgo de la 
transformación de inserción mediante la selección de secuencias promotoras internas apropiadas. 
 
Ejemplo 4: Determinación de deleciones de la región U3 3', que eliminan su actividad promotora y potenciadora 
 55 
La deleción o la sustitución de nucleótidos de la región U3 para la reducción o eliminación de la actividad promotora 
y potenciadora se determina preferentemente con un ensayo de actividad en el que se mide la expresión de un gen 
indicador que está dispuesto funcionalmente en 3' con respecto a la región U3 provista de deleciones. Cuando la 
expresión de un gen indicador que está dispuesto en 3' funcionalmente con respecto a la región U3 delecionada o 
sustituida se determina en el nivel de la actividad de fondo del gen indicador expresado sin promotor, se elimina de 60 
acuerdo con la invención la actividad promotora. Preferentemente, en 3' del gen indicador está dispuesta una 
secuencia de poliadenilación. Como actividad de fondo del gen indicador expresado se define por ejemplo la 
actividad que se mide sin cualquier región U3 o sin cualquier promotor en 5' del gen indicador. 
 
La Figura 14 muestra esquemáticamente las construcciones de ácido nucleico por recortes con las que se han 65 
llevado a cabo el ensayo de actividad para la actividad promotora y potenciadora delecionada o sustituida de 
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acuerdo con la invención de la región U3. La construcción representada arriba en la Figura 13 muestra como gen 
indicador el gen de luciferasa de Renilla (Rluc) que en 3' está flanqueado por una secuencia de señal de 
poliadenilación de SV40 (pA de SV40) y en 5' por la secuencia de ácido nucleico que se tiene que ensayar en cuanto 
a secuencia promotora y potenciadora, aquí la LTR de tipo natural (U3-R-U5) de ASLV. Bajo esto está mostrada una 

construcción por lo demás idéntica con deleción (∆LTR), cuya región U3 está parcialmente delecionada (∆U3). En 5 
esta construcción están delecionados los nucleótidos 28-186. Aún por debajo está mostrada una construcción por lo 
demás idéntica en la que la LTR está sustituida por completo por una secuencia aleatoria (spacer, espaciador 

derivado del gen de β-lactamasa procariota). En 5' delante de la sección de secuencia viral está dispuesta una señal 
de poliadenilación sintética (pA sin). 
 10 
En la Figura 15 están mostradas las actividades luciferasa de células 293T que están transfectadas con las 
construcciones de la Figura 13 y cultivadas en condiciones idénticas. La medición de la actividad luciferasa se 
realizó en homogenados celulares, la representación muestra valores de luminiscencia relativos que se han 
normalizado a proteína total y eficacia de la transfección. Es evidente que la deleción de acuerdo con la invención 

hasta ∆U3 (ASLV ∆U3) causa una espectacular reducción (de un factor de aproximadamente 400) de la actividad 15 
promotora frente a la LTR de tipo natural (ASLV U3). Los datos después de análisis estadístico unos con respecto a 
otros son muy significativos (**, P<0,01). La sustitución de la LTR por la secuencia aleatoria (spacer) conduce a una 
reducción similar de la actividad promotora. Por tanto, de acuerdo con la invención se puede usar una secuencia 
aleatoria que no presenta una función conocida promotora y potenciadora como secuencia con actividad de fondo. 
Se supone que la actividad de fondo todavía medida de la luciferasa es causada por otros constituyentes del 20 
plásmido en el que está contenido el casete de expresión con el gen indicador. Preferentemente, el gen indicador 
está adaptado al uso de codones de la célula transfectada. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 25 
<110> Universidad de Medicina de Hannover  
Axel, Schambach, Dr.  
Christopher, Baum, Prof. Dr.  
Julia, Sürth 
 30 
<120> Sistema de vector de ASLV 
 
<130> M1013PCT 
 
<160> 16 35 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 
<211> 229 40 
<212> ADN 
<213> Virus de sarcoma aviar 
 
<220> 
<221> misc_feature 45 
<222> (1)..(229) 
<223> Sec ID Nº 1: Región U3 3' de tipo natural de ASLV 
 
<400> 1 
 50 

 
 
<210> 2 
<211> 70 
<212> ADN 55 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> /note = "Sec ID Nº 2: Región U3 con deleción" 
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<400> 2 
 

 
 
<210> 3 5 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> /note = "Sec ID Nº 3: Región U3 con deleción" 
 
<400> 3 
 

 15 
 
<210> 4 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 20 
 
<220> 
<223> /note = "Sec ID Nº 4: Región U3 con deleción" 
 
<400> 4 25 
aatgtagtct tatgcaatac tcttgtacgt agtgcctagc tcgatacaat aaac  54 
 
<210> 5 
<211> 5704 
<212> ADN 30 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> /note = "Sec ID Nº 5: vector viral con región U3 delecionada" 
 35 
<220> 
<221> Potenciador 
<222> (452)..(684) 
<223> Potenciador de SV40 
 40 
<220> 
<221> Promotor 
<222> (693)..(921) 
<223> Promotor de RSV 
 45 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (922)..(942) 
<223> LTR 5': región R 
 50 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (943)..(1022) 
<223> LTR 5': región U5 
 55 
<220> 
<221> PBS 
<222> (1023)..(1041) 
<223> Sitio de unión de cebador 
 60 
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<220> 
<221> promotor 
<222> (1293)..(1684) 
<223> Promotor interno del casete de expresión: SFFV 
 5 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1764)..(2483) 
<223> EGFP: secuencia codificante para eGFP 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (2522)..(3124) 
<223> PRE del casete de expresión 
 15 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3282)..(3351) 
<223> U3 3': Región U3 con deleción 
 20 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3352)..(3372) 
<223> Región R 3' 
 25 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3373)..(3452) 
<223> Región U5 3' 
 30 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 239 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética 
 10 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 5688 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> /note = "Sec ID Nº 7: vector viral con región U3 delecionada" 
 10 
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<220> 
<221> Potenciador 
<222> (452)..(684) 
<223> Potenciador de SV40 
 5 
<220> 
<221> promotor 
<222> (693)..(921) 
<223> Promotor de RSV 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (922)..(942) 
<223> Región R 5' 
 15 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (943)..(1022) 
<223> Región U5 5' 
 20 
<220> 
<221> PBS 
<222> (1023)..(1041) 
<223> Sitio de unión de cebador 
 25 
<220> 
<221> promotor 
<222> (1293)..(1684) 
<223> Promotor interno del casete de expresión: SFFV 
 30 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1764)..(2483) 
<223> EGFP: secuencia codificante para eGFP 
 35 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (2522)..(3124) 
<223> PRE del casete de expresión 
 40 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3282)..(3335) 
<223> Región U3 3' con deleción 
 45 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3336)..(3356) 
<223> Región R 3' 
 50 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3357)..(3436) 
<223> Región U5 3' 
 55 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 239 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética 
 10 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 5704 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> /note = "Sec ID Nº 9: vector viral con deleción y caja TATA mutada en región U3 3' " 
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<220> 
<221> Potenciador 
<222> (452)..(684) 
<223> Potenciador de SV40 
 5 
<220> 
<221> promotor 
<222> (693)..(921) 
<223> Promotor de RSV 
 10 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (922)..(942) 
<223> Región R 5' 
 15 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (943)..(1022) 
<223> Región U5 5' 
 20 
<220> 
<221> PBS 
<222> (1023)..(1041) 
 
<220> 25 
<221> promotor 
<222> (1293)..(1684) 
<223> Promotor de SFFV 
 
<220> 30 
<221> CDS 
<222> (1764)..(2483) 
<223> EGFP: secuencia codificante para eGFP 
 
<220> 35 
<221> misc_signal 
<222> (2522)..(3124) 
<223> PRE 
 
<220> 40 
<221> misc_feature 
<222> (3282)..(3351) 
<223> U3 3' delecionada 
 
<220> 45 
<221> misc_feature 
<222> (3322)..(3328) 
<223> caja TATA mutada en U3 3' delecionada 
 
<220> 50 
<221> misc_feature 
<222> (3352)..(3372) 
<223> Región R 3' 
 
<220> 55 
<221> misc_feature 
<222> (3373)..(3452) 
<223> Región U5 3' 
 
<400> 9 60 
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<210> 10 
<211> 239 5 
<212> PRT 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética 
 5 
<400> 10 
 

 
 

10 

E10721147
06-04-2015ES 2 534 440 T3

 



32 

<210> 11 
<211> 10768 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> /note = "Sec ID Nº 11: primer plásmido auxiliar gag-pol (tipo natural)" 
 
<220> 
<221> Promotor 10 
<222> (232)..(819) 
<223> Promotor de CMV  
 
<220> 
<221> Intrón 15 
<222> (907)..(1463) 
<223> Intrón de beta globina 
 
<220> 
<221> CDS 20 
<222> (1475)..(3586) 
<223> gag: secuencia codificante para Gag, tipo natural 
 
<220> 
<221> CDS 25 
<222> (3604)..(6291) 
<223> pol: secuencia codificante para Pol, tipo natural 
 
<220> 
<221> Señal de poli A 30 
<222> (6368)..(6588) 
<223> Elemento de poli-adenilación de bGH 
 
<400> 11 
 35 
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<210> 12 
<211> 703 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética 
 10 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 895 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética 
 10 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 10768 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> /note = "Sec ID Nº 14: primer plásmido auxiliar para gag-pol optimizado en cuanto a codones" 
 10 
<220> 
<221> Promotor 
<222> (232)..(819) 
<223> Promotor de CMV 
 15 
<220> 
<221> Intrón 
<222> (907)..(1463) 
<223> Intrón de beta globina 
 20 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1475)..(3586) 
<223> gal: secuencia codificante para Gal, optimizada en cuanto a codones 
 25 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3437)..(3737) 
<223> Zona de transición entre zonas que codifican gag y pol (tipo natural) 
 30 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (3574)..(3723) 
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<223> Señal para cambio de fase de lectura (frameshift signal) 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (3604)..(6291) 5 
<223> pol: secuencia codificante para Pol, optimizada en cuanto a codones 
 
<220> 
<221> Señal de poli A 
<222> (6368)..(6588) 10 
<223> Señal de poliadenilación de bGH 
 
<400> 14 
 

 15 
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<210> 15 
<211> 703 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética 
 10 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 895 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética 
 10 
<400> 16 
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REIVINDICACIONES 
 
1. ARN retroviral con una zona 5' que presenta una región R y una región U5 del Virus de la Leucosis/Sarcoma Aviar 
(ASLV) y dispuesto en 3' con respecto a esto un sitio de unión de cebador (PBS), una señal de empaquetamiento 
(ψ), un casete de expresión, una región U3 3' y una región R, caracterizado por que la región U3 3' presenta una 5 
secuencia de nucleótidos correspondiente a la SEC ID Nº: 1, de la cual están delecionados al menos los nucleótidos 
Nº 28 hasta el Nº 186 inclusive, por lo que se elimina la actividad promotora y potenciadora de la región U3 3' y por 
que no están contenidas secuencias de ácido nucleico que codifiquen al menos en parte proteínas estructurales 
virales o un sitio donador de empalme (SD). 
 10 
2. ARN retroviral de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado por que en 3' para la deleción está dispuesta 
una secuencia de poliadenilación. 
 
3. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la región U3 3' 
presenta una secuencia de nucleótidos correspondiente a la SEC ID Nº: 1 y adicionalmente los nucleótidos Nº 200 a 15 
Nº 206 están mutados en una subsecuencia que no es una caja TATA. 
 
4. ARN retroviral de acuerdo con la reivindicación 3, caracterizado por que los nucleótidos Nº 200 a Nº 206 están 
mutados en una secuencia TGTCTAA. 
 20 
5. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la región U3 3' 
adicionalmente el nucleótido Nº 187 está mutado en C y el nucleótido Nº 189, en T. 
 
6. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la región U3 3' 
presenta una secuencia de nucleótidos correspondiente a la SEC ID Nº: 1, de la cual están delecionados 25 
adicionalmente los nucleótidos Nº 187 a Nº 202. 
 
7. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la región U3 3' 
presenta una secuencia correspondiente a las SEC ID Nº: 2, SEC ID Nº: 3 o SEC ID Nº: 4 o está compuesta de las 
mismas. 30 
 
8. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la región U3 3' 
inclusive la región R 3' presenta una secuencia correspondiente a los nucleótidos Nº 3282 a Nº 3372 de la SEC ID 
Nº: 5, una secuencia correspondiente a los nucleótidos Nº 3282 a Nº 3356 de la SEC ID Nº: 7 o una secuencia 
correspondiente a los nucleótidos Nº 3282 a Nº 3372 de la SEC ID Nº: 9 o está compuesta de las mismas. 35 
 
9. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la deleción de la 
región U3 3' está sustituida por una inserción con una secuencia de nucleótidos que no presenta ninguna secuencia 
promotora o potenciadora. 
 40 
10. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la región U3 3' 
presenta una secuencia de ácido nucleico insertada que codifica miARN, ARNhc, un potenciador de la 
poliadenilación, aislador y/o secuencia de reconocimiento para una ADN-recombinasa. 
 
11. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el casete de 45 
expresión presenta de 5' a 3' un promotor, una secuencia de ácido nucleico que codifica un transgén y un elemento 
regulador post-transcripcional (PRE). 
 
12. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la secuencia de 
ácido nucleico que está dispuesta en 5' limitando con el promotor codifica de 5' a 3' un elemento R, limitando 50 
directamente con esto un elemento U5 y una señal de empaquetamiento. 
 
13. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que la secuencia de ácido 
nucleico que está dispuesta en 5' con respecto al casete de expresión presenta la secuencia de los nucleótidos Nº 
922 a 1292 de la SEC ID Nº: 5 o está compuesta de la misma. 55 
 
14. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la región U3 3' 
presenta un sitio de ataque de integrasa en los nucleótidos 1-25 así como una señal de poliA. 
 
15. ADN con un elemento promotor que está dispuesto funcionalmente en 5' con respecto a una secuencia de 60 
nucleótidos que codifica un ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores. 
 
16. ADN de acuerdo con la reivindicación 15, caracterizado por que la secuencia de nucleótidos que codifica ARN 
retroviral presenta una región R 5' y una región U5 5' con una secuencia correspondiente a los nucleótidos Nº 922 a 
1022 de la SEC ID Nº: 5 y en 3' con respecto a esto una LTR 3' con una secuencia correspondiente a los nucleótidos 65 
Nº 3282 a 3452 de la SEC ID Nº: 5 o con una secuencia correspondiente a los nucleótidos Nº 3282 a 3436 de la 

ES 2 534 440 T3

 



66 

SEC ID Nº: 7 o con una secuencia correspondiente a los nucleótidos Nº 3282 a 3452 de la SEC ID Nº: 9. 
 
17. Partícula viral con una proteína de envoltura, caracterizada por que la partícula presenta un ARN retroviral de 
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 14. 
 5 
18. Composición farmacéutica para su uso en la terapia génica, caracterizada por una partícula viral de acuerdo 
con la reivindicación 17. 
 
19. Sistema de separación-empaquetamiento para la generación de partículas retrovirales que comprende un ADN 
que codifica un ARN retroviral, un primer plásmido auxiliar que codifica una proteína de fusión gag-pro-pol y un 10 
segundo plásmido auxiliar que codifica una proteína de envoltura viral, caracterizado por que el ARN retroviral 
presenta una secuencia de nucleótidos de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 14. 
 
20. Sistema de acuerdo con la reivindicación 19, caracterizado por que el ADN que codifica el ARN retroviral, el 
primer plásmido auxiliar y/o el segundo plásmido auxiliar están introducidos por transfección en una célula eucariota 15 
o están integrados en el genoma de una célula eucariota. 
 
21. Sistema de acuerdo con una de las reivindicaciones 19 a 20, caracterizado por que el primer plásmido auxiliar 
codifica la proteína de fusión gag-pro-pol y/o el segundo plásmido auxiliar la proteína de envoltura viral con codones 
que están adaptados al uso de codones de la célula eucariota que los contiene. 20 
 
22. Sistema de acuerdo con una de las reivindicaciones 19 a 21, caracterizado por que el primer plásmido auxiliar 
codifica la proteína de fusión gag-pro-pol con una secuencia de nucleótidos correspondiente a los nucleótidos Nº 
1475 a Nº 6291 de la SEC ID Nº: 14. 
 25 
23. Procedimiento para la producción de partículas virales mediante expresión de una proteína de fusión gag-pro-pol 
y de una proteína de envoltura viral en una célula de empaquetamiento, caracterizado por que el ARN retroviral en 
la célula de empaquetamiento se transcribe de un ADN de acuerdo con una de las reivindicaciones 15 o 16. 
 
24. Partícula viral de acuerdo con la reivindicación 17 para el uso en la terapia génica. 30 
 
25. Partícula viral de acuerdo con la reivindicación 24 para el uso en la terapia génica para la modificación genética 
de células adultas somáticas, células madre hematopoyéticas o células madre embrionarias no humanas. 
 
26. Transducción de células diana mediante puesta en contacto de las células in vitro con un ARN retroviral de 35 
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 14. 
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