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DESCRIPCION
Vector dual para la inhibicién del virus de la inmunodeficiencia humana
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a los campos de biologia molecular y de la virologia. En particular, la
invencion se refiere a vectores de expresion utiles para el tratamiento y prevencién de infecciones HIT.

Antecedentes de la invencion

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) en seres humanos, que hace que el sistema inmunitario falle y aumenta la probabilidad de muerte debido a
infecciones oportunistas. La infeccion por VIH es un gran problema de salud global, tal como se evidencia por su
denominacién como pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud. La mayoria de las personas que estan
infectadas por el VIH acaban desarrollando SIDA, que sesga las vidas de mas de un millén de personas cada afno.

Las terapias antirretrovirales, tales como HAART (terapia antirretroviral altamente activa), que incluye combinaciones
de inhibidores de la transcriptasa inversa anélogos de nucledsidos, inhibidores de la proteasa, e inhibidores de la
transcriptasa inversa no nucledsidos, han disminuido de manera drastica las tasas de morbilidad y mortalidad
causadas por el VIH/SDIA en las regiones del mundo donde esta disponible la terapia. Sin embargo, HAART no cura o
elimina completamente todos los sintomas del VIH/SIDA. HAART también estd asociada con diversos efectos
secundarios, asi como con la apariciéon de cepas de VIH que son resistentes a los inhibidores retrovirales. Por estos
motivos, asi como el alto coste de HAART vy la necesidad de una adhesién estricta, dicha terapia puede ser
relativamente ineficaz para un gran nimero de pacientes.

El documento de Perez E.E. et al., (2005), Clinical Immunology, vol.115, pags. 26-32 describe la supresién de la
infeccion por VIH-1 de linfocitos T CD4 tras la transduccién con un vector de lentivirus que codifica una proteina
inhibidora de la fusion de VIH (C46).

Existe una necesidad en la técnica para desarrollar estrategias mejoradas para tratar y prevenir la infeccién por VIH.
Sumario de la invencién
La invencion en su sentido mas amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

La presente divulgacion proporciona una nueva estrategia terapéutica para tratar y/o prevenir la infeccién por VIH en la
que se usan como diana dos etapas diferentes en la infeccion viral mediante terapia génica. La presente invencion
proporciona un vector, tal como se describe en las reivindicaciones, que codifica un inhibidor de la entrada viral en una
célula hospedadora y un inhibidor de la fusion viral. También se describe en el presente documento un vector que
codifica un inhibidor de la replicacion viral. Por consiguiente, en una realizacién, la presente invencion proporciona un
vector de expresion, tal como se describe en las reivindicaciones, que comprende una primera secuencia de acido
nucleico que codifica un inhibidor de un correceptor de VIH y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica
una proteina que inhibe la fusion del VIH a la célula diana, en el que dicha primera secuencia de &cido nucleico esta
unida operativamente a un primer promotor y dicha segunda secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a
un segundo promotor. El vector de expresion puede ser un vector viral, tal como un vector retroviral o lentiviral. En
algunas realizaciones, la primera y la segunda secuencia de acido nucleico se transcriben a partir de un solo promotor.
En una realizacion particular, hay presente un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) cadena arriba de la segunda
secuencia de acido nucleico.

En determinadas realizaciones, el vector de expresion comprende ademas una tercera secuencia de acido nucleico
que codifica un inhibidor de la replicacién viral. En algunas realizaciones, el tercer acido nucleico esta unido
operativamente a un tercer promotor. En otras realizaciones, se transcriben dos de las tres secuencias de acido
nucleico a partir de un solo promotor (es decir, la primera y la segunda secuencia de acido nucleico o la segunda y la
tercera secuencia de acido nucleico). En otras realizaciones adicionales, las tres secuencias de acido nucleico se
transcriben a partir de un solo promotor. Puede haber presentes uno o mas IRES cadena arriba de la segunda y/o
tercera secuencia de acido nucleico.

De acuerdo con la invencién, la primera secuencia de &cido nucleico del vector de expresion codifica un ARNpi o
ARNhc, que se dirige a un correceptor de VIH. En algunas realizaciones, la molécula de ARNpi o ARNhc comprende
una region bicatenaria que tiene una secuencia que es sustancialmente idéntica y complementaria a CCR5. En otras
realizaciones, la molécula de ARNpi o ARNhc comprende una regidn bicatenaria que tiene una secuencia que es
sustancialmente idéntica y complementaria a CXCR4.

De acuerdo con la invencion, la segunda secuencia de acido nucleico del vector de expresién codifica una proteina que
inhibe la fusién del VIH a la célula diana. La proteina inhibidora de la fusion de VIH es una proteina C46 u otras
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proteinas similares que inhiben la fusién del VIH a la superficie celular y se expresan por transgén para que estén
situadas en la superficie celular (por ejemplo, T20 y sus proteinas relacionadas, enfuvirtida, CPs2M, y sifuvirtida).

En otra realizacion mas de la invencion, el vector puede incluir una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina que inhibe la replicacion del VIH. Por ejemplo, en algunas realizaciones, esta secuencia de acido nucleico
codifica una proteina TRIM5a o un derivado o fusiéon de la misma. En determinadas realizaciones, esta secuencia de
acido nucleico codifica una TRIM5a quimérica en la que el dominio amino terminal es de una proteina TRIM5a humana
y el dominio PRYSPRY carboxilo terminal es de una proteina TRIM5a de mono rhesus. En otras realizaciones, esta
secuencia de acido nucleico codifica una proteina de fusion TRIM5-ciclofilina.

En una realizacion de la invencion, el vector de expresion comprende una primera, una segunda y una tercera
secuencia de acido nucleico, en el que la primera secuencia de &cido nucleico codifica un ARNpi o ARNhc de
correceptor de VIH (por ejemplo, ARNpi para CCR5 o CXCR4), la segunda secuencia de acido nucleico codifica un
inhibidor de la fusién (por ejemplo, C46), y la tercera secuencia de &cido nucleico codifica un inhibidor de la replicacién
del VIH (por ejemplo, una proteina TRIM5a o un derivado o fusién de la misma).

En algunas realizaciones de la invencion, el inhibidor de un correceptor de VIH y el inhibidor de la fusion del VIH a la
célula diana o el inhibidor de la replicaciéon del VIH se expresan a partir de diferentes promotores en el vector de
expresion. En una realizacion, el inhibidor de un correceptor de VH (por ejemplo, CCR5 o CXCR4) se expresa a partir
de un promotor de ARN polimerasa lll, mientras que el inhibidor de la fusion y/o replicacién del VIH se expresa a partir
de un promotor de ADN polimerasa Il. Los dos inhibidores diferentes pueden expresarse en diferentes proporciones a
partir de la construccion de expresion.

La presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los nuevos vectores de
expresion tal como se describen en las reivindicaciones. También se describe un método para producir un vector de
expresion viral que, cuando esta presente en una célula, es capaz de inhibir la union del VIH a la célula y evita la fusién
del VIH a la célula o la replicacion del VIH, comprendiendo este método sintetizar un ADNc de un gen que expresa una
proteina capaz de prevenir la fusion del VIH a la célula o |a replicacién del VIH; clonar el ADNc sintetizado en un sitio de
restriccion en un vector viral; e insertar una unidad de expresion capaz de regular negativamente la expresion de un
correceptor de VIH en un sitio de restriccion ene | vector-

También se describe en el presente documento un método para tratar o prevenir la infeccion por VIH en un paciente.
En una realizacidon, una composicion farmacéutica que comprende un vector de expresion de la invencion es para su
administracion a un paciente. La administracién de dicha composicién puede conferir resistencia a la infeccién por las
cepas tropicas R5 y X4 de VIH. En una realizacion, la composicion farmacéutica es para su administracion a un
paciente humano. El paciente puede ser negativo a VIH o positivo a VIH. En algunas realizaciones, el paciente puede
no haberse sometido previamente a terapia HAART, estar recibiendo terapia HAART, estar fracasando o haber
fracasado la terapia HAART. En otras realizaciones, el paciente puede tener SIDA completamente desarrollado (por
ejemplo, SIDA/linfoma).

En otra realizacion, la composicion farmacéutica es para la transduccion de células hematopoyéticas (por ejemplo,
HPSC, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, 0 monocitos/macréfagos) con un vector de expresion de la invencion y el
trasplante de dichas células transducidas al paciente, en la que dichas células transducidas son resistentes a la
infeccion por VIH. En una realizacién, la composicion farmacéutica es para la transduccion de células hematopoyéticas
que son células progenitoras/madre hematopoyéticas (HPSC) que generan granulocitos, monocitos/macroéfagos, y
linfocitos que son resistentes a la infeccién por VIH después del trasplante a un paciente. En algunas realizaciones, la
composicién farmacéutica es para la transduccion de HPS que son autdlogos y positivos a CD34. Las HPSC
transducidas pueden generar granulocitos, monocitos/macréfagos, y linfocitos que son resistentes a la infeccién por
las cepas trépicas R5 y X4 de VIH. Las HPSC transducidas pueden generar granulocitos, monocitos/macréfagos, y
linfocitos que son resistentes a la infeccidn por cepas de VIH que son resistentes a la HAART.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto indique lo contrario, se entendera que la palabra
"comprende", o variaciones, tales como "comprenden" o "que comprende”, implica la inclusién de un elemento
indicado, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas, pero no la exclusion de cualquier
otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas.

Para que la presente invencion pueda entenderse mas claramente, las realizaciones preferidas se describiran con
referencia a los siguientes dibujos y ejemplos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Construcciones de vector lentiviral. Esquema que muestra los elementos importantes que
comprenden cada uno de los vectores indicados. El vector dual sh5/C46 se muestra resaltado por una linea de
puntos alrededor.

Figura 2. Construcciones de estructura. Esquema que muestra los elementos importantes que comprenden
cada vector lentiviral de estructura. p, significa plasmido. pFG1 1F se obtuvo a partir de pFG12 mediante la
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insercién de sitios de clonacion multiple (MCS) en varias ubicaciones cadena arriba del promotor de ubiquitina
(Ubc).

Figura 3. Vectores derivados de la estructura de FG12. Esquema que representa la derivacion de
pFG12-H1-R5-U-EGFP y pFG12-H1-R5.

Figura 4. Vectores derivados de la estructura de FG11F. Esquema que representa la derivacién de pFG11F-
U-C46 y pFG11F-111-R5-U-C46.

Figura 5. Produccion de lentivirus. Esquema (panel izquierdo) que muestra el genoma de VIH-1 de tipo silvestre
y los vectores genéricos usados en el sistema de co-transfeccion transitoria: 1. Plasmido de vector de VIH (vector
de ensayo, por ejemplo, construcciones mostradas en las Figuras 1-4); 2-4 los diversos plasmidos auxiliares.
Esquema en la caja con linea discontinua (panel derecho) que muestra los elementos de los plasmidos auxiliares
reales usados en la produccion lentiviral.

Figura 6. Estabilidad de la expresion en células CEM.NKH.CCR5. Andlisis FACS de células CEM.NKR.CCR5
transducidas con las construcciones indicadas a las 4 y 8 semanas en cultivo. Las células se analizaron respecto
de la expresion de CCR5 (mediante anticuerpo de CD195), la expresién de C46 (mediante anticuerpo de 2F5), y la
expresion de EGFP. La expresion de GFP se observa para las construcciones que contienen EGFP (control de
GFP y sh5/EGFP; paneles 1, 3), se observa una reduccion en la expresién de CCR5 para las construcciones que
contienen sh5 (sh5, sh5/EGFP, y sh5/C46; paneles 2, 3, 5), y la expresion de C46 se observa para las
construcciones que contienen C46 (C46 y sh5/C46; paneles 4, 5), Se muestran los porcentajes de células positivas
en cada cuadrante de citometria de flujo (Q1-Q4). Se observan resultados similares a las 4 y 8 semanas.

Figura 7. Estabilidad de la expresion en células Molt4/CCR5. Analisis FACS de células Molt4/CCR5
transducidas con las construcciones indicadas a las 4 y 8 semanas en cultivo. Las células se analizaron respecto
de la expresion de CCR5 (mediante anticuerpo de CD195), la expresién de C46 (mediante anticuerpo de 2F5), y la
expresion de EGFP. La expresion de GFP se observa para las construcciones que contienen EGFP (control de
GFP y sh5/EGFP; paneles 1,3), se observa una reduccion en la expresion de CCR5 para las construcciones que
contienen sh5 (sh5, sh5/EGFP, y sh5/C46; paneles 2, 3, 5), y la expresion de C46 se observa para las
construcciones que contienen C46 (C46 y sh5/C46; paneles 4, 5), Se muestran los porcentajes de células positivas
en cada cuadrante de citometria de flujo (Q1-Q4). Se observan resultados similares a las 4 y 8 semanas.

Figura 8. Caracteristicas de crecimiento de células CEM.NKR.CCR5 transducidas. Diagrama de barras que
muestra el numero de células CEM.NKR.CCRS5 transducidas con las construcciones lentivirales indicadas a los 4-7
dias después de sembrar a las concentraciones indicadas; se muestran 4 siembras independientes en el eje X
numeradas 1-4. La transduccién con las diversas construcciones (sh5(2), sh5/EGFP(3), C46(4), sh5/C46(5)) no
tuvieron efecto en la velocidad de crecimiento de las células en comparacion con las células no transducidas (1).
Figura 9. Métodos de transduccidon para células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Se
transdujeron PBMC con una construccién lentiviral de sh5/EGFP de una de las cuatro formas siguientes:
Transduccién 1x con virus que contiene medio (VCM), transduccién 2x con VCM, transduccion 1x con precarga de
VCM (1 x precarga), transduccién 2x con precarga de VCM (2 x precarga), y VCM concentrado. A. Andlisis por
citometria de flujo de PBMC transducidas con la construccion lentiviral de sh5/EGFP con los métodos indicados. B.
Resumen del porcentaje de células EFGP positivas para cada método de transduccion. Los resultados demuestran
que la transduccion fue mas eficiente con virus concentrado, seguido de 2X precarga, 1X precarga, después
suspension 2X y 1X; se muestran dos replicados para cada uno.

Figura 10. Transduccion de PBMC. Andlisis FACS de PBMC transducidos con las construcciones indicadas a los
4 dias después de la transduccion. Se observa expresién de GFP para las construcciones que contienen EGFP
(paneles 1, 2); se observa regulacion negativa de CCRS5 para las construcciones que contienen sh5 (paneles 2y 4),
y se observa expresién de C46 (medida mediante anticuerpo de 2F5) para las construcciones que contienen C46
(paneles 3, 4). Los valores de MFI, de izquierda a derecha, fueron 16,2, 8,4, 16,8, 9,4.

Figura 11. Comparacion de expresion génica en PBMC transducidos (en el dia 4) y linfocitos T
GEM.NKR.CCRS5 transducidos (en la semana 8). Se observan patrones de expresion similares entre los dos
tipos celulares. Se observa expresion de GFP en células transducidas con las construcciones que contienen EGFP
(paneles 1, 2); La expresion de CCR5 se reduce en células transducidas con las construcciones que contienen sh5
(paneles 2 y 4), y se observa expresién de C46 (medida mediante anticuerpo de 2F5) en células transducidas con
las construcciones que contienen C46 (paneles 3, 4).

Figura 12. Caracteristicas de crecimiento de PBMC humanas transducidas. Las células totales/pocillo (panel
A) y el porcentaje de células viables (panel B) fueron similares para PBMC transducidas con cada una de las
construcciones indicadas y para PBMC que no se transdujeron. Se muestran dos siembras por duplicado de cada
grupo.

Figura 13. Estabilidad de la expresion del transgén en PBMC. Andlisis FACS de PBMC transducidas con las
construcciones indicadas a los 4, 7 y 12 dias después de la transduccion. Se analiz6 la expresion de GFP, CCRS5,
y C46 (medida mediante anticuerpo de 2F5). La expresion de GFP se observa en los paneles 1, 3; la expresién de
sh5 se observa en los paneles 2, 3, 5 y la expresion de C46 se observa en los paneles 4, 5.

Figura 14. Aislamiento y transduccion de CD34+. Andlisis FACS de poblaciones de células mononucleares
humanas antes (pre-separacién) y después (post-separacion) del aislamiento de células CD34+ mediante
separacion celular de anticuerpos magnéticos (panel superior). Andlisis FACS de células madre hematopoyéticas
CD34+ transducidas con las construcciones indicadas (panel inferior). La expresién de GFP se observa en los
paneles 1, 2; la expresién de C46 no se observa en los paneles 4, 5.

Figura 15. Exposicion a VIH con cepa SF2 trépica dual en células Molt4/CCR5. Las células Molt4/CCR5 bien
no se transdujeron o se transdujeron con vector lentiviral sh5/C46 y posteriormente se expusieron a virus tropico
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dual SF2-VIH (CCR5 y CXCR4) a una multiplicidad de infeccion (MOI) variante - 0,2, 0,02, 0,002. Los niveles de
proteina P24 se evaluaron 13 dias después de la exposicion viral como medida de la infeccion por VIH.

Figura 16. Exposicion a VIH con cepa SF2 trépica dual en células Molt4/CCR5. Las células Molt4/CCRS5 bien
no se transdujeron o se transdujeron con construcciones lentivirales sh5/C46 o C46 y posteriormente se
expusieron a virus trépico dual SF2-VIH (CCR5 y CXCR4) a dos multiplicidades de infeccion (MOI) diferentes - 0,2
y 0,02. Los niveles de proteina P24 se evaluaron 11 dias después de la exposicion viral como medida de la
infeccion por VIH (panel superior). Andlisis FACS de células Molt4/CCR5 no transducidas o células Molt4/CCR5
transducidas con construcciones lentivirales C46 o sh5/C46 en el dia de exposicion al virus (panel inferior). Se
evalud la expresion de CCR5 y de C46 (medida mediante anticuerpo de 2F5).

Figura 17. Exposicion a VIH con cepa SF2 trépica dual en células Molt4/CCR5. Las células Molt4/CCR5 bien
no se transdujeron o se trasndujeron con construcciones lentivirales de C46 (Gen 2) o sh5/C46 (G2R5) y
posteriormente se expusieron a virus trépico dual HIV-SF2 (CCR5 y CXCR4), Bal (tropico CCR5) o NL4-3 (tropico
CXCR4) a un MOI de 0,2. Los niveles de proteina P24 se evaluaron 11 dias después de la exposicién viral como
medida de la infeccién por VIH. La numeracion de los histogramas (1-6) se refiere a las cepas de VIH que se usaron
(véase la leyenda en el lateral derecho).

Figura 18. Exposicion a VIH con cepa tropica CCR5 Bal en células Molt4/CCR5. Las células Molt4/CCR5 bien
no se transdujeron (Molt4) o se transdujeron con una de las siguientes cuatro construcciones lentivirales: sh5 (R5);
C46 (G2); sh5/C46 (R5-G2); 0 sh5/EGFP (R5-GFP). El grupo "mixto" es una mezcla de no transducidas, sh5, C46,
sh5/C46 todas mezcladas por igual (es decir, un 25 % de cada tipo). Las células se expusieron posteriormente a
virus tropico VIH-Bal CCR5 a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,2. Los niveles de proteina P24 se evaluaron
alos 7 y 10 dias (primer y segundo histograma, respectivamente, para cada tratamiento) después de la exposicién
viral como medida de la infeccion por VIH.

Figura 19. Exposicion a VIH en células mononucleares de sangre periférica. A. Diagrama de la construccién
dual sh1005/C46. B. Se transdujeron PBMC con una de las cuatro siguientes construcciones lentivirales: sh5/C46
(LVsh5C46); C46 (LVC46); sh5/GFP (LVsh5-GFP); o control de GFP (LV-GFP). Analisis FACS de PBMC
transducidas cuatro dias después de la transduccion. C. Dieciséis dias después de la transduccion, se expuso a las
células mostradas en el panel B bien con una cepa trépica CCR5 (R5) o tropica CXCR4 (X4) de VIH y se
determinaron los niveles de proteina p24 en sobrenadantes de cultivo cuatro dias después de la exposicion viral.
Figura 20. Reduccion eficiente de CCR5 en el raton NOD SC1D-hu BLT. A. Citometria de flujo. El porcentaje
de expresion de CCRS5 en linfocitos T CD4+ EGFP+ (panel superior) y mCherry+ (panel inferior) se examin6
mediante analisis FACS en 6rganos linfoides de ratones reconstituidos. Se muestran datos representativos de un
raton a las 20 semanas después de la reconstitucion. Thy/Liv: Organoide similar al timo humano trasplantado. LPL:
Linfocitos de la lamina propia. B. Inhibicion de VIH-1 trépico CCR5 ex vivo. Se activaron esplenocitos aislados
de un ratén trasplantados con PHA durante 2 dias e IL-2 durante 5 dias y se eliminaron las células CD8+. Las
células se clasificaron para EGFP+ y mCherry+ a purezas de mas del 99 %. Las células clasificadas EGFP+
(rombo negro) y mCherry+ (cuadrado abierto) (4 x 10%) se infectaron con R5 VIH-1nFnsxsLe 0 X4 VIH-1n1a-3 @ una
MOI de 2,5 en paralelo y por triplicado. Las células se lavaron 3 veces después de la infeccién. La cantidad de
particulas de VIH-1 de entrada restantes en el sobrenadante de cultivo se control6 1 hora después de la infeccion
mediante un ensayo ELISA de p24 de VIH. La cantidad de produccion de VIH en sobrenadante de cultivo se
control6 en los dias 4, 7 y 12 después de la infeccidn durante el cultivo. C. Ventaja selectiva de linfocitos T CD4+
regulados negativamente para CCR5 in vivo. Los ratones reconstituidos se infectaron con VIH- 1nensxLe trépico
R5 (dosis = 200 ng de p24) a las 9 semanas después del trasplante de HPSC. La cinética del % de poblacién de
linfocitos T EGFP+ CD4+ (barra gris) en sangre periférica se controlé durante 8 semanas después de la inyeccion
de VIH tropico R5. El % de poblacién de linfocitos T mCherry+ CD4+ (barra blanca) se controlé con el mismo
animal. El % de EGFP+ y el % de mCherry+ se mantuvieron en ratones no infectados por VIH a las 17 después del
trasplante de HPSC (datos no mostrados). Se muestran los datos representativos. D. Mantenimiento selectivo de
la relacion CD4/CD8 in vivo. La cinética de la relacién CD4/CD8 en la poblacién de linfocitos T EGFP+ CD45+
(barra gris) en sangre periférica se controlé durante 8 semanas después de la inyeccion de VIH trépico R5. La
relacién CD4/CD8 en % de la poblacién de linfocitos T mCherry+ CD4+ (barra blanca) se control6 en el mismo
animal. Se muestra un animal representativo. La relacion CD4/CD8 en células EGFP+ y mCherry+ CD45+ se
mantuvo por encima de 1 en ratones no infectados por HIV a las 17 semanas después del trasplante de HPSC
(datos no mostrados).

Figura 21. Impacto predicho de la introduccién de células CD34+ y/o CD4+ transducidas con sh4/C46 en un
individuo VIH+ no expuesto previamente a HAART. Carga viral predicha (A) y recuento de CD4 (B) en
pacientes tratados con una dosis de células transducidas (estrellas) frente a pacientes no tratados (triangulos).
Figura 22. Impacto predicho de la introduccién de células CD34+ y/o CD4+ transducidas con sh4/C46 en un
individuo VIH+ con un régimen HAART bien controlado. El eje y ilustra la carga viral predicha. El eje x detalla
cuando se esta tomando la terapia antirretroviral (ART) o cuando instituye una interrupcion de tratamiento analitico
(ATI). Se muestran las cargas virales predichas para pacientes tratados con una dosis de células transducidas
(estrellas) frente a pacientes no tratados (triangulos).

Figura 23. Impacto predicho de la introduccién de células CD34+ y/o CD4+ transducidas con sh4/C46 en un
individuo VIH+ con fracaso de HAART. Carga viral predicha (A) y recuento de CD4 (B) en pacientes tratados con
una dosis de células transducidas (estrellas) frente a pacientes no tratados (triangulos).

Figura 24. Construccion lentiviral dual con ARNhc que se dirige a CCR5 y una proteina TRIM5a. A.
Esquema que muestra los elementos de pFG11F-H1-R5-U-TRIM5a. B. Esquema que muestra la derivacién del
vector triple pFG11F-H1- R5-U-C46-B-TRIM5a.
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Descripcion detallada de la invencion
La invencion en su sentido més amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

La presente invencion se basa, en parte, en el reconocimiento de que una estrategia terapéutica que se dirige a genes
y/o proteinas no de VIH (esto es, genes o proteinas de la célula hospedadora) disminuye la probabilidad de que
puedan surgir nuevas cepas de VIH resistentes a los inhibidores. En particular, la presente invencién proporciona
vectores, tal como se definen en las reivindicaciones, preferentemente para su uso para prevenir o tratar la infeccion
por VIH dirigiéndose a o empleando proteinas celulares que afectan a diferentes etapas del ciclo vital del VIH. Por
consiguiente, la presente invencién proporciona un vector de expresion, tal como se define en las reivindicaciones, que
comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de ARNpi 0 ARNhc de un correceptor de
VIH y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que inhibe la fusién viral del VIH a una célula
diana.

En unarealizacion particular tal como se define en las reivindicaciones, los tres elementos (por ejemplo, un inhibidor de
un correceptor de VIH, una proteina que inhibe la fusién viral del VIH a una célula diana y una proteina que inhibe la
replicacién del VIH) se combinan en un vector. Por ejemplo, en una realizacién, el vector de expresion comprende una
primera, una segunda y una tercera secuencia de &acido nucleico, en el que la primera secuencia de acido nucleico
codifica un ARNpi o ARNhc inhibidor de un correceptor de VIH (por ejemplo, ARNpi para CCR5 o CXCR4), la segunda
secuencia de acido nucleico codifica un inhibidor de la fusién (por ejemplo, C46), y la tercera secuencia de acido
nucleico codifica un inhibidor de la replicacion del VIH (por ejemplo, una proteina TRIM5a o un derivado o fusién de la
misma). En otra realizacién, el vector de expresién comprende una primera, una segunda y una tercera secuencia de
acido nucleico, en el que la primera secuencia de acido nucleico codifica un primer ARNpi o ARNhc inhibidor de un
correceptor de VIH (por ejemplo, ARNhc para CCRb5), la segunda secuencia de &cido nucleico codifica un segundo
ARNpi 0 ARNhc inhibidor de un correceptor de VIH (por ejemplo, ARNhc para CXCR4), y |a tercera secuencia de acido
nucleico codifica un inhibidor de la fusién viral del VIH a una célula diana (por ejemplo, C46).

Tal como se usa en el presente documento, "vector de expresion” o "vector" se refiere a una composicién de materia
que puede usarse para administrar acidos nucleicos de interés al interior de una célula, de tal forma que se expresaran
por la célula. Se conocen en la técnica numerosos vectores, incluyendo, pero sin limitacion, polinucleétidos lineales,
polinucleétidos asociados con compuestos idnicos o anfifilicos, plasmidos y vectores virales. Los ejemplos de vectores
virales incluyen, pero sin limitacién, vectores adenovirales, vectores virales adeno-asociados, vectores retrovirales
(incluyendo vectores lentivirales), y similares. En una realizacién, el vector de expresion es un vector viral.
Preferentemente, el vector viral es un vector retroviral o lentiviral.

Los "retrovirus" son virus que tienen un genoma de ARN que se retrotranscribe mediante la transcriptasa inversa
retroviral a una copia de ADNc que se integra en el genoma de la célula hospedadora. Se conocen en la técnica
vectores retrovirales y métodos para producir vectores retrovirales. En resumen, para construir un vector retroviral, se
inserta un &cido nucleico que codifica un gen de interés en el genoma viral en el lugar de determinadas secuencias
virales para producir un virus que es defectuoso para replicacion. Para producir viriones, se construye una linea celular
empaquetadora que contiene los genes gag, pol y env pero sin el LTR y los componentes de empaquetamiento (Mann
et al., Cell, Vol. 33:153-159, 1983). Cuando se introduce un plasmido recombinante que contiene un ADNc, junto con el
LTR retroviral y las secuencias de empaqguetamiento en esta linea celular, la secuencia empaquetadora permite que se
empaquete el transcrito de ARN del plasmido recombinante en particulas virales, que después se secretan al medio de
cultivo. Entonces se recoge el medio que contiene los retrovirus recombinantes, se concentra opcionalmente, y se usa
para la transferencia génica (véase el Ejemplo 1).

"Lentivirus" se refiere a un género de retrovirus que es capaz de infectar a células en division o no en division. Varios
ejemplos de lentivirus incluyen VIH (virus de la inmunodeficiencia humana: incluyendo VIH de tipo 1, y VIH de tipo 2), el
agente etiolégico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en humanos; visna-maedi, que causa encefalitis
(visna) o neumonia (maedi) en ovejas, el virus de la artritis-encefalitis caprina, que causa inmunodeficiencia, artritis, y
encefalopatia en cabras; el virus de la anemia infecciosa equina, que causa anemia hemolitica autoinmune, y
encefalopatia en caballos; el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF), que causa inmunodeficiencia en gatos; el virus
de la inmunodeficiencia bovina (VIB), que causa linfadenopatia, linfocitosis, y posiblemente infeccion del sistema
nervioso central en ganado, y el virus de la inmunodeficiencia en simios (VIS), que causa inmunodeficiencia y
encefalopatia en primates sub-humanos.

Un "virus hibrido", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un virus que tienen componentes de otros
uno o0 mas vectores virales, incluyendo elementos de vectores no retrovirales, por ejemplo, hibridos
adenovirales-retrovirales. Tal como se usa en el presente documento, los vectores hibridos que tienen un componente
retroviral tienen que considerarse dentro del alcance de los retrovirus.

Un retrovirus "seudotipado" es una particula retroviral que tiene una proteina de envuelta que es de un virus distinto al
del virus del que se deriva el genoma de ARN. La proteina de la envuelta puede ser de un retrovirus diferente o de un
virus no retroviral. Una proteina de envuelta preferida es la proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV G). Sin
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embargo, para eliminar la posibilidad de infeccién en seres humanos, los virus pueden, como alternativa, seudotiparse
con proteina de envuelta ecotrdpica que limita la infeccidn a una especie concreta, tal como ratones o aves. Por
ejemplo, en una realizacion, se usa una proteina de envuelta ecotrépica mutante, tal como la proteina de envuelta
ecotropica 4.17 (Powell et al., Nature Biotechnology 18(12):1279-1282 (2000)).

El término "provirus" se usa para referirse a una secuencia de ADN bicatenario presente en un cromosoma de
eucariota que corresponde al genoma de un retrovirus de ARN. El provirus puede transmitirse de una generacion de
células a la siguiente sin provocar la lisis o destruccion de la célula hospedadora.

Un genoma lentiviral se organiza generalmente en una repeticion larga terminal 5' (LTR), el gen gag, el gen pol, el gen
env, los genes accesorios (nef, vif, vpr, vpu) y un 3'LTR. EI LTR viral se divide en tres regiones denominadas U3, Ry
U5. La region U3 contiene los elementos potenciadores y promotores. La region U5 contiene las sefiales de
poliadenilacién. La regién R (repeticion) separa las regiones U3 y U5 y las secuencias transcritas de la region R
aparecen en los extremos tanto 5' como 3' del ARN viral. Véanse, por ejemplo, "RNA Viruses: A Practical Approach"
(Alan J. Cann, Ed. Oxford University Press, (2000)); O Narayan y Clements (1989) J. Gen. Virology, Vol. 70:1617-1639;
Fields et al. (1990) Fundamental Virology Raven Press.; Miyoshi H, Blamer U, Takahashi M, Gage F H, Verma | M.
(1998) J Virol., Vol. 72(10):8150 7, y la Patente de los Estados Unidos N° 6.013.516.

Se conocen en la técnica vectores lentivirales, incluyendo varios que se han usado para infectar células
progenitoras/madre hematopoyéticas (HPSC). Dichos vectores pueden encontrarse, por ejemplo, en las siguientes
publicaciones, que se incorporan en el presente documento por referencia: Evans et al., Hum Gene Ther., Vol.
10:1479-1489, 1999; Case et al., Proc Natl Acad Sci USA, Vol. 96:2988-2993, 1999; Uchida et al., Proc Natl Acad Sci
USA, Vol. 95:11939-11944, 1998; Miyoshi et al., Science, Vol. 283:682-686, 1999; y Sutton et al., J. Virol., Vol.
72:5781-5788, 1998. En una realizacién, el vector de expresion es un lentivirus modificado tal como se define en las
reivindicaciones, y por lo tanto es capaz de infectar a células tanto en division como no en division. Dichos vectores
lentivirales comprenden un genoma lentiviral modificado que comprende una primera secuencia de &cido nucleico que
codifica un ARNpi o ARNhc inhibidor de un correceptor de VIH y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica
una proteina que inhibe la fusion del VIH a una célula diana. Ademds, el genoma lentiviral modificado carece
preferentemente de genes para proteinas lentivirales necesarias para la replicacion viral, evitando de este modo la
replicacién no deseada, tal como la replicacion en las células diana. Las proteinas necesarias para la replicacién del
genoma modificado se proporcionan preferentemente en trans en la linea celular empaquetadora durante la
produccién del retrovirus (o especificamente, lentivirus) recombinante. En una realizacion, la linea celular
empaquetadora es una linea celular 293T. El vector lentiviral comprende preferentemente secuencias de las
repeticiones terminales largas (LTR) 5' y 3' de un lentivirus. En una realizacion, la construccion viral comprende las
secuencias Ry U5 del 5'LTR de un lentivirus y un 3'LTR inactivado o autodesactivante de un lentivirus. Las secuencias
de LTR pueden ser secuencias de LTR de cualquier lentivirus, incluyendo de cualquier especie o cepa. Por ejemplo, el
LTR puede ser secuencias de LTR de VIH, del virus de la inmunodeficiencia en simios (VIS), del virus de la
inmunodeficiencia felina (VIF) o del virus de la inmunodeficiencia bovina (VIB). Preferentemente, las secuencias de
LRT son secuencias de LRT de VIH.

En determinadas realizaciones, el vector lentiviral comprende un 3'LTR desactivado o autodesactivante, es decir, el
vector lentiviral es autodesactivante. Un "3'LTR autodesactivante" es un 3'LTR que contiene una mutacion, sustitucion
o eliminacién que evita que las secuencias de LTR dirijan la expresiéon de un gen cadena abajo. Una copia de la regién
U3 del 3'LTR actia como molde para la generacion de ambos LTR en el provirus integrado. Por lo tanto, cuando el
3'LTR con una eliminacién o mutacion inactivante se integra como el 5'LTR del provirus, no es posible la transcripcién
a partir del 5'LTR. Esto elimina la competicién entre el potenciador/promotor viral y cualquier potenciador/promotor
interno. Los 3'LTR autoinactivantes se describen, por ejemplo, en Zuffercy et al., J. Virol., Vol. 72:9873-913130,1998;
Miyoshi et al., J. Virol., Vol. 72:8150-8157, 1998; e lwakuma et al., Virology, Vol. 261:120-132, 1999. El 3'LTR puede
hacerse autoinactivante mediante cualquier método conocido en la técnica. En una realizacion, el elemento U3 del
3'LTR contiene una eliminacion de su secuencia potenciadora, preferentemente la caja de TATA, Spl y los sitios de
NF-kappa B. Como resultado del 3'LTR autoinactivante, el provirus que se integra en el genoma de la célula
hospedadora comprendera un 5'LTR inactivado. Los vectores de expresion viral de la invencion, preferentemente, no
inhiben la produccién de vector de las células productoras. En determinadas realizaciones, el vector de expresion viral
carece sustancialmente de toxicidad para las células transducidas y las contenedoras del gen.

El vector de expresion de la invencion comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de
ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH. En una realizacién, el correceptor de VIH es el receptor 5 de quimiocinas
CC (CCR5). CCR5 es el principal correceptor de VIH-1 para cepas trépicas de macréfagos y es esencial para la
infeccion por VIH. Los estudios de genética de poblaciones han demostrado que los individuos homocigotos para un
gen CCR5 defectuoso (por ejemplo, CCR5A32) estan protegidos frente a la infeccion por VIH. Interesantemente, los
individuos heterocigotos que muestran una reduccion del 50 % de CCRS5 sobre las células tienen una velocidad de
progresion de la enfermedad sustancialmente reducida. Los individuos que son homocigotos para el alelo CCR5A32
parecen ser normales salvo por una susceptibilidad aumentada al virus de la encefalitis del nilo occidental. Un inhibidor
de CCR5 de molécula pequefia, Maraviroc, ha sido aprobado por la FDA para su uso en seres humanos. Este inhibidor
es eficaz para prevenir la infeccién por VIH-1 y aunque se observaron algunos efectos adversos, dichos efectos no
parecieron ser el resultado del bloqueo de CCR5 en si. Como era de esperar, el VIH-1 genera resistencia, sin
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embargo, de manera interesante, la forma principal de resistencia parece ser variantes de VIH-1 que se adaptan para
usar la forma ocupada por el farmaco de CCR5 en vez del receptor 4 de quimiocinas CXC (CXCR4) u otros
correceptores. Por lo tanto, el knockdown de CCR5 (tal como con ARNpi, ARNhc, o antisentido) puede ser mas eficaz
que bloquear el acceso. En otra realizacion de la invencion, el correceptor de VIH usado como diana es CXCR4, que
es el principal correceptor de cepas trépicas de linfocitos T.

El inhibidor de un correceptor de VIH es un ARN pequenio interferente (ARNpi) o un ARN de horquilla corta (ARNhc).
Por lo tanto, la primera secuencia de &cido nucleico codifica un &cido nucleico inhibidor de ARNpi o ARNhc que se
dirige a un correceptor de VIH. "Diana" se refiere a la capacidad del inhibidor para unirse a y/o interferir con un
transcrito endégeno que codifica el correceptor de VIH. Por ejemplo, el acido nucleico inhibidor puede tener una
secuencia que es sustancialmente complementaria con un acido nucleico que codifica el correceptor de VIH, de tal
forma que el &cido nucleico inhibidor se une al acido nucleico que codifica el correceptor de VIH, bloqueando de este
modo la expresién o iniciando la degradacion del acido nucleico del correceptor. Por consiguiente, el inhibidor de
ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH es capaz de reducir la expresién del correceptor de VIH cuando se expresa
el vector de expresion que codifica dicho inhibidor en una célula hospedadora.

Un "ARN pequeno de interferencia” o "ARNpi" es una molécula de ARN bicatenario que es capaz de inhibir la
expresion de un gen con el que comparte homologia. La regién del gen u otra secuencia nucleotidica con la que existe
homologia se conoce como la "regiéon diana". En una realizacion, el ARNpi puede ser una molécula de ARN en
"horquilla” o de tallo-bucle (ARNpi), que comprende una regién sentido, una region de bucle y una regién antisentido
complementaria a la region sentido. En otras realizaciones, el ARNpi comprende dos moléculas de ADN distintas que
estan asociadas de manera no covalente para formar un duplex.

También se describe un vector de expresion que comprende una primera secuencia de &cido nucleico que codifica un
oligonucledtido antisentido que tiene una secuencia que es sustancialmente complementaria a al menos una porcién
de una secuencia de &cido nucleico que codifica un correceptor de VIH, tal como CCR5 y/o CXCR4. Tal como se usa
en el presente documento, "sustancialmente complementaria” se refiere a una secuencia que es al menos
aproximadamente un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % complementaria a una secuencia de
polinucleétido diana. En un aspecto, el oligonucleétido antisentido tiene una secuencia que es 100 % complementaria
a al menos una porcién de una secuencia de acido nucleico que codifica CCR5 o CXCR4. El oligonucleotido
antisentido puede ser de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, y en algunos aspectos
de aproximadamente 19 a aproximadamente 25 nucleétidos de longitud.

Un vector de expresién de la invencion comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un ARNpi o
ARNhc, tal como se describe en las reivindicaciones. EI ARNpi o ARNhc tiene preferentemente una region bicatenaria
que comprende una secuencia que es sustancialmente idéntica y complementaria a una porcién de una secuencia de
acido nucleico que codifica un correceptor de VIH, que es al menos aproximadamente un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idéntica y complementaria a una porcién de un acido nucleico que codifica CCR5 o
CXCR4. En una realizacion, el ARNpi o ARNhc tiene una region bicatenaria que comprende una secuencia que es un
100 % idéntica y complementaria a una secuencia de correceptor de VIH (por ejemplo, CCR5 y/o CXCR4). La region
bicatenaria del ARNpi o ARNhc puede ser de aproximadamente 5 a aproximadamente 60 nucleétidos de longitud,
preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 nucleotidos de longitud, mas preferentemente de
aproximadamente 15 a aproximadamente 25 nucleétidos de longitud, tal como de 20 nucleétidos de longitud. En
determinadas realizaciones, la primera secuencia de acido nucleico del vector de expresion codifica un ARNhc que
tiene una estructura de tallo-bucle, en el que la regién de tallo o bicatenaria es sustancialmente idéntica y
complementaria a una secuencia de CCR5 o CXCR4. La region de bucle del ARNhc puede comprender de
aproximadamente 2 a aproximadamente 15 nucleétidos. En una realizacion particular, la primera secuencia de acido
nucleico codifica un ARNhc que comprende una secuencia de 5-GAG- CAGCUC AGUUACACC UUGUCCGACG
GUGUAAACUG AGCUUGCUCU U-3’ (SEC ID Ne2: 1).

El vector de expresién de la invencion comprende una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
que inhibe la fusion del VIH a una célula diana. En algunas realizaciones, la proteina que inhibe la fusién del VIH a una
célula diana es una proteina C46. C46 es un inhibidor de la fusién anclado a la membrana derivado de la héptada
repetitiva C-terminal de gp41 de VIH fusionado con una region bisagra de inmunoglobulina humana y un dominio
transmembrana de CD34. C46 es un potente inhibidor de la fusién de VIH, en un sentido analogo al fa&rmaco soluble
aprobado por la FDA, enfuvirtida (T20) y actda en un punto en el ciclo vial del VIH distinto a la unién al correceptor de
CCRS5. En una realizacién, se probé la seguridad de C46 en un ensayo clinico de fase | en el que los pacientes
recibieron una infusiéon de linfocitos T aut6logos transducidos con vector retroviral de C46. En otro aspecto, los
pacientes no tuvieron efectos adversos relacionados con la terapia génica y no desarrollaron reacciones inmunes
anti-C46 evidentes. En una realizacion, la segunda secuencia de acido nucleico codifica una proteina C46 que
comprende una secuencia de:

MGAGATGRAM DGFRLLLLLL LGVSLGGARS WMEWDEELINN YLSLIHSLEE ESONQQOEKNE
QELLELDKWA SLWNWFRSER KCCVECPPCP APPVAGPLIA LVTSGALLAV l'..(;‘].'TC_—';YE'I.MN

RRSWSPFTGER LELEP (SEQ ID NO: 2).
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En otra realizacion, el segundo acido nucleico comprende una secuencia de:

5'-ATGGGAGCAG GAGCAACCGE AAGGGCAATG GACGGACCAC GGUTGCTGLT GCTGUTIGCTG
GCCTGEGCGE CGCCCGGAGC TGGATGGAGT GGGACCGGGA GATCAACAAC
TGATCCACAG CCTGATCGAG GAGAGCCAGA ACCAGCAGGA GAAGAACGAG
TGGAGCYIGGA CAAGLGGGCC AGCCLGIGGA ACLGGLICCG GAGCGAGCGG
TGGAGTGCCC ACCATGCCCA GCACCACCAG TGGCAGGACC CCTGATCGCA

CTGGGECGTGA
TACACCAGCC
CAGGAGCLGC
AAGTGCTGCG

CTGGTGACCA GCGGFGCCCT'GQTGGCCGTG CIGGGCATCA CAGGCTACTT CCTGATGAAC

CGHEGGAGET GGAGCCCCAC 'CGGCGAGCGG_«-_; CTGGAGCTGG AGCCCIGA-3’ (SEQ ID NO: 3).
. R < .

Otras proteinas adecuadas que inhiben la fusién del VIH a una célula diana y que pueden codificarse por la segunda
secuencia de acido nucleico en los vectores de expresion de la invencion incluyen T20 y sus proteinas relacionadas,
enfuvirtida, GP32M, y sifuvirtida.

En determinadas realizaciones, una tercera secuencia de acido nucleico codifica una proteina que inhibe la replicacién
del VIH. En algunas realizaciones, la proteina que inhibe la replicacion del VIH es un motivo tripartito que contiene
proteina 5 alfa (TRIM5a) o derivados o fusiones de la misma. Por ejemplo, la segunda secuencia de acido nucleico
puede codificar una TRIM5a humana, TRIM5a de mono rhesus, una TRIM5a quimérica, o una proteina de fusion de
TRIM5-ciclofilina humana. En una realizacion, la segunda secuencia de acido nucleico codifica una proteina TRIM5a
humana que comprende una secuencia de:

15

MASGILVNVK EEVTCPICLE LLTQPLSLDZ GHSFCQACLT ANHKKSMLDK GESSCEPVCRI

SYQPENIRPN
QEHRGHHTFL
VLADFEQLRD
GSVMELLGGY
VIVAPNNISC
WEVDVSKKTA
PSVEFIVPLS

XCEVPMTLCS

RHVANIVEXL
TEEVAREY@V
ILDWEESNEL
DGVIXKRTENV
AVISEDKRQV
WILGVCAGEQ
VILCPDRVGY

KEVXLSPEGQ
KLOAALEMLR
ONLEKEZEDY
TLKKPETFPK
SSPXPQIIYG

"POAMCNIEXKN

FLDYEACTVS

»5S (SEQ ID NO: 4).

KYDECARHGE
QXQQEAEELE
LXSLTNSETE
NQRRVFRAPD
ARGTRYQTEV
ENYQPKYGYW
FFNITNEGEL

KLLLFCQEDG
ADIREEXASW
MVQQTQSLRE
LKGMLEVFRE
WEFNYCTGILG
VIGLEEGVHC
IYKFSHCSFS

KVICWLCERS
KTQIQYDKTH
LISDLEKRLQ
LTDVRRYWVD

SOSITSGKHY

SAFQDSSEHT
QPVEPYLNFR

En otra realizacion, la segunda secuencia de acido nucleico comprende una secuencia de:
5-ATGGCTTCTG GRATCCTGGT TAATGTAARG GAGGAGGTGA CCTGCCCCAT CTGCCTGGRA

TCEGCCAAGC ATGCCTCACT
GCTGCCCTGET GITGCCUGGATC
CCRACATAGT GGAGAAGCTC
ATTGPGCACG CCATGGAGAG

CCTGHACTGC
GCTAGACAAA
ACGGCCTAAT
AGAGGGGCRG

ARCCCCTGAG
AGAAGTCCAT
CTGAGAACAT
AGTTGAGCCC

GGCCACAGCT
GGAGAGAGTA
CGGCATGTAG

CTCCTGACAC
GCAMACCACA
AGTTACCAGC
AGGGAGGTCA

ARACTICTAC
CAGGAGCACC
AAGCTCCAGG
GCTGACATCA
GTCTTGGCAG
CAAARCCTGG

TCTTCTGTCA
GTGGTCACCA
CAGCTCTGGA
GAGAAGEGAZR
ATTTTGAGCA
AGAAGGAGGA

GGAGGACGGG
CACGTTCCTC
GATGCTGAGG
AGCTTCCTGG
ACTGAGAGAC
GGAAGACATT

AARGTITGATC
AAGG’I‘CATTT
ACAGAGGAGG
CAGAAGCAGC
AAGACTCAAA
ATCCTGGACT
CTGAARAGCC

GCTGGITITG
T IGCCCEGEA
AGGAAGCTGA
TACAGTATGA
GGGAGGAGAG
TTACGAACTC

TGAGCGGTCT
GTACCARGYG
AGAGTTAGARA
CAAAACCAAC
CAATGAGCTG
TGARACTGAG
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ATGGTGCAGC
GGGTCAGTGA
ACCTTGAAGA
CTGAAAGGAA
GTGACAGTGG
AGCTCTCCGR
AATTTCAATT
TGGGAGGTAG
CCTGATGCAA
GTTATAGGGT
CCTITCYGTTC
PPCCTAGACT
ATCTAEAAGT

AAATGTGGAG

AGACCCAGTC
TGGAGCTGCT

AGCCAGRAAC

TGCTAGAAGT
CTCCARACAA
AACTCACAGAT
ATTGTACTGG
ACGTGTCCARA
TGTGTAATAT
TAGAGGARGS
CTTTCATTGT
ATGAGGCLTG

l-lllr'll CTCAC'@'G’

TCCCCATGAL
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CCIGAGAGAG
TC@GGGTGTG
TTTTCCARAR
GTTTAGAGAG
CATTTCATGT
AATATATGGG
CRTCCTGGGC
GAARACTGCT

TGARAAAAAT

AGITABATGT
GCCCCTCTCT
CACTGTCTCA
TICTLTTICT

TCIGTGCICA

CTCATCTCAG
GATGGCGTCA
AATCARAGGA
CTGACAGATG
GCTGTCATTT
GCACGAGGGE
TCTCAAAGTA
TGGATCCTGG
GAARATTATC
AGTGCTTTCC
GTGATTATTT
PrCLTCARTA
CAGCCTGTIAT

CCAAGCTCYY

ATCTGGAGCH
TARARAGGAC
GAGTGTTTCG
TCCGACGCTA
CTGAAGATAA
CAAGRTAZCA
TCACATCAGG
GGGTATGTGC
AACCTAARTA
AGGATAGTTC
GTCCTGATCG
TCACAAACCA
TTCCATATTT

TCGGCTGCAG
GGAGAACGTG
RGCTCCTGAT
CTGGGTTGAT
GAGACAAGTG
GACATTTIGTG
GAARCATTAC
TGGCTTCCAA
CGGCTACTGS
CTTCCATACT .
TETTGGAGTT
TGGATTTCTC
AAATCCTAGA

Ga-3" (SEQ ID NQ: 5). .

Una "TRIM5a quimérica" se refiere a una proteina TRIM5a que comprende dominios o fragmentos de proteinas
TRIM5a de dos 0 méas especies. Por ejemplo, una TRIM5a puede comprender al menos un dominio de una TRIM5a
humana y al menos un dominio de una TRIM5a de mono rhesus. En algunas realizaciones, una proteina TRIM5a
quimérica comprende un dominio amino terminal de una proteina TRIM5a humana y un dominio PRYSPRY carboxilo
terminal de una proteina TRIM5a de mono rhesus.

En otra realizacién, la tercera secuencia de acido nucleico codifica una proteina de fusién que comprende TRIM5a y
ciclofilina. Por ejemplo, en una realizacion, la proteina de fusion de TRIM5-ciclofilina comprende los aminoacidos 1 a
aproximadamente 309 de TRIM5a humana fusionados directamente a la ciclofilina A humana de aproximadamente
longitud completa. En otra realizacion, la proteina de fusion de TRIM5-ciclofilina comprende los aminoacidos 1 a
aproximadamente 322 de TRIM5a humana fusionados directamente a la ciclofilina A humana de aproximadamente
longitud completa. En otra realizacién mas, la proteina de fusion de TRIM5-ciclofilina comprende los aminoacidos 1 a
aproximadamente 331 de TRIM5a humana fusionados directamente a la ciclofilina A humana de aproximadamente
longitud completa. Otras proteinas adecuadas que inhiben la replicacién del VIH que pueden codificarse por la
segunda secuencia de &cido nucleico incluyen, pero sin limitacién, ciclofilina, ubiquitina E3, APOBEC3G, antigeno
celular estromal de médula 6sea 2 (BST-2).

Las secuencias de &cido nucleico de la presente invencion incluyen ademas secuencias de acido nucleico que
codifican variantes conservativas de equivalentes funcionales de las proteinas descritas en el presente documento, tal
como se describen en las reivindicaciones. Tal como se usa en el presente documento, una variante conservativa se
refiere a alteraciones en la secuencia de aminoacidos que no afectan de manera negativa a las funciones biolégicas de
la proteina. Se dice que una sustitucion, insercion o eliminacion afecta de manera negativa a la proteina cuando la
secuencia alterada evita o altera una funcién bioldgica asociada a la proteina. Por ejemplo, la carga general, la
estructura o las propiedades hidréfobas/hidrofilas de la proteina pueden alterarse sin afectar negativamente a una
actividad biolégica. Por consiguiente, puede alterarse la secuencia de amino&cidos, por ejemplo, para hacer que la
proteina sea mas hidr6foba o hidrdfila, sin afectar negativamente a las actividades biol6gicas de la proteina.

Comunmente, las variantes de sustitucién conservativa y los equivalentes funcionales de las proteinas tendran una
identidad de secuencia de aminoacidos con las secuencias divulgadas de SEC ID N% 2 y 4 de al menos
aproximadamente un 55 %, al menos aproximadamente un 65 %, al menos aproximadamente un 75 %, al menos
aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos
aproximadamente un 95 %, o de al menos aproximadamente el 96 % al 99 %. La identidad u homologia con respecto
a dichas secuencias se define en el presente documento como el porcentaje de restos de aminoacidos en la secuencia
candidata que son idénticos a los péptidos conocidos, después de alinear las secuencias e introducir los huecos, en
caso necesario, para lograr el maximo porcentaje de homologia, y sin tener en cuenta las posibles sustituciones
conservativas como parte de la identidad de secuencia. No debe entenderse que las extensiones, eliminaciones o
inserciones N-terminales, C-terminales o internas en la secuencia peptidica afecten a la homologia.

Por lo tanto, las secuencias de acido nucleico de los vectores de expresién de la presente invencion pueden codificar
variantes conservativas o equivalentes funcionales de las secuencias de proteina descritas en el presente documento.
Las variantes contempladas incluyen ademas aquellas que contienen mutaciones predeterminadas mediante, por
ejemplo, recombinaciéon de homoélogos, mutagénesis de sitio dirigido o por PCR, y las proteinas correspondientes de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 546 663 T3

otras especies animales, incluyendo, pero sin limitacion, de conejo, rata, porcinas, bovinas, ovinas, equinas y especies
de primates no humanos.

En algunas realizaciones de los vectores de expresion de la invencion, la primera secuencia de acido nucleico que
codifica un inhibidor de ARNpi o0 ARNhc de un correceptor de VIH esté unida operativamente a un primer promotor y la
segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que inhibe la fusion del VIH a una célula diana esta
unida operativamente a un segundo promotor. En determinadas realizaciones de la invencién en las que el vector de
expresion comprende tres secuencias de &cido nucleico, cada una de las tres secuencias de acido nucleico pueden
estar unidas operativamente a un promotor diferente. Por ejemplo, en una realizacion, la primera secuencia de acido
nucleico que codifica un inhibidor de ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH esté unida operativamente a un primer
promotor, la segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que inhibe la fusion del VIH a una célula
diana esta unida a un segundo promotor, y la tercera secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que inhibe
la replicacién del VIH esta unida operativamente a un tercer promotor. En otras realizaciones, se transcriben dos de las
tres secuencias de acido nucleico a partir de un solo promotor (es decir, la primera y la segunda secuencia de acido
nucleico o la segunda y la tercera secuencia de &cido nucleico). En otras realizaciones adicionales, las tres secuencias
de &cido nucleico se transcriben a partir de un solo promotor. Los tres promotores pueden ser iguales o distintos entre
si.

La expresion "unida operativamente” o "bajo el control transcripcional”, tal como se usa en el presente documento,
significa que el promotor esté en la ubicacion y orientacién correcta en relacion a una secuencia de &cido nucleico para
controlar el inicio de la transcripcion por la ARN polimerasa y la expresion del acido nucleico. Los promotores
seleccionados carecen preferentemente de exclusién de promotor, evitando de este modo que un promotor anule a los
demas promotores. El primer, segundo, y tercer promotor pueden ser promotores de ARN polimerasa | (pol I),
polimerasa Il (pol Il) o polimerasa Il (pol Ill). Los promotores pueden ser promotores constitutivos o promotores
inducibles. Los promotores inducibles se conocen en la técnica y pueden incluir el promotor de tetraciclina, el promotor
de metalotioneina IlA, el promotor de choque térmico, elementos de respuesta a esteroides/hormona tiroidea/acido
retinoico, el promotor tardio de adenovirus, y el LTR de virus de tumor mamario de ratén inducible. En una realizacién,
el promotor contiene al menos una porcién de un LTR de VIH (por ejemplo, TAR) y es inducible mediante infeccion por
VIH. En determinadas realizaciones, el primer promotor es un promotor de ARN pol lll. Los promotores de ARN pol llI
adecuados para su uso en los vectores de expresién de la invencién incluyen, pero sin limitacién, a U6 humano, U6 de
ratén, y lll de ser humano. En una realizacién, el primer promotor es un promotor Ill de ARN pol Ill. En otras
realizaciones, el segundo promotor es un promotor de ARN pol Il. En una realizacién particular, el segundo promotor
es un promotor de ubiquitina C pol Il. El segundo promotor, en algunas realizaciones, puede ser un promotor especifico
de tejido. Por ejemplo, los promotores especificos de tejido adecuados incluyen promotores especificos de
macréfagos (por ejemplo, MPG-1 y similares) y promotores de linfocitos T (por ejemplo, CD4 y similares). En una
realizacién, el tercer promotor es un promotor de ARN pol Il. En otra realizacién, el tercer promotor es un promotor de
ubiquitina C pol Il. El tercer promotor puede ser, en algunas realizaciones, un promotor especifico de tejido. El primer,
el segundo y el tercer promotor pueden ser una combinacién de cualquiera de los promotores descritos en el presente
documento. En determinadas realizaciones, se prefieren los promotores de ARN pol lll, donde la secuencia de acido
nucleico codifica una molécula de ARN inhibidora, tal como un ARNpi o ARNhc. En otras realizaciones, se prefieren
promotores de ARN pol Il donde la secuencia de &cido nucleico codifica una proteina.

En las realizaciones en las que el inhibidor del correceptor de VIH es una molécula de ARNpi, puede usarse mas de un
promotor para generar la molécula de ARNpi. Por ejemplo, en una realizacion, el vector de expresién comprende una
molécula de acido nucleico que codifica la hebra sentido de la molécula de ARNpi y otra molécula de acido nucleico
que codifica la hebra antisentido de la molécula de ARNpi, de tal forma que se forma el diplex de ARNpi después de la
expresion de los dos acidos nucleicos. En dichas realizaciones, el vector de expresiéon puede comprende un primer
promotor de Pol lll unido operativamente al primer acido nucleico que codifica la hebra sentido y un segundo promotor
de Pol Il unido operativamente al segundo acido nucleico que codifica la hebra antisentido. En otra realizacion, el
vector de expresién comprende un primer promotor de ARN Pol Ill unido operativamente a la primera secuencia de
acido nucleico que codifica la molécula de ARNpi que se dirige al correceptor de VIH, y un segundo promotor de ARN
pol Il unido operativamente a la misma primera secuencia de acido nucleico en la direccion contraria, de tal forma que
la expresion de la primera secuencia de acido nucleico a partir del primer promotor de ARN Pol Il da como resultado
una sintesis de la hebra sentido de la molécula de ARNpi y la expresion de la primera secuencia de acido nucleico a
partir del segundo promotor de ARN Pol Il da como resultado la sintesis de la hebra antisentido de la molécula de
ARNpi. Después de la expresion de la primera secuencia de acido nucleico a partir de los dos promotores diferentes,
las hebras sentido y antisentido hibridan para formar el duplex de ARNpi.

En una realizacion, la primera secuencia de acido nucleico y la segunda secuencia de acido nucleico se transcriben a
partir de un solo promotor. Por ejemplo, la primera secuencia de acido nucleico y la segunda secuencia de &cido
nucleico se unen operativamente a un promotor, de tal forma que se genera un solo transcrito. En otra realizacion, se
ubica un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) cadena arriba de la segunda secuencia de acido nucleico y cadena
abajo de la primera secuencia de acido nucleico. En otras realizaciones en las que el vector de expresiéon comprende
tres secuencias de acido nucleico, se transcriben dos de las tres secuencias de acido nucleico a partir de un solo
promotor (es decir, la primera y la segunda secuencia de &acido nucleico o la segunda y la tercera secuencia de &cido
nucleico). En otras realizaciones adicionales, las tres secuencias de acido nucleico se transcriben a partir de un solo
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promotor. Puede haber presentes uno o méas elementos IRES cadena arriba de la segunda y/o tercera secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, en una realizacion, la primera, la segunda y la tercera secuencia de acido nucleico pueden
unirse operativamente a un solo promotor y puede situarse un primer elemento IRES entre la primera y la segunda
secuencia de acido nucleico y puede situarse un segundo elemento IRES entre la segunda y la tercera secuencia de
acido nucleico. Los elementos IRES permiten una traduccion eficaz de mensajes policistronicos. Puede usarse
cualquier elemento IRES conocido en la técnica en las construcciones de expresién de la invencion.

En determinadas realizaciones, la primera y la segunda secuencia de &cido nucleico se expresan en diferentes
proporciones, de tal forma que la expresién del inhibidor del correceptor de VIH puede ser mayor que la del inhibidor de
la replicaciéon o de la fusién del VIH. Por ejemplo, la proporcién de la expresion de la primera secuencia de acido
nucleico a la segunda secuencia de acido nucleico puede ser desde aproximadamente 2:1 a mas de aproximadamente
10:1, preferentemente de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 10:1, mas preferentemente de aproximadamente
2:1 a aproximadamente 5:1. En una realizacién, la proporcion de expresion de la primera secuencia de acido nucleico
a la segunda secuencia de acido nucleico es de aproximadamente 2:1. En las realizaciones en las que el vector de
expresion comprende tres secuencias de acido nucleico, la relacion de expresion de la primera, la segunda y la tercera
secuencia de acido nucleico puede manipularse, de tal forma que la expresion de inhibidores de correceptor de VIH
serd mayor que la de los inhibidores de la replicacion y la fusién de VIH. Por ejemplo, en realizaciones en las que la
primera secuencia de &cido nucleico codifica un inhibidor de un correceptor de VIH (por ejemplo, CCR5 o CXCR4), la
segunda secuencia de acido nucleico codifica un inhibidor de la fusion, y la tercera secuencia de &cido nucleico
codifica un inhibidor de la replicacion, la relacién de expresion de la primera, segunda y tercera secuencia de acido
nucleico puede ser desde aproximadamente 2:1:1 a aproximadamente 10:1:1, desde aproximadamente 5:1:1 a
aproximadamente 10:1:1, o desde aproximadamente 2:1:1 a aproximadamente 5:1:1.

La generacién de los vectores de expresion descritos en el presente documento puede lograrse usando cualquier
técnica de ingenieria genética bien conocida en la técnica, incluyendo, sin limitacion, las técnicas convencionales de
PCR, sintesis de oligonucleétidos, digestion de endonucleasa de restriccion, ligamiento, transformacion, purificacion
de plasmido, y secuenciacién de ADN, por ejemplo, tal como se describe en Sambrook et al., (Molecular Cloning-A
Laboratory Manual (32 Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., (2000)), Ausubel et al.
(Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.), Coffin et al.
(Retroviruses. Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y. (1997)) y "RNA Viruses: A Practical Approach" (Alan J.
Cann, Ed., Oxford University Press, (2000)).

En una realizacién, el vector de expresion se deriva de un vector FG12, y mas preferentemente de un vector lentiviral
FG11F (véase el Ejemplo 1). En otra realizacion, la segunda secuencia de acido nucleico se clona en dos sitios de
restriccion (por ejemplo, BamHI y EcoRlI del vector FG11F). En otra realizacion mas, la primera secuencia de acido
nucleico se inserta entre dos sitios de restriccion (por ejemplo, los sitios Xbal/Xhol del vector FG11F). En determinadas
realizaciones, el vector de expresion viral comprende ademas al menos una molécula de acido nucleico adicional
capaz de inhibir la infeccién por VIH, seleccionada entre un ARNhc o ARNpi, una molécula antisentido, una ribozima o
un aptamero dirigido a una secuencia viral de VIH o secuencia hospedadora. En otras realizaciones, el vector de
expresion viral comprende ademas una o mas secuencias de acido nucleico codificantes de proteinas tal como se
describen en el presente documento. Por ejemplo, en una realizacién, el vector de expresién viral comprende ademas
una o mas secuencias de &acido nucleico que codifican inhibidores proteicos de la replicacién del VIH.

Los vectores de expresion, tal como se definen en las reivindicaciones, confieren resistencia a la infeccion por mas de
una variante de VIH cuando se expresan en las células hospedadoras. En una realizacién, los nuevos vectores de
expresion, cuando se expresan en células hospedadoras, confieren resistencia a la infeccién por las cepas tropicas R5
y X4 de VIH. En algunas realizaciones, cuando se expresan en células hospedadoras, los vectores de expresion
confieren resistencia a la infeccion por cepas de VIH que son resistentes a las terapias HAART o Maraviroc.

La presente divulgacién también incluye un método para producir un vector de expresion viral que es capaz de inhibir
la union del VIH a la célula y evitar la fusién del VIH a la célula o la replicacién del VIH cuando se expresan en una
célula hospedadora. En un aspecto, el método comprende sintetizar un ADNc de un gen que expresa una proteina
capaz de evitar la fusién del VIH en una célula o la replicacion del VIH; clonar el ADNc sintetizado en un sitio de
restriccion en un vector viral; e insertar una unidad de expresion capaz de regular negativamente la expresion de un
correceptor de VIH en un sitio de restriccion en el vector. EIl ADNc puede ser de cualquier gen que exprese cualquiera
de las proteinas inhibidoras de la fusién o la replicacién descritas en el presente documento. Por ejemplo, en un
aspecto, el ADNc es un ADNc de C46. En otro aspecto, el ADNc es un ADNc de TRIM5a o una fusion con ciclofilina de
la misma. La unidad de expresién capaz de regular negativamente la expresién de un correceptor de VIH puede ser
cualquiera de las moléculas de ARN inhibidoras descritas en el presente documento, tales como ARNpi, ARNhc, o
antisentido que se dirigen al correceptor. En un aspecto, la unidad de expresion es un ARNhc que se dirige a CCR5. En
un aspecto particular, el ARNhc que se dirige a CCR5 tiene una secuencia de SEC ID N2 1.

El vector viral puede ser un vector retroviral. En determinadas realizaciones, el vector retroviral es un vector lentiviral
tal como se define en las reivindicaciones, tal como el vector lentiviral FG11F. En algunas realizaciones, el ADNc de un
gen que codifica una proteina inhibidora de la fusion o la replicacion se clona en los sitios de restriccion BamHI y EcoRl
de un vector FG11F. En otras realizaciones, la unidad de expresion capaz de regular negativamente la expresiéon de un
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correceptor de VIH se inserta entre los sitios de restriccion Xbal/Xhol del vector FG11F. Los expertos habituales en la
materia conocen otros vectores lentivirales y sitios de restriccion adecuados para su uso en el método.

La presente invencién también proporciona una célula hospedadora que comprende los vectores de expresion de la
invencion. Una "célula hospedadora" o "célula diana" significa una célula que se va a transformar usando los métodos
y vectores de expresion de la invencion. En algunas realizaciones, las células hospedadoras son células de mamifero
en las que puede expresarse el vector de expresion. Las células hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen, pero
sin limitacion, células humanas, células murinas, células de primates no humanos (por ejemplo, células de mono
rhesus), células progenitoras o células madre humanas, células 293, células Hela, células D17, células MDCK,
células BHK, y células Cf2Th. En determinadas realizaciones, la célula hospedadora que comprende un vector de
expresion de la invencién es una célula hematopoyética, tal como una célula progenitora/madre hematopoyética (por
ejemplo, una célula progenitora/madre hematopoyética positiva a CD34 (HPSC)), un monocito, un macréfago, una
célula mononuclear de sangre periférica, un linfocito T CD4+, un linfocito T CD8+, 0 una célula dendritica. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora es una célula hematopoyética CCR5+. En otras realizaciones, la célula
hospedadora puede ser una célula hospedadora de un paciente o emparejada a un paciente. En determinadas
realizaciones, una célula hospedadora transducida con los vectores de expresion de la invencion es resistente a la
infeccion por cepas tropicas de VIH X4 o R5, incluyendo cepas resistentes a HAART.

Los métodos para administrar vectores de expresion y acidos nucleicos a células se conocen en la técnica y pueden
incluir, por ejemplo, infeccion viral, co-precipitacién con fosfato de calcio, electroporaciéon, microinyeccién,
DEAE-dextrano, lipofeccion, transfeccion empleando reactivos de transfeccion de poliamina, sonicacién celular,
bombardeo génico usando microproyectiles de alta velocidad, y transfeccion mediada por receptores.

La presente invencién también abarca una composicién farmacéutica que comprende los vectores de expresién de la
invencion. En una realizacién, la composicion farmacéutica comprende una cantidad eficaz de al menos uno de los
vectores de expresion tal como se definen en las reivindicaciones y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por
ejemplo, en determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una cantidad eficaz de un vector de
expresion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en la que dicho vector de expresion comprende una primera
secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH y una segunda
secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que inhibe la fusién del VIH a una célula diana, tal como se
describe en el presente documento.

Las expresiones "farmacéuticamente aceptable" o "farmacol6gicamente aceptable" se refieren a entidades y
composiciones moleculares que no producen reacciones adversas, alérgicas, u otras desfavorables cuando se
administran a un animal o a un ser humano. Tal como se usa en el presente documento, un "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" incluye disolventes, tampones, soluciones, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y anti fungicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcion y similares aceptables para
su uso en la formulacion de agentes farmacéuticos, tales como agentes farmacéuticos adecuados para su
administracion a seres humanos. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es
bien conocido en la técnica. Excepto en los casos donde cualquier medio o agente convencional sea incompatible con
los vectores de expresion de la presente invencion, se contempla su uso en composiciones terapéuticas. Las
composiciones farmacéuticas de la invencion pueden formularse para su administraciéon mediante diversas rutas de
administracion incluyendo, pero sin limitacion, oral, nasal, bucal, intradérmica, subcutanea, intramuscular,
intraperitoneal, o inyeccién intravenosa. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden
formularse en forma de supositorios para administracion rectal. Pueden incorporarse también principios activos
suplementarios en las composiciones, siempre que no inactiven a los vectores o polinucleétidos de las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden incluir preparaciones farmacéuticas clasicas. A
modo ilustrativo, las soluciones de los principios activos en forma de bases libres o sales farmacéuticamente
aceptables pueden prepararse en agua mezclados de manera adecuada con un tensioactivo, tal como
hidroxipropilcelulosa. También pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los
mismos y aceites. En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen generalmente
un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen, por ejemplo, soluciones o dispersiones acuosas
estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En
general, estas preparaciones son estériles y fluidas hasta el punto de que son facilmente inyectables. Las
preparaciones deben ser estables en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y deben conservarse contra la
accién contaminante de los microorganismos, tales como bacterias y hongos. Los disolventes o medios de dispersion
adecuados pueden contener, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol
liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. Puede mantenerse la fluidez adecuada,
por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, manteniendo el tamafo de particula necesario en
el caso de las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la acciéon de microorganismos puede
lograrse por medio de varios agentes antibacterianos y anti fngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido sorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azucares o cloruro sodico. Puede lograrse la absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso
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en las composiciones de agentes retardantes de la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando los compuestos activos en una cantidad
adecuada en un disolvente junto con cualquier otro ingrediente (por ejemplo, tal como se han enumerado
anteriormente) segln se desee, seguido de esterilizacion por filtracién. En general, las dispersiones se preparan
incorporando los varios principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio basico de
dispersion y los otros ingredientes deseados, por ejemplo, tal como se han enumerado anteriormente. En el caso de
polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion
incluyen técnicas de secado al vacio y de criodesecacion que producen un polvo de los principios activos mas
cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucion esterilizada por filtracién de los mismos.

La composicién de la presente invencién puede formularse generalmente en forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres
de la proteina) derivadas de &cidos inorganicos (por ejemplo, acido clorhidrico o fosférico), o a partir de acidos
organicos (por ejemplo, acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares). Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres de la proteina también pueden derivarse de bases inorganicas (por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio o férricos) o de bases organicas (por ejemplo, isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y
similares).

La presente solicitud describe un método para tratar o prevenir la infeccion por VIH en un paciente que lo necesite. Tal
como se usa en el presente documento, un "paciente" o "sujeto" puede abarcar cualquier vertebrado, incluyendo, pero
sin limitacién, seres humanos y mamiferos. Sin embargo, ventajosamente, el paciente o sujeto es un mamifero, tal
como un ser humano o un primate no humano, o un mamifero, tal como un mamifero domesticado, por ejemplo, perro,
gato, caballo y similares, o un animal de produccion, por ejemplo, vaca, oveja, cerdo, y similares. En los casos donde el
paciente es distinto de un ser humano, la invencién proporciona un método para tratar o prevenir una infeccion
relacionada con el VIH en el paciente (por ejemplo, infeccion por VIS, VIF, o VIB). En una realizacién preferida, el
paciente es un ser humano.

En un aspecto, el método comprende administrar una composicion farmacéutica que comprende un vector de
expresion de la invencion, tal como se describe en el presente documento. Por ejemplo, en algunos aspectos, el
método comprende administrar al paciente una composicioén farmacéutica que comprende un vector de expresién en el
que dicho vector de expresién comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un ARNhc que se
dirige a CCR5 (o0 CXCR4) y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina C46, y opcionalmente
en el que dicha primera secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a un primer promotor y dicha segunda
secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a un segundo promotor, tal como se ha descrito. En otros
aspectos, el método comprende administrar al paciente una composicién farmacéutica que comprende un vector de
expresion en el que dicho vector de expresion comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un
ARNhc que se dirige a CCR5 (o CXCR4) y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
TRIM5a o un derivado o fusion de la misma, y opcionalmente en el que dicha primera secuencia de acido nucleico esta
unida operativamente a un primer promotor y dicha segunda secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a
un segundo promotor, tal como se ha descrito. En otros aspectos mas, el método comprende administrar al paciente
una composicion farmacéutica que comprende un vector de expresion en el que dicho vector de expresidn comprende
una primera secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de un correceptor de VIH (por ejemplo, ARNhc para
CCR5 o0 CXCR4), una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de la fusion (por ejemplo, C46), y
una tercera secuencia de &cido nucleico que codifica un inhibidor de la replicacién del VIH (por ejemplo, proteina
TRIM5a o un derivado o fusion de la misma), opcionalmente en el que dichas primera, segunda y tercera secuencia de
acido nucleico estan unidas operativamente a un primer, segundo y tercer promotor, tal como se describe en el
presente documento. En otro aspecto, el método comprende administrar al paciente una composiciéon farmacéutica
que comprende un vector de expresion en el que dicho vector de expresién comprende una primera secuencia de
acido nucleico que codifica un primer inhibidor de un correceptor de VIH (por ejemplo, ARNhc para CCR5), una
segunda secuencia de acido nucleico que codifica un segundo inhibidor de un correceptor de VIH (por ejemplo, ARNhc
para CXCR4), y una tercera secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de la fusién viral del VIH a una célula
diana o de la replicacion del VIH, opcionalmente en el que dichas primera, segunda y tercera secuencia de acido
nucleico estan unidas operativamente a un primer, segundo y tercer promotor, tal como se describe en el presente
documento.

En determinadas realizaciones, el paciente al que se le va a administrar la composicion farmacéutica es un paciente en
riesgo de infeccion por las cepas tropicas R5 y X4 del VIH, incluyendo cepas resistentes a HAART, y dicho riesgo se
reduce después de la administracion de la composicién. En algunas realizaciones, el paciente es negativo a VIH. En
otras realizaciones, el paciente (por ejemplo, un ser humano) puede ser positivo a VIH y no haber estado expuesto
previamente a terapia antirretroviral elevadamente activa (HAART), es decir, el paciente no ha recibido nunca HAART,
que incluye combinaciones de inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos, inhibidores de la
proteasa, e inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleésidos. En algunas realizaciones, el paciente esta
recibiendo un régimen de HAART. En otras realizaciones adicionales, el paciente esta fracasando o ha fracasado en
un régimen HAART (es decir, la HAART es ineficaz para reducir la carga viral debido a la resistencia). Por lo tanto, en
determinadas realizaciones, el vector de expresion es para su introduccion directamente al paciente bien de manera
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profilactica para un paciente que es negativo a VIH o para tratar a un paciente que es positivo a VIH.

Los vectores de expresion de las composiciones pueden modificarse de tal forma que se localicen especificamente en
tipos celulares particulares, tales como células inmunes. A modo de ejemplo, el vector de expresioén puede combinarse
con un vehiculo de direccionamiento génico mediado por receptor, en el que dicho vehiculo comprende un ligando
especifico de receptor celular y un agente de unién a ADN. Como alternativa, puede unirse un ligando especifico de
receptor a un liposoma que comprende el vector de expresion. Los ligandos especificos de receptor pueden
seleccionarse dependiendo de los tipos celulares de interés. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el vector de
expresion puede localizarse en células CD34+ empleando un ligando que se une al marcador de la superficie celular
CD34. Un experto en la técnica puede seleccionar ligandos adecuados para dirigirse a tipos celulares especificos,
tales como células inmunitarias (por ejemplo, un monocito/macréfago, una célula mononuclear de sangre periférica, un
linfocito T CD4+, un linfocito T CD8+, 0 una célula dendritica). En determinadas realizaciones en las que el vector de
expresion es un vector viral, el vector viral puede empaquetarse en particulas virales que tienen un tropismo particular
por determinados tipos celulares. Por ejemplo, en una realizacion, el vector viral se empaqueta en particulas
retrovirales de VIH, permitiendo de este modo que el retrovirus recombinante infecte a linfocitos T CD4+ y macro6fagos.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion pueden ser para su administracién a un
paciente a través de cualquier ruta convencional siempre que el tejido diana esté disponible a través de esa ruta. Esto
incluye oral, nasal, o bucal. Como alternativa, la administracion puede ser mediante inyeccion intradérmica,
subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o intravenosa. En una realizacién, la composicién farmacéutica puede ser
para administracion por via rectal (por ejemplo, con un supositorio). Tras la formulacion, las soluciones se administran
preferentemente de un modo compatible con la formulacién de dosificacion y en una cantidad tal que sea
terapéuticamente eficaz. Las formulaciones pueden administrarse facilmente en diversas formas de administracion,
tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmaco y similares. Para administracion parenteral en
una solucién acuosa, por ejemplo, la solucion se tampona generalmente de manera adecuada y el diluyente liquido se
hace primeramente isotonico, por ejemplo, con suficiente suero salino o glucosa. Dichas soluciones acuosas pueden
usarse, por ejemplo, para administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. Preferentemente,
se emplean medios acuosos estériles como se conoce por los expertos en la técnica, particularmente a la luz de la
presente divulgacién. A modo ilustrativo, puede disolverse una sola dosis en 1 ml de solucién isoténica de NaCl y bien
anadirse a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio de infusiéon propuesto (véase, por ejemplo,
"Remington’s Pharmaceutical Sciences" 152 Edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Puede haber cierta variacién
en la dosificacion dependiendo del estadio de la infeccion por VIH en el paciente que se esté tratando. La persona
responsable de la administracion, en cualquier caso, determinara la dosis adecuada para el paciente individual.
Ademas, para administracion a seres humanos, las preparaciones deben cumplir estandares de esterilidad,
pirogenicidad, seguridad general y pureza, tal como requiere la Agencia de Estandares biolégicos de la FDA.

En otra realizacion, la presente solicitud describe un método para tratar o prevenir la infeccion por VIH en un paciente
administrando al paciente células hematopoyéticas resistentes al VIH producidas transduciendo las células con un
vector de expresién de la invencién. Por ejemplo, en un aspecto, el método comprende transducir células
hematopoyéticas ex vivo con un vector de expresion descrito en el presente documento, e infundir las células
transducidas al paciente. Puede administrarse una o mas infusiones de las células transducidas al paciente. En
algunos aspectos, el paciente recibe mudltiples infusiones de las células transducidas a lo largo de un intervalo
periddico, tal como semanalmente, bisemanalmente, mensualmente, trimestralmente o anualmente. En un aspecto, el
paciente recibe una infusion de las células transducidas cada dos semanas. Las células hematopoyéticas adecuadas
para su uso en el método incluyen, pero sin limitacién, células progenitoras/madre hematopoyéticas (HPSC),
monocitos, macréfagos, células mononucleares de sangre periférica, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, y células
dendriticas. En un aspecto, las células hematopoyéticas usadas en el método son linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+,
o0 monocitos/macroéfagos. En un aspecto preferido, las células hematopoyéticas usadas en el método son HPSC. Tal
como se usa en el presente documento, las células hematopoyéticas transducidas incluyen las células transducidas en
si asi como células derivadas de las células transducidas (por ejemplo, células generadas a partir de HPSC
transducidas).

Por lo tanto, en un aspecto particular, la presente solicitud describe un método para tratar o prevenir la infecciéon por
VIH en un paciente reconstituyendo el sistema inmune con células resistentes al VIH generadas a partir de HPSC
transducidas. Por ejemplo, en un aspecto, el método comprende transducir HPSC con un vector de expresién, tal
como se describe en el presente documento, y trasplantar dichas HPSC transducidas al paciente, en el que dichas
células trasplantadas generan granulocitos, monocitos/macréfagos, y linfocitos que son resistentes a la infeccién por
VIH. Los granulocitos, monocitos/macréfagos, y linfocitos son resistentes a la infeccién por las cepas tropicas R5 y X4
de VIH. En algunos aspectos, los granulocitos, monocitos/macréfagos, y linfocitos son resistentes a la infeccién por
cepas de VIH que son resistentes a la HAART. El paciente puede ser negativo a VIH o positivo a VIH. En un aspecto,
el paciente humano no se ha expuesto previamente a terapia antirretroviral elevadamente activa (HAART). En otro
aspecto, el paciente esta recibiendo un régimen de HAART. En otro aspecto mas, el paciente esta fracasando o ha
fracasado en un régimen HAART.

Las células hematopoyéticas (por ejemplo, HPSC, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, y/o monocitos/macréfagos)
que se van a transducir con un vector de expresion de la invencion pueden ser alogénicas o aut6logas. "Células
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alogénicas" se refieren a células obtenidas a partir de individuos diferentes de la misma especie. Tal como se usa en el
presente documento, la expresidon "células autdlogas" se refiere a células aisladas a partir de un paciente que
posteriormente se reimplantan o inyectan en el mismo paciente. Por lo tanto, un trasplante autélogo es uno en el que el
donante y receptor son el mismo paciente. En determinadas realizaciones, las células hematopoyéticas son HPSC
autélogas. Los HPSC son preferentemente positivos a CD34 y pueden aislarse a partir de la médula ésea o la sangre
periférica del paciente. Los métodos para dicha purificacion se conocen en la técnica (véanse, por ejemplo, las
Patentes de Estados Unidos N2: 4.965.204, 4.714.680, 5.061.620, 5.643.741, 5.677.136, 5.716.827, 5.750.397, y
5.759.793). Por ejemplo, un método para purificar dichas células madre positivas a CD34 implica centrifugacion de
muestras de sangre periférica para separar células mononucleadas y granulocitos, seguido de clasificacién celular
activada por fluorescencia (FACS) para seleccionar células CD34+. En una realizacion, las células se enriquecen
respecto de células CD34+ mediante una tecnologia de separacién magnética, tal como aquella disponible de Miltenyi
Biotec, y que se ha descrito previamente (Kogler et al., (1998) Bone Marrow Transplant., Vol. 21:233-241; Pasino et al.
(2000) Br. J. Haematol., Vol. 108: 793-800). Las células positivas a CD34 pueden movilizarse desde la médula hacia la
sangre antes de la recoleccion inyectando al paciente una o mas citocinas conocidas que movilizan las células madre
hematopoyéticas, tale como factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante de granulocitos y
macréfagos, y factor de células madre.

Las HPSC positivas a CD34 (y/o otra célula hematopoyética descrita en el presente documento) se transducen
preferentemente con un vector de expresion de la invencion. Por ejemplo, en una realizacién, el vector de expresién
comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de ARNpi o ARNhc de un correceptor de
VIH y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que inhibe la fusién del VIH a una célula
diana, opcionalmente en el que dicha primera secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a un primer
promotor y dicha segunda secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a un segundo promotor. En otra
realizacién, el vector de expresion comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de
ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH, una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de la
fusién, y una tercera secuencia de &cido nucleico que codifica un inhibidor de la replicacion del VIH, opcionalmente en
el que dichas primera, segunda y tercera secuencia de acido nucleico estan unidas operativamente a un primer,
segundo y tercer promotor. En otra realizacion adicional mds, el vector de expresién comprende una primera
secuencia de acido nucleico que codifica un primer inhibidor de ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH, una
segunda secuencia de acido nucleico que codifica un segundo inhibidor de ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH,
y una tercera secuencia de acido nucleico que codifica un inhibidor de la fusién viral del VIH a una célula diana,
opcionalmente en el que dichas primera, segunda y tercera secuencia de &cido nucleico estan unidas operativamente
a un primer, segundo y tercer promotor.

En una realizacion, la primera secuencia de &cido nucleico (0 segunda secuencia de acido nucleico en realizaciones
en las que el vector de expresién comprende tres secuencias de acido nucleico) codifica un ARNpi o ARNhc que tiene
una regién bicatenaria, en el que la regién bicatenaria comprende una secuencia que es sustancialmente idéntica y
complementaria a una secuencia de CCR5. En otra realizacion, la primera secuencia de &acido nucleico codifica un
ARNhc que se dirige a CCR5 que tiene una secuencia de SEC ID N: 1. En otra realizacion, la primera secuencia de
acido nucleico codifica un ARNpi o ARNhc que tiene una region bicatenaria, en el que la regién bicatenaria comprende
una secuencia que es sustancialmente idéntica y complementaria a una secuencia de CXCR4. En realizaciones
particulares, las células hematopoyéticas transducidas (por ejemplo, HPSC, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, y/o
monocitos/macr6fagos) o células generadas a partir de estas expresan niveles reducidos de una proteina correceptora
de VIH (por ejemplo, CCR5 o CXCR4) en comparacién con células hematopoyéticas no traducidas. Por ejemplo, la
célula o células hematopoyéticas transducidas generadas a partir de estas pueden expresar un 30 %, 40 %, 50 %, 60
%, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 0 95 % menos de proteina correceptora de VIH en comparaciéon con células
hematopoyéticas no transducidas. En otras realizaciones, las células hematopoyéticas se transducen con un vector de
expresion de la invencion en el que la tercera secuencia de acido nucleico codifica una proteina TRIM5a o un derivado
o fusién de la misma, tal como TRIM5a humana, TRIM5a de mono rhesus, TRIM5a quimérica, o una proteina de fusion
de TRIM5-ciclofilina humana. En otras realizaciones adicionales, las células hematopoyéticas se transducen con un
vector de expresion de la invencion en el que la segunda secuencia de acido nucleico (o tercera secuencia de &cido
nucleico en realizaciones en las que el vector de expresién comprende dos secuencias de acido nucleico que codifican
dos inhibidores de ARNpi o ARNhc de un correceptor de VIH) codifica una proteina C46. En dichas realizaciones, la
célula o células hematopoyéticas transducidas generadas a partir de estas expresan niveles aumentados de la
proteina (por ejemplo, C46 o TRIM5a o un derivado o fusién de las mismas) en comparacién con células
hematopoyéticas no transducidas, es decir, un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 150 %, 0 mas
de un 200 % mas de la proteina codificada en comparacion con células hematopoyéticas no transducidas.

Después de la transduccion de las células hematopoyéticas (por ejemplo, HPSC, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+,
0 monocitos/macréfagos) con un vector de expresion de la invencion, las células transducidas se reintroducen o
trasplantan de nuevo al paciente. Las células transducidas pueden inyectarse por via parenteral al paciente, o
reintroducirse mediante cualquier otra ruta conocida en la técnica. En una realizacion, las células hematopoyéticas
transducidas se formulan para su inyeccidén por via intravenosa al paciente. Preferentemente, se administrara al
paciente una dosis eficaz de células hematopoyéticas transducidas. Una "dosis eficaz" es una cantidad suficiente para
producir un resultado clinico beneficioso o deseado y puede depender del tipo de célula hematopoyética usada. En
una realizacion, la célula hematopoyética es una HPSC y una dosis eficaz es una cantidad que es suficiente para
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reconstituir al menos parcialmente el sistema inmunitario con células resistentes al VIH. Dicha dosis puede
administrarse en una o mas administraciones y puede ser desde aproximadamente 0,5 x 108HPSC por kg de peso del
paciente hasta aproximadamente 1 x 10° HPSC por kg de peso del paciente. En otra realizacién, la célula
hematopoyética es un linfocito T CD4+, un linfocito T CD8+, 0 un monocito/macroéfago y una dosis eficaz puede ser
desde aproximadamente 1 x 10° células por paciente hasta 1 x 10" células por paciente. Sin embargo, la
determinacion precisa de qué se consideraria una dosis eficaz puede basarse en factores individuales para cada
paciente, incluyendo su tamafo, edad, gravedad de la infeccién por VIH (por ejemplo, titulo viral), y cantidad del tiempo
desde que se contrajo el virus. Un experto en la materia, especificamente un médico, sera capaz de determinar el
nuamero de células hematopoyéticas transducidas que constituirdn una dosis eficaz sin someterse a experimentacion
innecesaria.

Sin pretender quedar vinculados a teoria alguna, los presentes solicitantes creen que una terapia de células madre
exitosa para la enfermedad del VIH incluye la seleccion de células transducidas injertadas. En un aspecto de la
divulgacion, estudios cinéticos detallados en individuos infectados por VIH demuestran que el VIH-1 elimina y el
cuerpo restituye aproximadamente de 10° a 10'° linfocitos T CD4+ al dia. Esto representa una renovacion del 0,5 % a,
5 % de la poblacion total de linfocitos T CD4+ cada dia, dando como resultado una renovacion estimada de toda la
poblacién de linfocitos T CD4+ aproximadamente cada 2 semanas. Por lo tanto, incluso en individuos sanos infectados
por VIH, un recuento de linfocitos T CD4+ enmascara una muerte y renovacion continua masiva de linfocitos T. Los
linfocitos T se reemplazan a partir de dos fuentes de expansion de linfocitos T periféricos existentes, y la produccion de
nuevos linfocitos T no expuestos previamente a partir del timo, de una manera similar a la observada en la generacién
de nuevos linfocitos T después del trasplante de HPSC. La presente invencion proporciona una composicion para su
uso en la reconstitucion con HPSC modificados génicamente que proporciona una fuente continua de linfocitos T y
monocitos/macroéfagos protegidos. Es probable que estas células se seleccionen a la vista de la eliminacién masiva de
linfocitos T por el VIH.

El concepto de utilizar presiones selectivas que implican la muerte y regeneracion de linfocitos T para seleccionar en
favor de células transducidas genéticamente se basa en un sélido fundamento de conocimiento referente a la
diferenciacion hematopoyética y linfoide. El concepto también se ha ensayado con éxito en los estudios clinicos de
terapia génica para SCID ligada a X y ADA-SCID, donde linfocitos T que contienen genes de HPSC trasplantadas se
seleccionan de manera similar, dando como resultado una repoblacién con linfocitos T modificados genéticamente.

Un caso de estudio reciente proporciona apoyo a que la reconstitucién de un sistema inmune con células protegidas
frente a la infeccion por VIH-1 puede dar como resultado una seleccidén en favor de las células protegidas, una
atenuacion sustancial de la replicacion del VIH-1 y un curso clinico favorable. Se traté a un individuo positivo a VIH-1
con AML concurrente mediante el trasplante de HPSC alogénicas seleccionadas especificamente de un donante
homocigoto CCR5A32. De manera destacable, las células del donante CCR5A32 reemplazaron completamente a las
células receptoras en un rapido periodo de 60 dias, y el VIH-1 ha permanecido indetectable en el paciente durante mas
de 200 dias en ausencia de terapia antirretroviral.

La invencion se ilustrara a continuacion en mayor detalle en referencia a las realizaciones especificas descritas en los
siguientes ejemplos. Los ejemplos pretenden ser puramente ilustrativos de la invencidén y no pretenden limitar su
alcance de modo alguno.

Ejemplos

Ejemplo 1. Construccion de vector dual que contiene ARNhc contra CCRS5 e inhibidor de la fusion C46 (vector dual
de sh5/C46) y vectores de control con inserciones terapéuticas o sin ellas

A. Construcciones de vector plasmidico
Se disefaron y generaron por ingenieria genética diversas construcciones en forma de ADN como plasmidos. Las
construcciones se resumen en la Tabla 1 y se ilustran en las Figuras 1-4. Todas estas construcciones dan lugar a

vectores lentivirales tras la transfeccién en lineas celulares empaquetadoras (véase la seccion B mas adelante).

Tabla 1. Descripcion de construcciones plasmidicas de vector

Nombre completo del | Nombre corto de la Descripcion

plasmido construccion

pFG11F-U-EGFP Control de GFP Vector lentiviral (LV) sencillo de control que contiene promotor
de ubiquitina que dirige a EGFP

pFG12-H1-R5 sh5 LV individual que contiene promotor de H1 que dirige al
ARNhc contra CCR5

pFG11F-U-C46 C46 LV individual que contiene promotor de ubiquitina que dirige a
C46
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pFG11F-H1-R5-U-C46 |sh5/C46 LV dual que contiene promotor de H1 que dirige a un ARNhc
contra CCR5 y promotor de ubiquitina que dirige a C46
pFG12-H1-R5-U-EGFP | sh5/GFP (también LV que contiene promotor de H1 que dirige a un ARNhc contra
citado como sh/EGFP) |CCRS5 y promotor de ubiquitina que dirige a EGFP

El disefio por ingenieria genética de estos vectores fue del siguiente modo.

El plasmido estructural del vector lentiviral pFG12 que contenia EGFP dirigido por el promotor de ubiquitina
(pFG12-U-EGFP) (marcado como "pFG12" en la Figura 2) se derivo a partir de un vector lentiviral anterior FUGW (Lois
et al., (2002) Science, Vol. 295: 868-872) tal como se ha descrito (Qin et al. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 100:
183-188). Para ayudar a futuras inserciones en la estructura del vector, la estructura de plasmido de pFG11F se
produjo insertando sitios de clonacion multiples en FG12, permitiendo la produccién de pFG11F-U-EGFP (marcado
como "pG11F" en la Figura 2).

Se produjo una biblioteca aleatoria de ARN en horquilla corto (ARNhc) dirigido contra el correceptor de quimiocinas 5
humano (huCCRS5) bajo el control de un promotor de H1 en un vector lentiviral mediante produccién enzimatica de
bibliotecas de ARNi a partir de ADNc. Los fragmentos de ADN purificados se digirieron con Bpml, se hicieron romos
sus extremos con fragmento Klenow, se digirieron con Bamlll y se ligaron a ADN de plasmido pBShH 1-5, que contiene
un promotor de ARN polimerasa Ill de H1 humana y una sefal de terminacién de 4T. La mezcla de ligamiento se
introdujo en E. coli y se planté durante la noche. Las colonias se combinaron y se preparé el ADN de plasmido. Las
unidades de expresién de ARNhc que consisten en un promotor de H1, secuencia de ARNhc y sefial de terminacién de
4Ts se cortaron de los ADN de plasmido pBShH1-5 mediante digestion de Xbal y Xholl y se insertaron en sitios de
Xbal/Xholl del vector pFG12-U-EGFP para producir ARNhc dirigido por promotor de H1 contra CCR5. La mejor de
estas construcciones, sh1005, se seleccion6 para experimentacién posterior. La construccion de plasmido que
contenia sh1005 y EGFP dirigido por promotor de ubiquitina se denomina pFG12-H1-R5-U-EGFP (Figura 3; An et al.
(2007) Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 104 (32): 13110-13115). Se retir6 el casete de U-EGFP de pFG12-H1-R5-U-EGFP
usando enzimas de restriccion para producir pFG12-H1-R5 (Figura 3).

El gen de EGFP se retir6 de pFG11F-U-EGFP (pFG11F en la Figura 4) y se reemplaz6 con el gen de C46 para producir
pFG11F-U-C46 (Figura 4). El casete de H1-R5 se cort6 de pFG12-H1-R5-U-EGFP usando una digestion de Ndel/Xhol
y se insertaron en pFG11F-U-C46, que también se habia digerido con Ndel/Xhol, para producir pFG11F-H1-
R5-U-C46 (Figura 4).

B. Produccion de vector lentiviral

Todas las reservas de vector lentiviral seudotipado de virus de la estomatitis vesicular (VSV)-G se produjeron mediante
transfeccion transitoria mediada por fosfato de calcio células HEK-293 T. Las células HEK-293 T se cultivaron de
manera rutinaria en DMEM (GIBCO Invitrogen) y se cambiaron a medio modificado de Dulbecco de Iscove (IMDM)
para la transfeccion. Todos los cultivos contenian FCS al 10 % (HyClone), 100 unidades de penicilina, y 100 mg/ml de
estreptomicina. Las células se cotransfectaron con cantidades adecuadas de plasmido de vector, las construcciones
de empaguetamiento lentivirales de VIH-1 pRSV-Rev y pMDLg/pRRE, y el plasmido de expresion de VSV-G
pCMV-VSV-G (Tabla 2). Los virus se recogieron de los sobrenadantes de cultivo en los dias 2 y 3 después de la
transfeccion y se concentraron. Las reservas de virus concentradas se titularon en células HEK-293 T basandose en la
expresion de GFP. Los titulos para las construcciones de ARNhc de expresién de EGFP solo se redujeron ligeramente
en comparacion con el vector de EGFP parental. Los plasmidos usados para la produccion se muestran a modo de
diagrama en la Figura 5.

Tabla 2. Vectores para la produccion de lentivirus

Plasmido Descripcion

i 3 Plasmido que codifica la proteina de la
PCMV-VSV-G envuelta de VSVG
pMDLg/pRRE Plasmido que codifica Gag-pol/RRE
pRSV-Rev Plasmido que codifica Rev

Método 1: Produccién de lentivirus mediante transfeccién de cloruro de calcio usando reactivos no en kit

1. Células HEK 293T sembradas a 1,5 x 107 células por matraz T175 en DMEM + FBS al 10 % y antibiéticos el dia
antes de la transfeccién.

2. En el dia de la transfeccion, el medio se cambi6 a 25 nil de IMDM con FBS al 10 %, antibi6ticos y cloroquina
(100 pl de 10 mM).

3. Mezcla maestra de ADN preparada

a. pMDLg /pRRE 10 ug
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pRSV-Rev 2,5 ug

pCMV-VSV-G 3,2 ug

vector (por ejemplo, una de las construcciones de las Figuras 1-4) 10 yg
Agua anadida para ajustar el volumen total a 980 pl

Pooyo

4. Se anaden 133 pl de CaClz 2M, se mezcla y se incuban sobre hielo durante 10 min.

5. 1110 pl de HBS 2 x (1 g de Hepes, 1,6 g de NaCl, 0,72 ml de Na2HPO4, 1 ml de KCI 1M) afiadidos gota a gota
mientras se agita el tubo a mano.

6. Se incuba sobre hielo durante 20 min.

7. Seinvierte el matraz T175 de células, se afiade la mezcla de ADN al medio, se mezcla el matraz 2-3 veces y se
vuelve a colocar el matraz boca arriba.

8. El cultivo se incuba durante 6-8 h.

9. Se retira el medio y se reemplaza con 42 ml de IMDM + FBS al 10 % y antibiotico reciente.

10.48 h después de la transduccion, se recoge el medio y se filtra a través de filtro de 0,22 o0 0,45 pM y se
reemplaza con 42 ml de IMDM + FBS al 10 % y antibiético reciente.

11.72 h después de la transduccidn, se recoge el medio y se filira a través de filtro de 0,22 0 0,45 pM.

12. Se agrupan ambas recogidas.

13. El medio que contiene virus (VCM) se concentra mediante ultracentrifugacion en tubos SW28 o SW32.

33-38 ml de VCM se cargan en tubos con amortiguacién de sacarosa.

Los tubos se centrifugan a 20.000 rpm a 4 °C durante 90 min.

Se retira el sobrenadante y se afiaden 250-500 pl de PBS o HBS para precipitar.

Se almacena el VCM durante toda la noche a 4 °C.

El VCM se mezcla mediante pipeteado, se separa en alicuotas y se almacena a -70 °C.

©Po0ToQ

Método 2: Produccién de lentivirus mediante transfeccién de cloruro de calcio usando el kit CalPhos de Clontech.

1. Se siembran células HEK 293T a 2,1 x 107 células/T225 en 30 ml de IMDM + FBS al 10 % en el dia antes de la
transfeccion.
2. En el dia de la transfeccion, Se prepara la mezcla maestra de ADN en tubos de 15 ml:

pMDLg /pRRE 13 ug

pRSV-Rev 3,25 ug

pCMV-VSV-G 4,16 ug

vector (por ejemplo, una de las construcciones de las Figuras 1-4) 13 ug
Agua afiadida para ajustar el volumen total a 1500 pl

Q00T ®

Se afaden 186 pL de CaCl2 2 M y se mezcla.

Se afiaden gota a gota 1500 ul de HBS 2 x mientras se agita el tubo vorticialmente.

Se incuba a temperatura ambiente durante 20 min.

Se anaden 30 ml de IMDM + FBS al 2 % al tubo de 50 ml.

Se afade solucion de ADN a IMDM en el tubo de 50 ml.

Se aspira el medio de las células recogidas el dia anterior.

Se vierte cuidadosamente solucion de ADN/IMDM en un matraz para no alterar la monocapa celular.

10 Se agita suavemente de lado a lado el matraz para cubrir a las células con mezcla.

11. El cultivo se incuba durante 4 horas.

12. Se retira el medio, se enjuagan las células con PBS y se reemplaza con 20 ml de IMDM + FBS al 2 % reciente.
13. A las 24 horas después de la transduccion, se recoge el medio y se reemplaza con 30 ml de IMDM + FBS al 2 %
reciente.

14. El VCM recogido se filtra a través de un filtro de 0,22 uM y se almacena a 4 °C durante toda la noche.

15. A las 48 horas después de la transduccion, se recoge el medio y se filtra a través de filtro de 0,22 uM.

16. Ambas recogidas de VCM se agrupan y separan en alicuotas para su almacenamiento a -70 °C.

17. En caso necesario, se concentra el VCM usando columnas Vivaspin 20 (Sartorius):

©CENO O AW

Vivaspin 20 MWCO 100 000 preparado mediante adicién de 10 mL de etanol al 70 %.

Se centrifuga a 1000 g durante 10 min.

Se descarta el etanol restante y se afiaden 15 ml de PBS.

Se centrifuga a 1000 g durante 10 min.

EL PBS restante se descarta y se afiaden 18 ml de VCM.

Se centrifuga a 1000 g durante 30 min o hasta que todo el VCM ha pasado a través de la columna.

~0oo0 T

El VCM obtenido mediante alguno de los métodos se us6 (diluido o concentrado) para transducir células diana (Lineas
de células T, células mononucleares de sangre periférica (PBMC), células madre progenitoras hematopoyéticas
CD34+ (HPSQC)) y las células transducidas se analizaron mediante citometria de flujo respecto de la expresion de
EGFP, la expresion de CCR5 (mediante tincion de anticuerpo CD195) y la expresion de C46 (mediante tincion de
anticuerpo 2F5).
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Ejemplo 2. Transduccion de lineas de células T diana humanas mediante vector dual sh5/C46

Los diversos vectores lentivirales descritos en el Ejemplo 1 se usaron para infectar células CEM.NKR.CCR5 y
Molt4/CCR5 (NIH AIDS Reagent Program). Se resuspendieron 2 x 10% en 1 ml de medio que contenia virus (VCM) no
concentrado con FBS al 10 % y 8 mg/ml de polibreno. Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 1,5 horas y se afiadié
1 ml adicional de medio de crecimiento (RPMI + FBS al 10 %,). Las células se analizaron mediante andlisis FACS a los
4 dias después de la transduccién para la expresién de C46 (mediante tincion de anticuerpo de 2F5), knockdown de
CCR5 (mediante tinciéon de anticuerpo CD195), y expresion de GFP. Las células se mantuvieron en cultivo continuo
durante hasta 8 semanas pasandolas dos veces a la semana.

La expresién simultanea de ARNhc (detectado mediante knockdown de CCR5) y C46 en células CEM.NKR.CCR5 y
Molt4/CCRS5 transducidas se muestra en la Figura 6 y en la Figura 7, respectivamente. Se observo expresién de GFP
para las construcciones que contenian EGFP (paneles 1, 3 de izquierda a derecha); se observéd una reduccion en la
expresion de CCR5 (por ejemplo, modulacion negativa de CCR5 que muestra expresion de ARNhc) para las
construcciones que contenian sh5 (paneles 2, 3, 5, de izquierda a derecha), y se observé expresion de C46 (medida
mediante anticuerpo de 2F5) para las construcciones que contenian C46 (paneles 4, 5, de izquierda a derecha). El
porcentaje de células positivas se muestra en cada cuadrante de citometria de flujo (Q1-Q4) para cada grupo de
células transducidas con los vectores lentivirales indicados a las 4 y 8 semanas en cultivo. Se observaron niveles de
expresion similares en las semanas 4 y 8. Los valores de intensidad media de fluorescencia (MFI) para la Figura 6 se
muestran en la Tabla 3 a continuacion, mientras que los valores de MFI para la Figura 7 se muestran en la Tabla 4 a
continuacion.

Tabla 3. Valores de intensidad media de fluorescencia para células CEM.NKR.CCR5 que expresan varias
construcciones

Control de GFP |sh5 Sh5/EGFP C46 Sh5/C46
4 semanas 70,2 33,8 10,5 78,2 11,5
8 semanas 153,6 64,6 18,6 129,1 22,6

Tabla 4. Valores de intensidad media de fluorescencia para células Molt4/CCR5 que expresan varias
construcciones

Control de GFP |sh5 Sh5/EGFP C46 Sh5/C46
4 semanas 34,4 7,3 5,0 24,1 5,9
8 semanas 80,9 25,3 18,2 69,5 51,5

Para determinar si los transgenes causaron alguna diferencia en los parametros de crecimiento de las células, las
células CEM.NKR.CCR5, que mostraron cada una un 100 % de expresién de la construccion transgénica, se
sembraron a 2 x 10* células/ml, cultivadas durante 4 dias y se contaron. Las células se sembraron a partir de esta
poblacion en cuatro ocasiones separadas durante un periodo de 3 semanas a 1 o0 2 x 105/ml y se contaron 4-7 dias
después. No se observaron diferencias en las velocidades de crecimiento de las células trasnducidas con las
diferentes construcciones (Figura 8).

Los resultados de estos experimentos demuestran que tanto el ARNhc que se dirige a CCR5 como la proteina C46
pueden expresarse de manera suficiente a partir del mismo vector en lineas de células T humanas, y la expresién de
ARNhc de CCR5 y de C46 no tiene efecto en la velocidad de crecimiento de las células.

Ejemplo 3. Transduccion de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) mediante vector
dual de sh45/C46

Los diversos vectores descritos en el Ejemplo 1 se usaron para infectar células mononucleares de sangre periférica
humanas (PBMC) obtenidas del Servicio de Transfusiéon de Sangre de la Cruz Roja Australiana. Se aislaron los PBMC
a partir de capas leucocitarias usando Ficoll-plaque PLUS (GE Healthcare) seguido de eliminacién de CD8 usando
microperlas de CD8+ (Miltenyi Biotec) y una unidad magnética VarioMACS. Los PBMC desprovistos de CD8+ se
cultivaron durante 48 horas en medio RPMI 1640 suplementado con FBS al 20 % y 5 mg/ml de fitohemaglutinina (PHA)
(Sigma) a 2 x 108 células/ml. Después de 2 dias de estimulacion con PHA, se recogieron las células en suspension, se
centrifugaron a 200 g durante 5 minutos y se resuspendieron a 2 x 10° células/ml de RPMI + FBS al 20 % + 10 U/ml de
interleucina 2 humana recombinante (rhTL-2, Roche) durante 5 horas antes de la transduccion.

Para determinar el método de transcripcion preferido, se transdujeron los PBMC con la construccion lentiviral
sh5/EGFP usando diversas condiciones: transduccién 1x con VCM, transduccién 2x con VCM, transducciéon 1x con
precarga de VCM (Precarga 1), transduccién 2x con precarga de VCM (Precarga 2), VCM concentrado
aproximadamente 20 veces (concentrado) (véase el Ejemplo 1, seccién B). Tal como se muestra en la Figura 9, la
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transduccion fue mas eficiente con virus concentrado. Se seleccion6 una sola transduccion con precarga de VCM
(Precarga 1) como el método preferido para experimentos posteriores. Los valores de MFI para la Figura 9 se
muestran en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5. Valores de intensidad media de fluorescencia para PBMC que expresan construccion de sh5/EGFP

Transd. 1x precarga de{Transd. 2x precarga de
Transd. 1x  [Transd. 2x VCM VCM VCM cone
Replicado 125,9 20,0 22,5 16,0 16,8
Replicado 228,4 24,3 20,1 16,7 15,6

Los PBMC se dejaron bien sin transducir o se transdujeron (precarga 1X) con uno de sh5/GFP, C46, sh5/C46, control
de GFP o construcciones lentivirales de sh5 de acuerdo con el siguiente procedimiento. Se transfiri6 1 ml de PBMC en
placas de 24 pocillos recubiertas con retronectina (5 mg/cm?) precargadas previamente (6 horas) con 250 ml de VCM
no concentrado y se cultivaron durante toda la noche. Al dia siguiente, las células se transfirieron a placas de 6 pocillos
en 3 ml de RPMI + FBS al 20 % + 10 U/ml de rhiL-2. Las células se analizaron respecto a expresion de EGFP, CCR5
y C46 4 dias después la transduccion. Los resultados se muestran en las Figuras 10-13.

Tal como se muestra en la Figura 10, la expresion de EGFP, CCR5, y C46 en PBMC en el dia 4 después de la
transduccion fue como se esperaba para las diferentes construcciones. Se observd expresion de EGFP para las
construcciones que contenian EGFP (control de GFP y sh5/GFP; paneles 1, 2), se observd una reduccion en la
expresion de CCR5 (que ilustra la expresion de ARNhc de CCR5) para las construcciones que contenian sh5
(sh5/EGFP y sh5/C46, paneles 2 y 4), y se observé expresion de C46 (medida mediante anticuerpo de 2F5) para las
construcciones que contenian C46 (C46 y sh5/C46; paneles 3, 4). Los valores de MFI; de izquierda a derecha en la
Figura 10, fueron 16,2, 8,4, 16,8, 9,4.

La Figura 11 muestra una comparacion de la expresion génica en PBMC transducidas (en el dia 4) y la linea celular
transducida CEM.NKR.CCR5 T (en la semana 8). Se observéd expresion de EGFP en células transducidas con las
construcciones que contenian EGFP (control de GFP y sh5/GFP; paneles 1 y 2); se observé regulacion negativa de
CCR5 en células transducidas con las construcciones que contenian sh5 (sh5/EGFP y sh5/C46; paneles 2 y 4), y se
observo expresion de C46 (medida mediante anticuerpo de 2F5) en células transducidas con las construcciones que
contenian C46 (C46 y sh5/C46; paneles 3 y 4). Aunque se observaron niveles suficientes de expresion a partir de las
construcciones lentivirales en ambos tipos celulares, se observaron niveles de expresién mayores en las células T en
comparaciéon con PBMC. Los valores de MFI para la Figura 11 se muestran en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6. Valores de intensidad media de fluorescencia para PBMC o células T CEM.NKR.CCR5 que expresan
varias construcciones

Control de GFP Sh5/EGFP C46 Sh5/C46
PBMC 16,2 8,4 16,8 9,4
Linea de células T [153,6 18,6 129,1 22,6

Ademas, las velocidades de crecimiento se compararon entre PBMC transducidos con gen (sh5, sh5/EGFP, C46 y
sh5/C46) y no transducidos en los dias 1, 4, 8 y 12. Se usaron dos siembras duplicadas de cada grupo. Las células
totales/pocillo y el porcentaje de células viables fueron similares para todos los PBMC transducidos cuando se
compararon entre si y con las células no transducidas (Figura 12).

También se ensayé la estabilidad de la expresion del transgén en PBMC. La Figura 13 muestra expresion de EGFP,
CCR5, y C46 (medida mediante anticuerpo de 2F5) en células transducidas con las construcciones indicadas en los
dias 4, 7 y 12. La viabilidad de las células en el dia 12 no fue determinante y por lo tanto se efectuaron comparaciones
solo entre los dias 4 y 7. Tal como se muestra en la Figura 13, los diversos transgenes se expresaron en ambos
instantes con una disminuciéon evidente a lo largo del tiempo, lo que esta probablemente relacionado con la
disminucion del crecimiento y la viabilidad a lo largo del tiempo (véase la Figura 12). Los valores de MFI para la Figura
13 se muestran en la Tabla 7 a continuacion.
Tabla 7. Valores de intensidad media de fluorescencia para PBMC que expresan varias construcciones

gg’;‘m' delghs Sh5/EGFP Ca6 Sh5/C46
Dia 4 16,2 10,8 8,4 16,8 0,4
Dia 7 13,2 12,6 8,7 14,4 10,8

Estos resultados demuestran que tanto el ARNhc que se dirige a CCR5 como la proteina C46 pueden expresarse de
manera suficiente a partir del mismo vector en PBMC humanos.
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Ejemplo 4. Transduccion de células madre/hematopoyéticas humanas (HPSC) mediante vector dual sh5/C46

El vector lentiviral sh5/C46 (LV) se usé para transducir células madre/progenitoras hematopoyéticas CD34+ (HPSC)
obtenidas de células mononucleares de sangre periférica de donante en bruto. Se inyectd a los donantes con factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) para movilizar los HPSC y las células mononucleares de sangre
periférica. Después de la inyeccién de G-CSF, las células se recogieron mediante aféresis y se congel6 la poblacion de
células mononucleares que contenia HPSC movilizadas. La muestra de células mononucleares usada en este ejemplo
se obtuvo a partir de estas reservas concentradas. Una bolsa de recogida de células madre de 50 ml en la que se
estimé que contenia en el momento de la congelacion 3,7 x 107 HPSC CD34+, se descongel6. Durante la
descongelacion, se descubrié que contenia un total de 33,6 x 108 células viables (viabilidad del 73 %) y el nimero
resultante de HPSC CD34+ aislado usando MACS (separacion de células con anticuerpo magnético) se encontroé
dentro de las expectativas a ~ 3,3 x 107, es decir, ~1 % del nimero total de células mononucleares, con un 98 %
positivo a CD34 (véanse los andlisis pre y post-separacion en el panel superior de la Figura 14).

Estas células se usaron entonces en el siguiente protocolo experimental:

1. Se pre-estimularon 6 x 10° durante 24 en medio sin suero X-vivo que contenia factor de células madre (SCF),
trombopoyetina (TPO) y ligando FIt3 (FIt3L) (cada uno a 50 ng/ml).

2. Entonces se transfirieron alicuotas de 4 x 105 células a una placa de 12 pocillos precargada durante 6 horas con
medio que contiene virus (VCM). Las células se transdujeron durante toda la noche (con control de GFP, sh5,
sh5/EGFP, C46, o sh5/C46), o se dejaron sin transducir, y después se transfirieron a medio reciente durante 72
horas.

3. El analisis FACS efectuado a las 72 horas después de la transduccion demostré una transduccién del 25-30 %
mediante GFP (Figura 14, panel inferior). En este ejemplo, C46 no fue detectable mediante tincién de 2F5,
aparentemente debido a la carencia de sensibilidad de la citometria de flujo con estas células. Las células restantes
se pusieron en cultivos de metilcelulosa CAMEO-4 (Hemogenix), se emplacaron a 100 células/pocillo en duplicado.
Cuando se marcaron para colonias, no se observaron diferencias significativas entre los cultivos en el dia 11 (Tabla
8).

Tabla 8. Porcentajes de colonias de HPSC CD34+ transducidas con diversas construcciones lentivirales

CFU-E BFU-E CFU-GM
Control (no transducido) 30,5 9,9 59,6
Control de GFP 15,6 28,9 55,6
Control de GFP 18,5 9,3 72,2
sh5 41,2 11,8 47,1
sh5/EGFP 26,0 30,0 44,0
sh5/EGFP 10,4 4,5 85,1
C46 10,2 28,6 61,2
C46 21,4 17,9 60,7
sh5-C46 17,6 35,3 47,1
sh5/C46 15,4 38,5 46,2
Promedio 20,7 21,5 57,9
Desv. Est. 9,6 12,2 13,1

Ejemplo 5. Las lineas de células T transducidas con vector dual sh5/C46 inhiben la replicacion del VIH

Se expusieron lineas de células T (Molt4/CCR5) con la construccion lentiviral dual sh5/C46 (véase la descripcion del
vector en el Ejemplo 1) con varias cepas de VIH: VIHsai (CCRS tropica), VIHHis (CXCR4 trépica), y VIHse2 (CCR5 y
CXCR4 trépica). Para los ensayos de exposicion, se afiadieron 1 x 108 células Molt4/CCRS5 transducidas a tubos de 15
ml y se centrifugaron. Se descart6 el sobrenadante. El medio que contenia virus del VIH (VCM) se afadié a una
concentracion final por tubo a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,2-0,002. Entonces se afadié polibreno a una
concentracion final de 8 yg/mly se golpe6 levemente cada tubo. Las células y virus se incubaron durante 2 horas a 37
°C con agitacion suave cada 30 minutos. Después de la incubacién de 2 horas, las células se lavaron en medio (RPMI
+ FBS al 10 %) y se resuspendieron en 3-4 ml de medio en matraces T25. Las células se muestrearon y alimentaron
cada 3-4 dias hasta el dia 11. Se retiraron 150 pl de sobrenadante por duplicado y se almacenaron a 4 °C. Se
ensayaron los niveles de proteina P24 (una medida de la infeccion por VIH) segln el protocolo del fabricante usando
generalmente una dilucién 1/10% a 1/108 para asegurarse de que los valores se encontraban en la curva patron.
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La Figura 15 muestra los niveles de proteina de células no transducidas o células transducidas con la construccion
lentiviral dual sh5/C46 13 dias después de la exposicion con cepa SF2 de VIH tropica dual (CCR5 y CXCR4 tropica).
Los resultados demuestran que las células transducidas con la construccién sh5/C46 mostraron una inhibicion de
aproximadamente 2 log en todas las tres MOI (0,2, 0,02, 0.002) en cada uno de los 2 muestreos independientes, en
comparacién con células no transducidas. La Figura 16 muestra los niveles de proteina p24 de células no transducidas
o células transducidas bien con la construccion lentiviral sh5/C46 o C46 11 dias después de la exposicién a cepa SF2
de VIH tropica. Los datos muestran aproximadamente una inhibicién 2 log mediante la construccién sh5/C46 en cada
uno de los dos muestreos independientes y una inhibicién 3 log mediante C46 (aparentemente debido a una mayor
expresion de C46 en esta construccion particular) a los dos MOI ensayados. El panel inferior de la Figura 16 muestra la
expresion mediante citometria de flujo. Los valores de intensidad de fluorescencia media se muestran en la Tabla 9 a
continuacion.

Tabla 9. Valores de intensidad media de fluorescencia para células Molt4/CCR5 que expresan construcciones
lentivirales C46 o sh5/C46

No transducidas C46 Sh5/C46
CCR5 MFI 1478,8 1811,0 1.44.9
2F5 MFI 344,6 1454,4 1171,8

En un experimento separado, las células Molt4/CCRS5 bien no se transdujeron o se transdujeron con construcciones
lentivirales de C46 (Gen 2) o sh5/C46 (G2R5) y posteriormente se expusieron a virus VHI-SF2 tropico dual (CCR5 y
CXCR4), Bal (CCRS5 tropica) o NL4-3 (CXCR4 tropica) a un MOI de 0,2. Los niveles de proteina P24 se evaluaron 11
dias después de la exposicién viral como medida de la infeccion por VIH. Tal como se muestra en la Figura 17, las
células que expresaban ambas construcciones lentivirales fueron eficaces para reducir la infeccién con todas las tres
cepas de VIH. La Figura 18 muestra los niveles de proteina p24 a partir de células no transducidas (Molt4) o células
transducidas con una de cuatro construcciones lentivirales [(1) sh5 (R5); (2) C46 (G2); (3) sh5/C46 (R5-G2); (4)
sh5/EGFP (R5-GFP)] 7 y 10 dias después de la exposicion a la cepa trépica Bal de VIH CCR5 a un MOI de 0,2. El
grupo "mixto" es una mezcla de no transducidas, sh5, C46, sh5/C46 todas mezcladas por igual (es decir, un 25 % de
cada). Los resultados demuestran que las células que expresan el ARNhc contra CCR5 y el gen C46 a partir de una
sola construccién lentiviral (construccién dual) proporcionan proteccién potenciada contra la infecciéon con una cepa
trépica de VIH CCR5 tanto a los 7 como a los 10 dias después de la exposicién viral.

Los resultados de esta serie de experimentos demuestran que las células T transducidas con la construccion lentiviral
dual sh5/C46 proporcionan proteccion contra la infeccién con cepas tropicas CCR5, CXCR4, y tropicas duales CCR5 y
CXCR4 de VIH.

Ejemplo 6. Los PBMC transducidos con vector dual sh5/C46 inhiben la replicacion del VIH

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) estimuladas con fitohemaglutinina (PHA)/IL2 se transdujeron
con vectores lentivirales, tal como se describe en el Ejemplo 3. En la Figura 19A se muestra un esquema de la
construccion dual que expresa ARNhc contra CCR5 y proteina C46 (LVsh5C46). Cuatro dias después de la
transduccion, se tifieron las células con el anticuerpo monoclonal adecuado (por ejemplo, anticuerpo de CD195 o 2F5)
y CCRS5, C46, y se analiz6 la expresion de GFP mediante citometria de flujo (Figura 19B). Los PBMC transducidos de
manera lentiviral (LV) se expusieron con cepas tropicas R5 o X4 de VIH 16 dias después de la transduccion con LV.
Los sobrenadantes de cultivo se recogieron cuatro dias después de la infeccion por VIH y se ensayaron respecto de la
proteina p24 mediante ELISA (Figura 19C).

Tal como se muestra en la Figura 19C, los PBMC transducidos con vector lentiviral sh5/C46 muestran infeccién por
VIH inducida mediante cepas tropicas tanto R5 como X4, segun se evalia mediante niveles de proteina p24. Los
PBMC transducidos con una construccién sh5/C46 son resistentes a la infeccion inducida por VIH trépico R5 pero no
X4. Estos resultados indican que el vector dual sh5/C46 es capaz de proteger contra la infeccion por VIH inducida por
cepas trépicas de R5 o X4.

Ejemplo 7. El vector sh5 regula negativamente la expresion de CCR5 en organos linfoides y efectua
supervivencia preferencial de linfocitos T CD4+ transducidos ex vivo (ejemplo no ilustrativo).

Se implantaron células madre/hematopoyéticas CD34+ (HPSC) solidificadas con Matrigel en combinaciéon con un
segmento de timo bajo la capsula renal de un modelo de ratén de médula ésea/higado/timo (BLT) humanizado (véase
Mclkus et al. (2006) Nat Med. Vol. 12:1316-1322; Shimizu et al. (2010) Blood, Vol. 115:1534-1544). El raton
humanizado NOD/SCID-hu BLT permite examinar la diferenciacion de HPSC humanas transducidas en el organoide
similar al timo (thy/liv), y la migracién de linfocitos T diferenciados en 6rganos linfoides sistémicos, incluyendo tejido
linfoide asociado a los intestinos, el sitio principal de replicacion del VIH.

Para examinar a sh1005 (ARNhc que se dirige a CCR5) en este modelo humanizado de raton, las células CD34+
derivadas con higado fetal transducidas con vector y las células CD34- solidificadas con matrigel y un segmento de
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timo se trasplantaron en la capsula renal para generar un tejido de thy/liv transducido con vector. Tres semanas
después, los HPSC CD34+ autdlogos transducidos con vector (1 x 108 células) se inyectaron a través de la vena
caudal del raton irradiado subletalmente. Para evaluar el impacto de la reduccién de CCR5 en un animal, se trasplanté
una mezcla a partes iguales de HPSC CD34+ transducidas con vector sh1005 (EGFP+), y vector de control no ARNhc
(mCherry+) (5 x 10° células). Este disefio experimental permite examinar si las células transducidas con vector sh1005
difieren de células transducidas con vector no de ARNhc respecto al nivel de estabilidad y especificidad de la reduccion
de CCR5; ambos vectores estan presentes en el mismo animal para controlar a variacion de ratdn a raton. Ni EGFP ni
mCherry solo tuvo cualquier efecto en la cinética de repoblacion o en la expresion de CCR5 (datos no mostrados).

El injerto de células humanas se examiné a partir de 11 semanas después de la inyeccion de CD34+. Se detectaron
células linfoides CD45+ en una poblacién de linfocitos clasificada de sangre periférica de ratones trasplantados
mediante analisis de citometria de flujo (promedio 44 %, DE + 28, n=19). Se encontré expresion de EGFP y de
mCherry en esta poblacion de CD45+ humanos en ratones trasplantados (promedio de EGFP 22 %, DE % 19,
promedio de mCherry 22 %, DE *+ 13, n=16). Se examin6 el knockdown de CCR5 en linfocitos T CD4+ y CD45+
humanos en varios tejidos linfoides en animales reconstituidos a las 14-20 semanas después del trasplante de HPSC
CD34+ (Figura 20A). La expresion de CCR5 se redujo de manera eficaz en linfocitos T humanos EGFP+ CD4+ y
CD45+ en todos los tejidos analizados. De manera notable, la reduccion de CCR5 fue eficaz incluso en los linfocitos de
la lamina propia que expresan CCR5 de manera elevada aislados del intestino. CCR5 no se redujo en linfocitos T
humanos mCherry+ CD4+/CD45+ en el mismo animal. Estos resultados indican que la expresién de ARNhc de CCR5
no afecté a la diferenciacion y migracién de linfocitos T humanos e indujo de manera eficaz la regulacién negativa de
CCR5 en 6rganos linfoides sistémicos in vivo.

Para examinar la susceptibilidad al VIH en células reguladas negativamente para CCRS5, se aislaron esplenocitos
EGFP+ y mCherry+ del animal mediante clasificacion celular. Las células clasificadas se infectaron con VIH-1nensxsLe
trépico de R5 o VIH-1nLs-3 tropico de X4 a una multiplicidad de infeccién de 2,5 por triplicado. No hubo aumento en la
produccion de proteina de la capsida gag de VIH p24 en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos EGFP+ durante el
periodo de cultivo de 12 dias (Figura 20B). Por el contrario, los esplenocitos mCherry+ fueron susceptibles a
VIH-1nrnsxsLe tropico de R5, y produjeron niveles aproximadamente 4 veces mayores de p24 en el sobrenadante de
cultivo en los dias 7 y 12 (valor de P = 0,003), lo que indica que la regulacién negativa de CCRS5 inhibié6 de manera
eficaz la infeccién por VIH-1 trépico de R5. A diferencia de la infeccién por VIH-1 trépico de R5, la infeccién por
VIH-1nL4-3 tropico de X4 produjo cantidades comparables de p24 en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos EGFP+
y mCherry+ confirmando la especificidad de la inhibicién (valor de P = 0,23). Estos resultados demostraron que la
regulacion negativa de CCR5 mediante sh1005 fue suficiente para proteger a células estimuladas ex vivo a partir de
exposicion a VIH-1 tropico de R5 pero no de X4.

Para examinar la susceptibilidad al VIH in vivoy la proteccién selectiva y supervivencia de linfocitos T CD4+ regulados
negativamente para CCR5, se inyectd VIH-1nensxsLe trépico de R5 por via intravenosa (p24 = 200 ng) en ratones
reconstituidos a las 9 semanas después del trasplante de HPSC. Se confirmé que los ratones estaban infectados por
VIH mediante la presencia de p24 en sobrenadante de sangre periférica de raton cultivada conjuntamente con PBMC
humanos activados con PHA/IL2 a las 8 semanas después de la inyeccion de VIH. Se examinaron las cinéticas en
sangre periférica de linfocitos T CD4+ que expresaban EGFP y mCherry (Figura 20C). El porcentaje de poblacion
EGFP+ en linfocitos T CD4+ en sangre periférica aument6 del 20 % al 40 % a las 8 semanas después de la inyeccion
de VIH en los animales. Por el contrario, la poblacion mCherry+ en linfocitos T CD4+ disminuy6 de un 40 % aun 3 % en
los animales. Se examiné la inversion de la relacién CD4/CD8 indicadora de la pérdida de linfocitos T CD4 inducida por
VIH. La relacion CD4/CD8 en linfocitos EGFP+ se mantuvo por encima de 1 a las 8 semanas después de la exposicion
a VIH en sangre periférica (Figura 20D). Por el contrario, La relacion CD4/CD8 en células mCherry+ CD45+ se invirtié
a 0,1. Estos resultados demuestran que la regulacién negativa estable de CCR5 mediante sh1005 fue suficiente para
aumentar preferentemente los linfocitos T CD4+ después de la exposicion a VIH trépico de R5 in vivo.

Ejemplo 8. Ensayo del vector dual sh5/C46 en el modelo de ratén humanizado

Tal como se describe en el Ejemplo 7 para el vector sh5 (Shimizu et al., (2010) Blood, Vol. 115: 1534-1544), el vector
lentiviral de sh5/C46 se ensaya en el modelo de ratén BLT humanizado. Para examinar el vector dual sh5/C46 en este
modelo de ratén humanizado, las células CD34+ y las células CD34- derivadas de higado fetal transducidas con vector
se solidificaron con matrigel y un segmento de timo y se trasplantan debajo de la capsula renal para generar un tejido
thy/liv transducido con vector. Tres semanas después, los HPSC CD34+ autdlogos transducidos con vector (1 x 108
células) se inyectaron a través de la vena caudal del raton irradiado subletalmente. Para evaluar el impacto de la
reduccion de CCR5 y la expresién de C46 en un animal, se trasplanta conjuntamente una mezcla de HPSC CD34+
transducidos con vector dual sh5/C46 (EGFP+)- y vector de control (lentiviral vacio) (mCherry+) (5 x 105 células). Otros
controles, tales como el vector individual sh5 que contiene otra proteina fluorescente (por ejemplo, YFP) y un vector
individual de C46 que contiene otra proteina fluorescente (por ejemplo, CFP) se usan para transducir HPSC CD34+ y
estan presentes en la mezcla para trasplante. Este disefio experimental permite examinar la diferencia entre células
transducidas con diversas construcciones con respecto al nivel de estabilidad y especificidad de la reduccién de CCR5
y la expresion de C46; todos los vectores estan presentes en el mismo animal para controlar a variacién de ratén a
raton.
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Las células de control (mCherry+) y sh5/C46 activas (EGFP+) transducidas se comparan a lo largo del tiempo usando
citometria de flujo y RT-PCR. Las comparaciones se efectian entre células sh5/C46 transducidas y células
transducidas con uno de los vectores individuales (sh5 o C46). La susceptibilidad a la infeccién por VIH se examina
inyectando una cepa de VIH trépica de R5, X4, o dual por via intravenosa en animales reconstituidos después del
trasplante de HPSC. El porcentaje de linfocitos T CD4+ y las relaciones de linfocitos T CD4/CD8 en cada una de las
poblaciones transducidas con vector se evalla para determinar la efectividad del silenciamiento de CCR5 y la
expresion de C46 en la supervivencia de linfocitos T CD4+.

Ejemplo 9. Uso de construcciones duales en pacientes con VIH humanos

Una construccién lentiviral dual, que incluye al vector dual sh5/C46, se introduce en células humanas autélogas y
posteriormente se administran al paciente. La construccion lentiviral dual se introduce en una o més células HPSC
CD34+, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, monocitos/macrofagos aislados del paciente al que se reimplantaran (por
ejemplo, células autélogas). Como alternativa, se usan células de otro individuo (alogénicas). Como alternativa, se usa
un vector triple, tal como se ha descrito en el presente documento.

Con respecto al tropismo de VIH, muchos pacientes tendran un virus de R5, una proporcién menor tendra virus de X4,
y un numero intermedio tendra una poblacion mixta. Las construcciones duales descritas en el presente documento
tienen la agilidad para dirigirse a virus tanto de R5 como de X4 y pueden ser beneficiosas para pacientes con una
poblacién celular mixta y también pueden prevenir la resistencia en aquellos con una sola poblacién. Las
construcciones también pueden ser beneficiosas en pacientes con virus resistente a HAART.

Las células para su transduccion se obtienen del paciente inyectando una o mas citocinas que movilizan a HPSC y a
otras células, y las poblaciones celulares relevantes se separan para transduccion lentiviral. Las células transducidas
se introducen por via intravenosa en el mismo paciente o en otro paciente para tratar o prevenir la infeccién por VIH. Se
usan una o mas dosis o infusiones de las células, tal como se describen en el presente documento.

El ensayo clinico se disefia basandose en consideraciones que incluyen el estado clinico del paciente, el tratamiento
previo y/o la resistencia al tratamiento. Se incluyen en el ensayo diferentes grupos de pacientes. Por ejemplo, un
subconjunto de pacientes no ha recibido alin terapia antirretroviral altamente activa (es decir, no han estado expuestos
previamente a HAART). En general, estos pacientes estan bastante sanos (independientemente de su historial de
infeccion por VIH) y los criterios de seleccion para recibir células hematopoyéticas transducidas con vector lentiviral
dual pueden incluir aquellos pacientes que tienen un historial de disminucion de CD4 relativamente rapido, elevada
carga viral, y/o sintomas tempranos. La Figura 21 muestra una respuesta esperada en dicho grupo de pacientes. Las
células transducidas con vector lentiviral dual se introducen en un paciente en un momento 0. Las Figuras 21Ay 21B
muestran predicciones de carga viral y recuento de CD4 en pacientes tratados con una infusion de células
transducidas (estrella) frente a pacientes que no reciben células transducidas con vector lentiviral dual (triangulo). Se
espera que los pacientes no tratados mantengan una elevada carga viral y una disminucion continuada en el recuento
de CD4 a lo largo del tiempo. Por el contrario, aquellos tratados con las células transducidas con el vector lentiviral dual
se espera que muestren una disminucion en la carga viral a lo largo del tiempo y un aumento en el recuento de CD4
(después de una potencial disminucién inicial debido a la aféresis). Por lo tanto, el tratamiento puede retrasar la
necesidad de HAART y/o reducir su necesidad una vez que se ha iniciado la HAART.

Un segundo subconjunto de pacientes es positivo a VIH y actualmente bien controlado en HAART. La Figura 22 detalla
una respuesta esperada a una sola infusion de células transducidas con vector lentiviral dual en dicho grupo de
pacientes. Se muestra la carga viral predicha para un paciente tratado con una dosis de células transducidas (estrella)
frente a un paciente no tratado (triangulo). Las células transducidas con vector lentiviral dual se introducen en un
paciente en un momento 0. Se efectan dos interrupciones del tratamiento HAART en varios instantes (ATI), por
ejemplo, en las semanas 24-28 y 40-48, continuando los pacientes sin HAART si la carga viral permanece por debajo
de un limite de seguridad establecido previamente (por ejemplo, 100K copias/ml). Las interrupciones de HAART son
para proporcionar un periodo en el que puede haber supervivencia preferencial inducida por VIH de aquellas células
protegidas por la construccion lentiviral dual y una disminucion resultante en la carga viral. El punto final principal es a
la semana 48, pero también se puede medir el area bajo la curva de la carga viral entre las semanas 40-48 y 40-100.
La carga viral predicha disminuye a largo plazo para pacientes tratados y no tratados (aunque mas lentamente para
pacientes que no reciben infusiones de células transducidas con vector lentiviral dual) a medida que los pacientes
retoman la HAART (segln sea necesario). El tratamiento puede reducir la necesidad de HAART y sus complicaciones
asociadas.

Un tercer grupo de pacientes comprende individuos que esta fracasando con la HAART debido a resistencia a los
farmacos de la HAART, al no cumplimiento, o a alguna otra razén. La Figura 23 ilustra la carga viral predicha (Figura
23A) y el recuento de CD4 predicho (Figura 23B) esperados en dicho paciente. Después de la infusion de células
transducidas con vector lentiviral dual en el dia 0, se espera que la carga viral disminuya y el recuento de CD4 aumente
(estrella) en comparacién con un paciente no tratado, donde se espera que la carga viral permanezca igual o aumento
y se espera que el recuento de CD4 disminuya a lo largo del tiempo (triangulo).

Los puntos finales en todos los grupos de pacientes incluyen carga viral, recuentos de CD4, tiempo para retomar/iniciar
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la HAART, porcentaje de células transducidas, y circulos de escision de receptor de linfocitos T (medida de emigrantes
timicos recientes) y necesidad reducida de HAART.

Ejemplo 10. Construccion de vector dual que contiene ARNhc contra CCR5 y TRIM5a (vector dual
sh5/TRIM5a) (ejemplo no ilustrativo)

Se construye un vector lentiviral que contiene un ARNhc que se dirige a CCRS5 bajo el control de un promotor Il y un
acido nucleico que codifica una proteina TRIM5a bajo el control de un promotor de ubiquitina usando los vectores
estructurales descritos en el Ejemplo 1. Por ejemplo, se elimina el casete U-EGFP de pFG12-H1-R5-U-EGFP, la
construccion de plasmido que contiene sh1005 y EGFP dirigido por el promotor de ubiquitina (véase la Figura 3),
usando enzimas de restriccion para producir pFG12-H1-R5.

Se elimina el gen de EGFP de pFG11F-U-EGFP (pFG11F en la Figura 4) y se reemplaza con el gen de TRIM5a (SEC
ID N®: 5) para producir pFG11F-U-TRIM5a. Se corta el casete H1-R5 de pFG12-H1-R5-U-EGFP usando una digestion
de Ndel/Xhol y se inserta en pFG11F-U-TRIM5a, que también se ha digerido con Ndel/Xhol, para producir

pFG11F-H1-R5-U-TRIM5a (Figura 24A). Esta construccién se emplea para producir lentivirus tal como se describe en
la Seccion B del Ejemplo 1.

Ejemplo 11. Construccion de vector triple que contiene ARNhc contra CCR5, C46, y TRIM5a (vector triple de
sh5/C46/TRIM5a)

Se produce un vector triple a partir del vector dual pFG11F-H1-R5-U-C46 cerrando el promotor de B-actina TRIM5a en
un sitio de clonacién mdltiple tal como se muestra en la Figura 24B.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion que comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica un acido nucleico
inhibidor capaz de reducir la expresion de un correceptor de VIH, donde el acido nucleico inhibidor es un ARN pequefo
de interferencia (ARNpi) o un ARN de horquilla corta (ARNhc) que tienen una regién bicatenaria, donde la region
bicatenaria comprende una secuencia que es sustancialmente idéntica y complementaria a una secuencia de dicho
correceptor de VIH, y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica una proteina inhibidora de la fusion del
VIH.

2. El vector de expresién de la reivindicacion 1, donde el vector de expresion es un vector viral.
3. El vector de expresién de la reivindicacion 2, donde el vector viral es un vector lentiviral o un vector retroviral.
4. El vector de expresion de la reivindicacion 3, donde el vector lentiviral es autoinactivante.

5. El vector de expresion de la reivindicacion 1, que comprende ademas una tercera secuencia de acido nucleico que
codifica un inhibidor de la unién viral del VIH a una célula diana o de la replicacion viral del VIH.

6. El vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la proteina inhibidora de la fusion
del VIH es una proteina C46, una proteina T20, enfuvirtida, CP32M o sifuvirtida.

7. El vector de expresion de la reivindicacion 5, en el que el inhibidor de la replicacién del VIH se selecciona del grupo
que consiste en TRIM5a humana, TRIM5a de mono rhesus, TRIM5a quimérica, una proteina de fusion de
TRIM5-ciclofilina humana, ciclofilina, ubiquitina E3, APOBEC3G y antigeno celular estromal de médula 6sea 2
(BST-2).

8. El vector de expresién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dichas primera 'y
segunda secuencias de acido nucleico estan unidas operativamente a un promotor.

9. El vector de expresion de la reivindicacién 8, en el que dicho promotor es un promotor de ARN polimerasa Il o de
ARN polimerasa lll.

10. El vector de expresion de la reivindicaciéon 8, en el que dicha primera secuencia de acido nucleico esta unida
operativamente a un primer promotor y dicha segunda secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a un
segundo promotor.

11. El vector de expresién de la reivindicacion 10, en el que dicho primer promotor es un promotor de ARN polimerasa
Ill'y en el que dicho segundo promotor es un promotor de ARN polimerasa |l

12. El vector de expresion de la reivindicacion 9 o de la reivindicacion 11, en el que dicho promotor de ARN polimerasa
Il es un promotor de pol Il de H1 y/o dicho promotor de ARN polimerasa Il es un promotor de pol Il de Ubiquitina C.

13. El vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho correceptor de VIH es
CXCR4.

14. El vector de expresiéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho correceptor de VIH es
CCR5.

15. El vector de expresién de la reivindicacion 14, en el que el ARNhc tiene una secuencia de SEC ID N®: 1.

16. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, donde la célula hospedadora es un monocito, un macréfago, una célula mononuclear de sangre periférica,
un linfocito T CD4+, un linfocito T CD8+ o una célula dendritica.

17. Una célula progenitora/madre hematopoyética que comprende al vector de expresién de la reivindicacién 14 o de la
reivindicacién 15.

18. Un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende una primera secuencia de acido nucleico
que codifica un ARNhc que tiene una secuencia de SEC ID N2 1 y una segunda secuencia de &cido nucleico que
codifica una proteina C46, en el que dicha primera secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a un
promotor de pol Il de H1 y dicha segunda secuencia de acido nucleico esta unida operativamente a un promotor de pol
Il de ubiquitina C.

19. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un vector de expresién de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, 0 18 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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20. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 19 para su uso en el tratamiento de un paciente
infectado por VIH, o un paciente en riesgo de infeccion por VIH.

21. El vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 o 18, o la composicién
farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 19 para su uso en un método para tratar o prevenir la infeccién por VIH
en un paciente, comprendiendo el método transducir células hematopoyéticas con el vector de expresion, donde
dichas células hematopoyéticas son linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, monocitos/macréfagos, o combinaciones de
los mismos, y trasplantar dichas células hematopoyéticas transducidas al paciente, donde dichas células
hematopoyéticas transducidas son resistentes a la infeccion por VIH.

22. El vector de expresion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14, 15 o0 18 para su uso en un método
para tratar o prevenir la infeccion por VIH en un paciente, comprendiendo el método transducir células
progenitoras/madre hematopoyéticas (HPSC) con el vector de expresion, y trasplantar dichas HPSC transducidas al
paciente, donde dichas HPSC transducidas son resistentes a la infeccion por VIH.

283. El vector de expresion o la composicion farmacéutica para su uso en un método para tratar o prevenir la infeccién
por VIH en un paciente de acuerdo con la reivindicaciéon 21 o la reivindicacion 22, en donde el paciente:

a) no se ha expuesto previamente a HAART;

b) esta recibiendo un régimen de HAART; o
c) esté fracasando o ha fracasado en un régimen HAART.
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FIGURA 8

ES 2 546 663 T3

(3]
o
S
[
o
I bl w
c (44 of
s @ o
s 22%%
= W A @
§ oz o8 @
= N 00 LY

1Y
o

go0l X Jw/seney

41

Siembra a 2x%8ed Siembra a 2x10e% Siembra a 1x10e5 Siembra a 2x10g%

4

1

Expt



ES 2 546 663 T3

+d493 ap aleuasiog

TP R TR - S A

aespori

opeluasuod

SRS

Fo93

¢4

%

%

=
X

OpEIUAdU0D WA WOA op ebiessrd uos WA op ebiessid uoo XZ uolaanpsuely } uoonpsueIl ¥

XZ ugioonpsuel) X| uglponpsuely

6 VINDIA

42



~FIGURA 10

ES 2 546 663 T3

£
AR
S8
F
i)
=

PN PP SO

o sitr

Control de GFP

43



FIGURA 11

o8
e\

B

N

e

%h%:

Control de GFP

W5 ¥

ES 2 546 663 T3

Ny

T

353 prég
e
AN

g
o,
[ 8

sraemenssians

LINEA

44

DE CELULAS T

¥
¥




ES 2 546 663 T3

i z-seplanpsue} o=

| ~SBPIONPSURL} O ssfrcs

8 eld

¥ eld

e .
et oy,
ot "

D383 2yt
Nt

G

IA SEIN|9D 8p %

se|qe

om

G e

T 5wl

C-SBRIDNPSURL) ON«olgha

|-SEPISNPSUB. ONmasors

<l ela

8 eld

¥ Eeld

9801x of|190d/s3|€}0} SE|nj2D

<

1 vdanNodId

45



FIGURA 13
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FIGURA 15
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FIGURA 18
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FIGURA 20
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