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2

DESCRIPCIÓN

Uso de partículas lentivíricas pseudotipadas para la transducción dirigida in vitro de embriocitoblastos humanos 
pluripotentes indiferenciados y citoblastos pluripotentes inducidos

Campo técnico

La presente divulgación se refiere a novedosas partículas lentivíricas pseudotipadas y su uso en la transducción 5
dirigida in vitro de embriocitoblastos humanos pluripotentes indiferenciados (hESC) y los citoblastos pluripotentes 
inducidos (iPSC).

Estado de la técnica

Los citoblastos son células indiferenciadas que se encuentran en todos los organismos multicelulares que se pueden 
dividir mediante mitosis y diferenciarse en diversos tipos de células especializadas y pueden autorrenovarse para 10
producir más citoblastos. Son capaces de diferenciarse en una variedad de tipos de células y, por consiguiente, 
pueden ser una fuente de sustitución de células y tejidos que se dañan en el curso de la enfermedad, infección o 
debido a anomalías congénitas (Lovell-Badge, R., Nature, 2001, 414: 88-91). Existen diversos tipos de citoblastos 
que se caracterizan por su diferenciación potencial in vivo e in vitro, dependiendo concretamente del tejido del que 
se aíslan. transportan las únicas funciones de tejidos concretos cuando se diferencian en células maduras, en el que 15
se piensa que los citoblastos pluripotentes tienen el potencial para diferenciarse en casi cualquier tipo de célula, 
mientras que se cree que los citoblastos multipotentes tienen el potencial de diferenciarse solo en muchos tipos de 
células.

Los citoblastos pluripotentes (PSC) están disponibles, por ejemplo, como embriocitoblastos indiferenciados (ESC) y 
pueden cultivarse in vitro como líneas permanentes sin experimentar diferenciación. Son capaces de generar todos 20
los tipos de células del cuerpo, pero no del cordón umbilical, los trofoblastos y las estructuras asociadas. Aunque son 
incapaces de generar un organismo funcional, proporcionan la oportunidad de desarrollar terapias basadas e 
citoblastos para enfermedades humanas y la reparación de tejidos (Leeb, C. y col., Cell Prolif., 2011, 44, Supl. 1: 9-
14). La primera derivación satisfactoria de los ESC humanos (hESC) se ha notificado en 1998 (Thomson, J. A. y col., 
Science, 1998, 282: 1145-1147), donde los hESC se derivan de la masa de células internas de un blastocito antes 25
de que se implante en la pared del útero. Gearhart y colaboradores derivaron líneas de células germinales 
embriónicas humanas (hEGC) de tejido de gónadas fetales (Documento US 6.090.622). hESC y hEGC tienen 
características largamente buscadas de citoblastos pluripotentes: se pueden cultivar extensamente sin 
diferenciación, tienen un cariotipo normal, y son capaces de producir numerosos tipos de células importantes. Un 
estímulo significativo al uso de citoblastos pluripotentes para la terapia es que se cultivan tradicionalmente sobre una 30
capa de células alimentadoras para evitar la diferenciación (documento US 5.843.780; documento US 6.090.622). 
De acuerdo con Thomson y col., (citado anteriormente), los cultivos de hESC sin alimentadores mueren pronto, o se 
diferencian en una población heterogénea de células comprometidas.

Debido a que los métodos anteriormente mencionados requieren la destrucción de embriones tempranos, se han 
aprovechado fuentes alternativas de hESC por motivos éticos. Un tipo de citoblasto pluripotente alternativo de 35
significancia se ha introducido en 2006 donde las células somáticas cultivadas in vitro se han revertido a un estado 
pluripotente similar al embriónico que conduce a la formación de citoblastos pluripotentes inducidos (iPSC; 
Takahashi, K. y S. Yamanaka, Cell, 2006, 126: 663-676). La reprogramación se llevó a cabo mediante la 
introducción de determinados genes asociados a citoblastos, es decir, de 3-5 factores ( factor 4 de tipo Krüppel, Klf-
4; secuencia Y de la región determinante del sexo, Sox, por ejemplo, Sox-2; factor 4 de transcripción de la unión a 40
octámero, Oct4; factor de transcripción Nanog; factor de transcripción cMyc) en células no pluripotentes, es decir, 
células diferenciadas (por ejemplo, fibroblastos) tanto mediante transducción vírica como mediante transfección. 
Esta tecnología de reprogramación evita todos los problemas éticos con hESC e incluso, de forma más importante, 
permite la generación de células pluripotentes para terapias celulares autólogas como iPSC que pueden derivarse 
directamente del paciente para estrategias médicas personalizadas. Además, esto permite la aplicación de iPSC 45
humanos a características específicas en la investigación de fármacos y en estudios farmacológicos o toxicológicos 
de seguridad (Leeb, C. y col., Cell Prolif., 2011,44, Supl. 1: 9-14).

Hasta la fecha, muchos estudios prometedores han mostrado el potencial terapéutico y científico de los citoblastos, 
en particular de hESC e iPSC. El progreso en la aplicación de hESC e iPSC se consiguió mejorando las técnicas 
para la transferencia de genes. Se pueden usar citoblastos transfectados de forma estable, por ejemplo, como 50
vehículo celular para la terapia génica de suplemento de proteínas y/o para dirigir los citoblastos en linajes 
concretos. Además, la inserción de construcciones indicadoras específicas de linaje permitiría el aislamiento de 
células específicas de linaje y permitiría el descubrimiento de fármacos, la validación de la diana, y/o los estudios 
basados en citoblastos de la función génica y similares. Sin embargo, las estrategias actuales de transferencia 
génica no distinguen entre las células de un fenotipo de citoblastos y las células que entran en una ruta de 55
diferenciación o las células alimentadoras. Adicionalmente, los métodos actuales son normalmente muy ineficaces y 
a menudo tóxicos para las iPSC, debido a que las células tienen que tripsinizarse y separarse de las células 
alimentadoras para permitir la transducción con suficiente eficacia (Jang, J. E. y col., Stem Cells Dev., 2006, 15: 109-
17). Solo un fracción menor de las células sobrevive a este procedimiento. Un procedimiento que utiliza la 
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transducción mediada por vectores de adenovirus permite solo la transferencia génica eficaz cuando las células se 
cultivan en un medio especial suplementado con un inhibidor de la quinasa Rho (Tashiro, K. y col., Cell 
Reprogramming, 2010, 12: 501-507). Por tanto, la metodología actual depende de las manipulaciones de las células 
antes de la transducción, que son complejas y pueden reducir las características de los citoblastos de las células. 
Gropp, M. y Reubinoff, B. (2006) (Methods in Enzymology, 420, 64 - 81) desvelaron vectores basados en lentivirus 5
para la administración de genes a embriocitoblastos humanos (hESC).

Problema de la invención

Por tanto, el problema de la presente invención es proporcionar medios y/o un procedimiento ahora para conseguir 
la transferencia génica dirigida en embriocitoblastos humanos indiferenciados y citoblastos pluripotentes inducidos, 
que evite las desventajas que se mencionan anteriormente y son superiores con respecto a la especificidad y 10
eficacia de la transducción.

Sumario de la invención

La invención se define en las reivindicaciones adjuntas.
Los inventores desarrollaron novedosas partículas de vectores lentivíricos pseudotipados que comprenden una 
proteína de fusión de morbilivirus (F) y una proteína hemaglutinina (H) mutada del virus del sarampión (MeV) o la 15
cepa Edmonton del virus del sarampión (MeVEdm), en el que las porciones citoplásmicas de la proteína F y la 
proteína H están truncadas, y en el que los aminoácidos necesarios para el reconocimiento del receptor en la 
proteína H están mutados con el fin de que no interactúen con CD46, SLAM y/o la nectina-4 y además tengan un 
anticuerpo monocatenario contra un marcador de la superficie celular de los hESC e iPSC en su ectodominio. El 
fragmento variable monocatenario (scFv) dirigido contra la secuencia de codificación del marcador de la superficie 20
celular del anticuerpo monocatenario se fusiona con la secuencia de codificación en el ectodominio de la proteína H, 
en el que el marcador de la superficie celular se selecciona entre el grupo que consiste en CD30, EpCAM (CD326), 
CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 o TRA-1-81. La transducción de acuerdo con la presente invención 
no interfiere con la pluripotencia, es decir, los hESC y los iPSC transducidos actualmente permanecen sin 
diferenciar, es decir, son capaces de diferenciarse en todos los linajes de la capa germinal.25

Los inventores descubrieron que la transducción dirigida deseada de hESC e iPSC mejoró sustancialmente 
utilizando partículas de vectores lentivíricos pseudotipados con una proteína de fusión de morbilivirus truncada (F) y 
una proteína hemaglutinina de morbilivirus truncada (H) que expresa además un anticuerpo monocatenario en un 
marcador superficial de citoblasto en su ectodominio. En este enfoque, el anticuerpo monocatenario es responsable 
de que solo aquellos citoblastos que se transducen expresen el marcador de la superficie celular respectivo que es 30
reconocido por el anticuerpo. En una realización preferida, el fragmento variable monocatenario (scFv) que se 
fusiona con el ectodominio de la proteína H es un anticuerpo dirigido contra CD30, un anticuerpo dirigido contra 
EpCAM (CD326), un anticuerpo dirigido contra CD9, un anticuerpo dirigido contra Thy-1 (CD90), un anticuerpo 
dirigido contra SSEA-3, un anticuerpo dirigido contra SSEA-4, un anticuerpo dirigido contra TRA-1-60, o un 
anticuerpo dirigido contra la secuencia de codificación de TRA-1-81, lo más preferible, un anticuerpo dirigido contra 35
la secuencia de codificación de CD30. Estas secuencias de codificación son particularmente adecuadas debido a 
que la expresión de los marcadores de la superficie celular CD30, EpCAM (CD326), CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, 
SSEA-4, TRA-1-60, y TRA-1-81 se regulan por defecto rápidamente tras la diferenciación de los hESC e iPSC y la 
transducción no interfiere con la pluripotencia, es decir, los hESC e iPSC transducidos actualmente son capaces de 
diferenciarse en todos los linajes de la capa germinal.40

Se pueden usar dichos citoblastos transfectados, por ejemplo, como vehículo celular para la terapia génica de 
suplemento de proteínas y/o para dirigir los citoblastos en linajes concretos. Además, la inserción de construcciones 
indicadoras específicas de linaje permitiría el aislamiento de células específicas de linaje y permitiría el 
descubrimiento de fármacos, la validación de la diana, y/o los estudios basados en citoblastos de la función génica y 
similares.45

Breve descripción de las figuras

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácidos del scFV dirigido contra CD30 (hilera de secuencia superior) y 
los aminoácidos cambiados en el scFV corregido dirigido contra CD30opt (hilera de secuencia inferior). Los 
aminoácidos críticos en la secuencia marco de scFv están sustituidos por el aminoácido de abajo. Las regiones 
determinantes de la complementariedad (CDR) del dominio variable de la cadena pesada (VH, gris claro) y el 50
dominio variable de la cadena ligera (VL, gris oscuro) y el enlazador entre VH y VL (negro) están indicados.

La Figura 2 muestra la secuencia de ADN correspondiente ala del scFV corregido/optimizado dirigido contra 
CD30 de la Fig. 1

Las Figuras 3A-3C muestran de manera ilustrativa la secuencia de ADN de tres de las proteínas H truncadas 
derivadas del ADN natural (wt) de la proteína H de la cepa Edmonton (HEdm) del virus del sarampión (ADN wt de 55
HEdm), concretamente, HcΔ18, HcΔ19 y HcΔ24+4A, respectivamente. La Figura 3D representa gráficamente de 
forma ilustrativa la secuencia de aminoácidos de HcΔ18. Las Figuras 3E y 3F muestran de manera ilustrativa la 
secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos de una de las proteínas F truncadas derivadas del ADN 
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natural (wt) de la proteína F de la cepa Edmonton del virus del sarampión (ADN wt de FEdm), concretamente 
FcΔ30. Las porciones citoplásmicas se muestran en negrita. La Figura 3G representa gráficamente la secuencia 
de ADN de la proteína HcΔ24 truncada, en la que se añadieron cuatro restos de alanina adicionales para 
proporcionar por tanto HcΔ24+4A. De nuevo, Las porciones citoplásmicas se muestran en negrita.

Las Figuras 4A y 4B proporcionan una visión general sobre las proteínas F y H mutantes generadas de manera 5
ilustrativa en comparación con sus respectivas moléculas wt, indicando los restos de aminoácidos eliminados (o 
añadidos) en la porción citoplásmica de las proteínas.

La Figura 5 representa gráficamente la secuencia de aminoácidos de CD30opt.

La Figura 6 muestra fotografías microscópicas ilustrativas de las iPSC transducidos con las partículas del vector 
lentivírico pseudotipadas.10

La Figura 7 muestra ejemplos de cuerpos embrioides diferenciados de las células iPS transducidas con 
CD30opt-LV (panel superior o con un vector lentivírico convencional (VSVG-LV, panel inferior). La fotografía se 
tomó tres días después que se inició la diferenciación. La morfología que se muestra en el campo claro (paneles 
de la izquierda) confirma la formación del cuerpo embrioide. La fluorescencia verde (paneles de la derecha) 
confirma que la modificación genética introducida por el vector se ha retenido durante la diferenciación.15

Descripción detallada de la invención

Los inventores desarrollaron novedosas partículas de vectores lentivíricos pseudotipados que comprenden una 
proteína de fusión de morbilivirus (F) y una proteína hemaglutinina (H) mutada del virus del sarampión (MeV) o la 
cepa Edmonton del virus del sarampión (MeVEdm), en la que las porciones citoplásmicas de la proteína F y de la 
proteína H están truncadas, y en la que los aminoácidos necesarios para el reconocimiento del receptor en la 20
proteína H están mutados de tal manera que no interactúan con CD46, SLAM y/o la nectina-4 y además tengan un 
anticuerpo monocatenario contra un marcador de la superficie celular de los hESC e iPSC en su ectodominio.

Además, los inventores descubrieron que la transducción dirigida in vitro de hESC e iPSC indiferenciados mejoró 
sustancialmente utilizando partículas de vectores lentivíricos pseudotipados con una proteína de fusión de 
morbilivirus truncada (F) y una proteína hemaglutinina de morbilivirus truncada (H) que expresa además un 25
anticuerpo monocatenario en un marcador superficial de citoblasto en su ectodominio.

El término "in vitro" se refiere a estudios en biología experimental que se llevan a cabo utilizando componentes de un 
organismo que se ha aislado de su contexto biológico usual a fin de permitir un análisis más detallado o más 
conveniente que se pueda llevar a cabo con organismos completos. Por el contrario, el término "in vivo" se refiere a 
un trabajo que se lleva a cabo con organismos vivos en su estado intacto normal, mientras que "ex vivo" se refiere a 30
estudios sobre órganos funcionales que se han retirado del organismo intacto.

El término "citoblasto" se refiere a una célula que tiene la capacidad de autorrenovarse, es decir, pasar por 
numerosos ciclos de división celular manteniendo a la vez el estado indiferenciado, y tiene potencia, es decir, la 
capacidad de diferenciarse en tipos de células especializadas, por ejemplo, una célula nerviosa o una célula de la 
piel.35

De acuerdo con la presente invención, los "citoblastos pluripotentes indiferenciados" o los "citoblastos pluripotentes" 
(PSC) son capaces de generar todos los tipos de células del cuerpo, pero no aquellos de la placenta, que se derivan 
del trofoblasto y las estructuras asociadas. En una realización preferida de la presente invención, las PSC son 
embriocitoblastos (ESC), más preferentemente embriocitoblastos humanos (hESC). Los hESC pueden obtenerse de 
blastómeros individuales en embriones humanos sin destrucción de los embriones. Pueden derivarse también de 40
líneas celulares establecidas, que están comercialmente disponibles.
Un tipo de citoblasto pluripotente alternativo se deriva de células somáticas cultivadas in vitro que se han revertido a 
un estado pluripotente análogo al embriónico, es decir, citoblastos pluripotentes inducidos (iPSC). Los iPSC son 
también capaces de generar todos los tipos de células del cuerpo, pero no del cordón umbilical, los trofoblastos y las 
estructuras asociadas. Se parecen funcional y fenotípicamente a embriocitoblastos. Existen varias publicaciones y 45
patentes que describen la técnica de reprogramación y los marcadores adecuados (por ejemplo, documentos WO 
2010/033084 A1, WO 2009/144008 A1). La reprogramación de acuerdo con la presente invención se lleva a cabo 
mediante la introducción de genes asociados a citoblastos en células no pluripotentes, es decir, células 
diferenciadas, preferentemente fibroblastos, tanto mediante transducción como transfección vírica. Los genes 
asociados a citoblastos se seleccionan entre el grupo que consiste en Klf-4, Sox-2, Oct4, Nanog, LIN-28 y c-Myc, en 50
el que se introducen 3-6 factores, utilizando preferentemente un cóctel de 4 factores (incluyendo Oct4, Sox-2, Nanog 
y LIN-28).

Las líneas de citoblastos hES incluyen H9 o HES-3. Las líneas de citoblastos iPS preferibles incluyen hCBEC 
(obtenida mediante transferencia del gen de lentivirus), hFFBiPS SB4 y hFFBiPS SB5 (obtenida mediante 
transposición "Sleeping Beauty"), en la que las líneas de citoblastos iPS de la presente invención pueden generarse 55
también a partir de pacientes enfermos, tales como de pacientes que tienen inmunodeficiencia combinada grave 
relacionada con deficiencia en adenosina-desaminasa (ADA-SCID), Distrofia muscular de Duchenne (DMD) y Becker 
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(BMD), enfermedad de Parkinson (PD) o diabetes mellitus de tipo 1 de inicio juvenil (JDM). Para la terapia génica, 
estos citoblastos iPS han de transducirse con una copia intacta del gen defectivo y a continuación pueden, tras la 
diferenciación en el tipo de célula relevante, transferirse a pacientes sin producir una respuesta inmunitaria, como ya 
se ha descrito por Zhao, T. y col. (Nature, 2011, 474: 212-215). Además, estos citoblastos iPS se pueden usar como 
un sistema modelo para estrategias terapéuticas de terapia génica. Tras la transducción específica de estas células 5
iPS, puede controlarse la expresión del gen terapéutico tras la diferenciación y se pueden detectar los efectos de las 
diferentes velocidades de expresión durante la diferenciación. En una realización preferible de la presente invención, 
las células iPS, derivadas de pacientes con ADA-SCID, se transdujeron con el vector CD30-LV, por tanto, 
transfiriendo el gen de la adenosina-desaminasa (ADA) funcionalmente activo. A continuación las células se 
diferenciaron hacia el linaje hematopoyético, en el que las células positivas para CD30 se recogieron y analizaron 10
para la expresión de ADA. A continuación se trasplantaron estas células en ratones inmunodeficientes donde s 
injertaron y se diferenciaron en todos los linajes del sistema hematopoyético.

Tal como se usa en el presente documento, el término "multipotente" se refiere a la capacidad de diferenciarse solo 
en un número limitado de tipos. Por ejemplo, la médula ósea contiene citoblastos multipotentes para proporcionar un 
aumento de todas las células de la sangre pero no de otros tipos de células. Los citoblastos multipotentes se 15
encuentran en organismos adultos, por ejemplo, la mayoría de órganos del cuerpo (por ejemplo, cerebro, hígado, 
corazón) donde pueden sustituir las células muertas o dañadas.

"Lentivirus" ( o "lentivírico") como se usa en la presente invención es un género de las Orthoretroviridae, una 
subfamilia de las Retroviridae, en la que los virus de la familia taxonómica Retroviridae comparten, como una 
característica principal, un genoma de ARNmc de cadena positiva (mc(+)ARN). La información genética de estos 20
virus se transcribe de forma inversa en primer lugar de ARN en ADN mediante una transcriptasa inversa 
proporcionada por el virus y posteriormente integrada en el genoma hospedador. Por tanto, el término "retro" se 
refiere a la actividad de la transcriptasa inversa y a la transferencia de información genética de ARN a ADN. Ya que 
el genoma vírico es mc(+)ARN, (este (ARNm) puede usarse también directamente por la célula como molde para la 
producción de proteína.25

De acuerdo con la presente invención, el lentivirus (LV) se selecciona entre el grupo que consiste en el virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la inmunodeficiencia de bovino (VIB), el virus de la inmunodeficiencia de 
felino (VIF), el virus de la inmunodeficiencia de simio (VIS) y el virus de la anemia infecciosa de equino (VAIE), más 
preferentemente, VIH-1, VIH-2, VISmac, VISpbj, VISagm, VIF y VAIE, e incluso de forma más preferible VIH-1.

Con respecto a la descripción detallada de elementos del lentivirus, se hace referencia a las definiciones 30
correspondientes en el documento WO 2008/037458 A2.

Se pueden proporcionar tres componentes básicos en plásmidos separados, por ejemplo, en un plásmido de 
expresión de la proteína (por ejemplo, plásmido de expresión de la proteína H o F del virus del sarampión), plásmido 
de empaquetamiento (por ejemplo, pCMVdR8.9), y/o plásmido de vector de transferencia (por ejemplo, pSEW), para 
generar partículas de vectores lentivíricos: un gen gag/pol psi-negativo, un gen env psi-negativo y un vector de 35
expresión psi-positivo. En otra realización preferida, el vector de expresión lentivírica psi-positivo y/o el gen gag/pol
lentivírico psi-negativo se derivan de un lentivirus seleccionado entre el grupo que consiste en VIH-1, VIH-2, VISmac, 
VISpbj, VISagm, VIF y VAIE, e incluso de forma más preferible VIH-1.
"partículas de vectores lentivíricos", "partículas de vectores lentivíricos pseudotipados" o más bien "partículas de 
vectores" como se usa en la presente invención son vectores lentivíricos deficientes en la replicación que son útiles 40
para transducir una secuencia de ácido nucleico en un genoma de una célula hospedadora o diana. Los ejemplos de 
partículas de vectores lentivíricos pseudotipados se describen en detalle en los documentos 2008/037458 y EP 11 
151 018.6 a los cuales se hace referencia. dichas partículas de vectores contienen solo un genoma incompleto del 
lentivirus a partir del cual se derivan. En detalle, las partículas de vector comprenden un mínimo de las proteínas 
Gag, Pol y Env y una molécula de ARN (que puede ser un vector de expresión). Las proteínas Gag, Pol, y Env que 45
son necesarias para ensamblar la partícula del vector se derivan del retrovirus y se proporcionan in trans por medio 
de una línea celular de empaquetamiento, preferentemente células 293 de riñón embriónico humano que contienen 
el antígeno T grande de SV40 (HEK-293T o 293T), la línea de células HT-1080 de sarcoma humano (CCL-121), 
línea de células Raji análogas a linfoblastos (CCL-86), línea de células U87-MG análogas a glioblastoma-astrocitoma 
epitelial (HTB-14): línea de células HuT78 de linfoma T (TIB-161), más preferentemente HEK-293T. La molécula de 50
ARN o el vector de expresión se deriva normalmente del genoma del retrovirus original, que significa que comprende 
todos los elementos necesarios para un empaquetamiento eficaz en las partículas del vector lentivírico resultante 
(entre otras, el elemento psi y repeticiones terminales largas, LTR). Sin embargo, para que las partículas del vector 
lentivírico sean deficientes en la replicación, la molécula de ARN no comprende la información genética de al menos 
uno de los genes gag, env, o pol por sí mismos, en el que los genes o bien se eliminan o bien se evita la expresión 55
de sus productos génicos, preferiblemente una(s) mutación(ones) de cambio de marco.

En otro aspecto preferible, la molécula de ARN no está integrada en el genoma de la célula hospedadora, debido a 
una integrasa defectiva o a la desaparición de las señales de integración en el ARN. Con este ARN, la proteína 
codificada se traduce durante un tiempo limitado en la célula transducida, facilitando la diferenciación en un 
determinado linaje (Sarkis y col., Curr. Gene Ther. 2008, 8(6), págs. 430-437). Como alternativa, no se empaqueta 60
ARN específico, y los vectores se pueden usar para la transferencia de proteína específica (Voelkel y col., PNAS 
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USA 2010, 107(17), págs. 7805-7810).

Por tanto, En un aspecto preferible, la molécula de ARN de la partícula del vector lentivírico no comprende la 
información genética de los tres genes mencionados, es decir, los genes gag, env, o pol. En una realización 
adicional, la molécula de ARN no comprende la información genética de otros genes no esenciales, adicionalmente. 
En el caso del VIH-1, estos genes no esenciales se seleccionan del grupo que consiste en tat, vif, vpr, vpu y nef. En 5
cambio, una secuencia de ácido nucleico normalmente heteróloga que se va a integrar en el genoma 
diana/hospedador ("transgén", es decir, un gen que se va a transducir) está presente en el vector de expresión que 
está bajo el control de un promotor adecuado, y se expresa por tanto tras la integración del gen en el genoma de la 
célula hospedadora o diana. La expresión "promotores adecuados" de acuerdo con la presente divulgación se refiere 
a promotores, que regulan la expresión de los genes constitutivos que están constitutivamente expresados en 10
cualquier tejido, por ejemplo, el gen EF1A1 que codifica la subunidad α del factor de elongación eucariota 1 o el gen 
que codifica la fosfoglicerato quinasa, y que muestra solo una regulación por defecto leve tras la diferenciación de 
los citoblastos. Por tanto, el promotor de la presente divulgación puede seleccionarse entre el grupo que consiste en 
el promotor del citomegalovirus (CMV), el promotor del virus formador del foco del bazo (SFFV), el promotor del 
factor de elongación 1 alfa (EF1α) (el promotor EF1 α de 1,2 kb o el promotor EF1 α de 0,2 kb), el promotor 15
EF1α/IF4 quimérico, y el promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK), en el que se prefieren el promotor EF1α de 1,2 
kb y el promotor SFFV.

En una realización preferida adicional, la partícula del vector lentivírico comprende además un vector de expresión 
de ARN psi-positivo que comprende el transgén. Preferentemente, el vector de expresión de ARN psi-positivo 
comprende al menos un gen marcador seleccionable como el transgén.20
En general, las expresiones "marcador seleccionable" o "gen marcador seleccionable", como se usan en la presente 
invención, se refieren a un gen y a su producto correspondiente que permite la detección, selección y/o aislamiento 
de dicho producto. Si dicho marcador seleccionable se expresa mediante una célula, por consiguiente dicha célula o 
una población de dichas células se puede detectar, seleccionarse y/o aislarse. Los marcadores seleccionables de 
acuerdo con la presente divulgación pueden ser, entre otros, una molécula, preferentemente un péptido o proteína, 25
detectable por fluorescencia, una enzima que cataliza una reacción de la cual se controla el producto resultante, o 
una molécula que confiere una resistencia a, entre otros, un antibiótico. La detección, selección y/o aislamiento 
puede llevarse a cabo, entre otros, mediante clasificación celular activada por fluorescencia (FACS), un clasificador 
celular FACS, uso de microscopio de fluorescencia, uso de microscopio de inmunofluorescencia con anticuerpos 
primarios y secundarios, o mediante el uso de antibióticos. Por tanto, en una realización preferida de la presente 30
invención dicho gen marcador seleccionable se selecciona entre el grupo que consiste en un gen que codifica GFP 
(proteína fluorescente verde), un gen que codifica eGFP (GFP potenciada), un gen que codifica una proteína 
inductora de la apoptosis, un gen que codifica una proteína citotóxica, un gen TNF-α, un gen p53, un ARN 
interferente, un gen de interferón, el gen de la timidina quinasa del virus del herpes, y un gen que codifica una 
proteína inmunoestimuladora o terapéutica.35

Por tanto, En una realización preferible, las partículas del vector lentivírico se basan en un vector seleccionado entre 
el grupo que consiste en VIH-1, VIH-2, VISmac, VISpbj, VISagm. VIF y VAIE, e incluso de forma más preferible VIH-1. 
En una realización adicional, la molécula de ARN de la partícula del vector lentivírico se basa en el genoma del VIH-
1 y comprende las LTR, el elemento psi y el promotor de CMV seguido por el gen que se va a transducir, en el que 
los genes gag, env, pol, tat, vif, vpr, vpu y nef de VIH-1 se eliminaron o se evitó la expresión de sus productos 40
génicos, y en el que el gen que se va a transducir es un gen marcador seleccionable que se selecciona entre el 
grupo que consiste en un gen que codifica GFP, un gen que codifica eGFP, un gen que codifica una proteína 
inductora de la apoptosis, un gen que codifica una proteína citotóxica, un gen TNF-α, un gen p53, un ARN 
interferente, un gen de interferón, el gen de la timidina quinasa del virus del herpes, y un gen que codifica una 
proteína inmunoestimuladora o terapéutica.45
Para generar las partículas del vector lentivírico, se requieren los tres componentes básicos, usualmente 
proporcionados en plásmidos separados: un gen gag/pol psi-negativo, un gen env psi negativo y un vector de 
expresión psi-positivo. la transfección simultánea de estos componentes en una línea celular de empaquetamiento, 
es decir, una línea celular eucariota adecuada, por ejemplo, HEK-293T, conduce a la expresión de las proteínas 
Gag, Pol y Env así como a la generación de ARN psi-positivo. Debido a que los genes gag/pol y env de la presente 50
divulgación son psi-negativos, el ARNm generado antes de la expresión de las proteínas correspondientes no está 
ensamblado en las partículas del vector lentivírico. A diferencia de esto, el ARN psi-positivo transcrito a partir del 
vector de expresión de la presente divulgación se incluye en la partícula del vector lentivírico resultante.
Por consiguiente, las partículas del vector lentivírico deficiente en la replicación de la presente divulgación se 
generan comprendiendo las proteínas Gag, Pol y Env proporcionadas in trans mediante la línea celular de 55
empaquetamiento, preferentemente HEK-293T, así como el transcrito de ARN psi-positivo del plásmido de expresión 
que carece de la información genética para la replicación autónoma. Sin embargo, dado que las partículas del vector 
lentivírico comprenden las proteínas Gag, Pol y Env, son capaces de infectar eficazmente sus células 
diana/hospedadoras, transcriben de forma inversa su ARN, e integran dicha información genética en el genoma de la 
célula diana/hospedadora.60
Para los detalles y condiciones adicionales se hace referencia al documento WO 98/037458 A2, en particular al 
Ejemplo parte del mismo.
el término "pseudotipado", "vector pseudotipado", o "partícula de vector pseudotipado", "partícula de vector lentivírico 
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pseudotipado" como se usa en la presente divulgación, se refiere a una partícula de vector que transporta 
glicoproteínas de la envoltura derivadas de otros virus que tienen envolturas. La gama de hospedadores de los 
vectores lentivíricos o las partículas de vectores lentivíricos de la presente divulgación pueden por tanto expandirse o 
alterarse dependiendo del tipo de receptor de la superficie celular usado por la glicoproteína, debido a que dichas 
partículas de vector poseen el tropismo del virus a partir del cual se derivaron las glicoproteína(s).5

Por tanto, En un aspecto preferible, el gen env de la partícula de vector lentivírico pseudotipado, que está 
originalmente derivado del mismo retrovirus que los genes gag y pol y como la molécula de ARN o vector de 
expresión, se intercambia por la(s) proteína(s) de la envoltura de un virus de envoltura diferente. En una realización 
preferida de la presente invención, dicha(s) proteína(s) de envoltura son las glicoproteínas de fusión (F) y la 
hemaglutinina (H) de un paramixovirus o un morbilivirus, preferentemente el virus del sarampión (MeV), o la cepa 10
Edmonton del virus del sarampión (MeVEdm).
El MeVEdm utiliza uno de los siguientes tres receptores para la entrada de células, concretamente, la proteína 
conocida por ser el regulador del factor de activación del complemento, CD46 (Gerlier, D. y col., Trends Microbiol., 
1995, 3: 338-345), SLAM (molécula de señalización de la activación de linfocitos; conocida también como CD150) o 
nectina-4, en la que la proteína H, una proteína transmembrana de tipo II, se une a los receptores CD46, SLAM o 15
Nectina-4 del MeV, y a la proteína F, una proteína transmembrana de tipo I, que transporta un péptido de fusión 
hidrófobo que media en la fusión de la membrana tras la unión de H al receptor.
Por tanto, una función conocida de la proteína F es mediar en la fusión de las membranas víricas con las 
membranas celulares de la célula hospedadora. Las funciones atribuidas a la proteína H incluyen el reconocimiento 
del receptor en la membrana diana y el apoyo de la proteína F en su función de fusión de membrana. El mecanismo 20
de la fusión de membrana inducido por MeV puede implicar cambios conformacionales inducidos por el receptor en 
las proteínas H y a continuación F, que sugieren una interacción dinámica entre estas dos proteínas durante el 
proceso de transfección.

De acuerdo con la presente invención como se define en las reivindicaciones adjuntas, las proteínas F y H están 
"truncadas" en sus "porciones citoplásmicas". La expresión "porción citoplásmica", "cola citoplásmica" o "región 25
citoplásmica", como se usa en la presente invención, se refiere a la porción de la proteína respectiva que es 
adyacente al dominio transmembrana de la proteína y, si la proteína se inserta en la membrana en condiciones 
fisiológicas, se extiende en el citoplasma. El término "truncado" se refiere generalmente a una deleción de restos de 
aminoácidos de la proteína designada, en el que "truncado" se refiere también a los ácidos nucleicos codificantes 
correspondientes en una molécula de ácido nucleico que codifica una proteína "truncada" dada. Además, debe 30
entenderse que las moléculas de ácido nucleico que codifican una específica truncada o una proteína modificada de 
la presente invención están igualmente abarcadas y viceversa. Por ejemplo, esto significa que si una proteína dada 
se refiere a, por ejemplo, una proteína F truncada tal como FcΔ30, el ácido nucleico que codifica dicha proteína está 
igualmente abarcado.

En la presente invención, se hace referencia específicamente a proteínas "H truncadas" o a proteínas "F truncadas", 35
que designan al morbilivirus, preferentemente las proteínas H y F de MeV, respectivamente, cuya porción 
citoplasmática se ha truncado, es decir, se han eliminado restos de aminoácidos (o ácidos nucleicos codificantes de 
la molécula de ácido nucleico correspondiente que codifica la proteína). "HcΔX" y "FcΔX" designan dichas proteínas 
H y F truncadas, respectivamente, en el que "X" se refiere a 1-50 restos, que se han eliminado de la porción 
citoplasmática, respectivamente, más preferentemente 25-30 restos de FcΔX y 10-25 restos de HcΔX. Por tanto, en 40
una reacción adicional e incluso más preferida, la "proteína F truncada" es FcΔ24 o FcΔ30 y/o la "proteína H 
truncada" se selecciona entre el grupo que consiste en HcΔ14, HcΔ15, HcΔ16, HcΔ17, HcΔ18, HcΔ19, HcΔ20, 
HcΔ21+A, y HcΔ24+4A, más preferentemente HcΔ18, HcΔ19 y HcΔ24+4A.

En un aspecto preferible, la porción citoplásmica truncada de la proteína F comprende al menos un resto de 
aminoácido cargado positivamente, en el que la porción citoplásmica truncada de la proteína H está truncada para 45
permitir un pseudotipado eficaz y tiene una función de apoyo a la fusión. En un aspecto preferido adicional, la 
porción citoplásmica truncada de la proteína H comprende al menos nueve restos de aminoácidos consecutivos de 
la porción citoplásmica del extremo C de la proteína H más una metionina adicional en el extremo N. en otro e 
incluso más preferido aspecto, la porción citoplásmica truncada de la proteína F comprende al menos tres restos de 
aminoácidos consecutivos de la porción citoplásmica del extremo N de la proteína F y la porción citoplásmica 50
truncada de la proteína H comprende al menos 13 restos de aminoácidos consecutivos de la porción citoplásmica 
del extremo C de la proteína H más una metionina adicional en el extremo N, en el que uno a cuatro restos de 
aminoácidos en el extremo N de dichos al menos 13 restos de aminoácidos consecutivos de la porción citoplásmica 
del extremo C de la proteína H pueden estar sustituidos por restos de alanina. Además, la porción citoplásmica de la 
proteína F de la presente divulgación se localiza en el extremo C de la proteína.55

Por tanto, en un aspecto adicional e incluso más preferido, el uno o dos vectores de expresión psi-negativos) 
codifican la proteína F truncada FcΔ24 o FcΔ30 y/o la proteína H truncada que se selecciona entre el grupo que 
consiste en HcΔ14, HcΔ15, HcΔ16, HcΔ17, HcΔ18, HcΔ19, HcΔ20, HcΔ21+A, y HcΔ24+4A, más preferentemente 
HcΔ18, HcΔ19 y HcΔ24+4A. a este respecto, se hace referencia a las Figs. 3 y 4.
Normalmente, las partículas del vector lentivírico ya pseudotipado con las proteínas F y H del morbilivirus pueden 60
utilizarse para transducir eficazmente células (o líneas celulares) que transportan al menos uno de los tres 
receptores de MeV, CD46, SLAM, y nectina-4. Sin embargo, de acuerdo con la presente divulgación, la proteína H 
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es una proteína truncada y mutada ("HcΔX", "Hmut" o más bien "HmutΔX") que no interactúa con CD46,SLAM, y/o 
nectina-4. En una realización de la presente invención, la mutación para suprimir/prevenir la interacción de la 
proteína H con CD46 se introdujo mediante las mutaciones puntuales Y481A y R533A de la proteína H de MeV. En 
otro aspecto, la proteína Hmut incluye también las mutaciones S548L y F549S, que conducen a una supresión más 
completa de la reactividad residual mediante CD46. Asimismo, la mutación de los restos V451 e Y529 suprime la 5
interacción productiva con CD46. Las mutaciones alternativas para suprimir/prevenir la interacción de la proteína H 
con CD46 se refieren a proteínas H que tienen Y481 sustituido con cualquier otro aminoácido, en particular con 
metionina o glutamina, o que tienen mutaciones en una posición seleccionada entre F431, V451, Y452, A527, P486, 
I487, A428, L464, G546, S548, F549 en el que estos aminoácidos se sustituyen con otro aminoácido y esta mutación 
previene o ayuda a prevenir la interacción de la proteína H con CD46. Como alternativa, la sustitución de los cinco 10
restos consecutivos 473 a 477 en la proteína H con alanina puede prevenir la interacción de la proteína con CD46. 
Para prevenir la interacción de la proteína H con SLAM, se puede sustituir uno de los siguientes restos con cualquier 
otro aminoácido, en particular, alanina: 1194, D530, Y553, T531, P554, F552, D505, D507. Además, las mutaciones 
alternativas para suprimir/prevenir la interacción de la proteína H de meV con nectina-4 de acuerdo con la presente 
invención se refieren a los restos Y543 y P497, preferentemente Y543A o P497S y Y543A.15

Por tanto, en un aspecto preferido adicional, la proteína H contiene al menos una mutación para suprimir/prevenir la 
interacción de la proteína H con al menos uno de los receptores CD46 de CD46, SLAM y/o nectina-4, 
preferentemente, la proteína H contiene dos o tres mutaciones.

En una realización, la mutación para suprimir/prevenir la interacción de la proteína H con CD46 es una mutación 
puntual con otro aminoácido de al menos uno de los restos seleccionados entre el grupos que consiste en V451, 20
Y529, Y481, F431, V451, Y452, A527, P486, I487, A428, L464, R533, G546, S548 y F549, en particular con alanina, 
leucina, serina, metionina, glutamina, por ejemplo, Y481A, R533A, S548L y/o F549S; o Y481 sustituido con 
metionina o glutamina. En una realización alternativa, los cinco restos consecutivos 473 a 477 se sustituyen con 
alanina en la proteína H para suprimir/prevenir la interacción de la proteína H con CD46.

En otra realización preferida, la mutación para suprimir/prevenir la interacción de la proteína H con SLAM es una 25
mutación puntual con otro aminoácido, preferentemente alanina, en al menos uno de los restos seleccionados entre 
el grupo que consiste en 1194, D530, Y553, T531, P554, F552, D505 y D507.

En una realización adicional, las mutaciones para suprimir/prevenir la interacción de la proteína H de MeV con 
nectina-4 se refieren a los restos Y543 y P497, preferentemente Y543A o P497S y Y543A.
Los detalles adicionales que se refiere a las proteínas F y H truncadas y a las mutaciones se pueden derivar de WO 30
98/037458 A2. Además, La persona experta en la materia será fácilmente capaz de introducir mutaciones como, por 
ejemplo, adiciones y deleciones, en un ácido nucleico o secuencia de aminoácidos dada. Dichas metodologías 
conocidas se desvelan, por ejemplo, en Sambrook, J. y col., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2ª ed., Cold 
Spring Harbor Laboratory (1989).
Además, se han encontrado que la relación entre la cantidad de plásmido que codifica la proteína F y H truncada, 35
respectivamente, usada para la producción de las partículas de los vectores lentivíricos pseudotipados tiene un 
significativo efecto de los títulos de las partículas de vectores resultantes. Esto significa que una cantidad creciente 
de plásmido que codifica la proteína F truncada en comparación con la cantidad de plásmido que codifica la proteína 
H truncada conduce a un aumento de los títulos y a un aumento de la eficacia de la transducción de las partículas de 
vectores víricos pseudotipados. En una realización preferida de la presente divulgación, la cantidad de la proteína F 40
truncada es de 10-100 %, 100-250 %, 250-500 %, 500-750 %, 750-1000 %, o más de 1000 % mayor y, 
preferentemente, 300 % mayor que la cantidad de proteína H truncada.
Los términos "títulos" y "eficacia de la transducción" como se usa en la presente invención se refieren a la capacidad 
de una partícula de vector de penetrar en una célula e integrar la información genética, en particular, la información 
de ARN, en el genoma de la célula. Por tanto, Los términos "título" y "eficacia de la transducción" se pueden usar de 45
forma sinónima. Se pueden determinar el título/eficacia de la transducción, por ejemplo, mediante la incorporación 
de un gen que codifica un marcador seleccionable, por ejemplo, bajo el control de un promotor de CMV, en el vector 
de expresión de la partícula del vector. Tras la transducción de dicho marcador seleccionable por medio de la 
partícula del vector, las células transducidas expresarán el marcador seleccionable. Si el marcador seleccionable es, 
por ejemplo, la proteína GFP, el número de células infectadas por un número dado de partículas de vectores pueden 50
determinarse fácilmente, por ejemplo, mediante análisis FACS, y corresponde directamente al título o la eficacia de 
la eficacia de la transducción de las partículas de vectores que se han usado para la transducción. El título o la 
eficacia de la transducción de una partícula de vector dada se refiere por tanto al número de células transducidas 
con respecto al número de partículas de vectores usadas. Por tanto, una suspensión de partículas de vectores que 
tienen un "título creciente" o una "eficacia de la transducción aumentada" es capaz de transducir un número mayor 55
de células en una concentración dada de partículas de vectores que una suspensión diferente de partículas 
diferentes que tienen la misma concentración de partículas de vectores. En una realización preferible de la presente 
invención, el título del depósito madre de virus se usa entre 1 x 106 y 1 x 108 u.i./ml para la transducción de 1 x 104 a 
1 x 106 células iPS.

De acuerdo con la presente invención como se define en las reivindicaciones adjuntas, la proteína H mutada y 60
truncada presenta además un anticuerpo monocatenario en su ectodominio (es decir, en el extremo C), es decir, H-
scFv en el que el anticuerpo monocatenario se dirige contra a se une a un "marcador de la superficie celular" o más 
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bien "marcador celular" que se refiere a una molécula presente sobre la superficie de un citoblasto. Esto representa 
una construcción de fusión o, en otras palabras, una proteína quimérica. Dichas moléculas pueden ser 
generalmente, entre otros, péptidos o proteínas que pueden comprender cadenas de azúcares o lípidos, antígenos, 
agrupaciones de diferenciación (CD), antígenos, anticuerpos o receptores. Debido a que no todas las poblaciones de 
células expresan los mismos marcadores celulares, se puede usar por tanto un marcador celular para identificar, 5
seleccionar o aislar una población dada de células que expresan un marcador celular específico. Por tanto, Las 
expresiones "entrada de células dirigida" o partículas de vectores lentivíricos "dirigidas" como se usa en la presente 
invención se refiere a partículas de vectores lentivíricos pseudotipados, en el que la proteína H está mutada y tiene 
además un anticuerpo monocatenario en un marcador de la superficie celular en su ectodominio, es decir, 
fusionando el fragmento variable monocatenario (scFv) dirigido contra el marcador de la superficie celular que 10
codifica la secuencia de la secuencia de codificación de la proteína H. Por lo tanto, la gama de hospedadores de las 
partículas de vectores lentivíricos dirigidas a la entrada de células de la presente invención no se expande o altera, 
dependiendo del tropismo del virus, se deriva la proteína H, pero, dependiendo de la especificidad del anticuerpo 
monocatenario fusionado con la proteína H.

De acuerdo con la presente invención, los marcadores de la superficie celular se seleccionan entre el grupo que 15
consiste en CD30, EpCAM (CD326), CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60. y TRA-1-81. que están 
regulados por defecto por la diferenciación de los citoblastos. En una realización preferida, la proteína H mutada y 
truncada presenta además un anticuerpo monocatenario en su ectodominio que se dirige contra o se une al 
marcador de la superficie celular CD30.
CD30 es un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral, identificado originalmente como 20
marcador superficial de células malignas en la enfermedad de Hodgkin (Schwab, U. y col., Nature, 1982, 299: 65-
67). La función biológica de CD30 en los citoblastos es todavía desconocida, aunque se notificó su implicación en la 
protección de los citoblastos contra la apoptosis por Herszfeld, D. y col (Nat. Biotechnol., 2006, 24: 351-357). 
Además, Grandela, C. y E. Wolvetang (Stem Cell Rev., 2007, 3: 183-191) observaron que los citoblastos positivos 
para CD30 muestran una expresión reducida de p53 (mediator de la apoptosis) y una expresión creciente de 25
SURVIVIN (inhibidor de la apoptosis).
Con respecto a su expresión, se ha notificado que CD30 se expresa fuertemente en carcinomas embriónicos (Pera, 
M. F. y col., Lab. Invest., 1997, 76: 497-504) pero estaba ausente de la mayoría de tejido adulto y embriónico. A 
pesar de algunos resultados contradictorios con respecto a la expresión de CD30 en citoblastos (Herszfeld, D. y col., 
Nat. Biotechnol., 2006, 24: 351-357; Grandela, C. y E. Wolvetang, Stem Cell Rev., 2007, 3: 183-191; Mateizel, I. y 30
col., Human Reproduction, 2009, 24: 2477-2489) es indiscutible que la expresión de CD30 está regulada por defecto 
durante la diferenciación espontánea de los citoblastos (Mateizel, I. y col., Human Reproduction, 2009, 24: 2477-
2489; Lagarkova, M. A. y col., Cell Cycle, 2008, 7: 3610-3612). Por tanto, CD30 de acuerdo con la presente 
divulgación representa un marcador de hESC e iPSC pluripotentes indiferenciadas. Los presentes inventores 
encontraron que el scFvCD30 conocido debe estar preferentemente mutado para mejorar la expresión superficial y 35
el título de la partícula del vector lentivírico dirigida producida, preferentemente por mutaciones puntuales en las 
posiciones de aminoácidos 5, 11, 12, 20, 50, 51, y/o 70 en la cadena VH, más preferentemente Q5V, L11D, A12V, 
M20L, H50Q, D51G y/o N70K; y en las posiciones de aminoácidos 3, 4, 10, 20, 21, 23, 36, 98, y/o 104, más 
preferentemente E3V, L4M, F10S, N20T, V21I, Y23C, F36Y, S98P, E103T, y/o F105Y en la cadena VL. La secuencia 
de aminoácidos del scFv dirigido contra CD30 y la secuencia de aminoácidos corregida/optimizada se muestran en 40
la Fig. 1 y 5.

La molécula de adhesión celular epitelial (EpCAM) es una proteína de adhesión celular homofílica, expresada 
principalmente en el epitelio fuertemente replicativo, similar a la mucosa o a la capa basal de la piel. Durante la 
embriogénesis, se expresa en precursores de por ejemplo, hepatocitos (De Boer, C. J. y col., J. Pathol., 1999, 188: 
201-206) pero no en células adultas. Su expresión de novo en todos los carcinomas (Roovers, R. C., y col., Br. J. 45
Cancer, 1998, 78: 1407-1416) se asocia con la desdiferenciación y la proliferación potenciada de células tumorales. 
Además, la expresión de EpCAM se asocia con el mantenimiento del fenotipo indiferenciado de las células hES (Lu, 
T.-Y., y col., J. Biol. Chem., 2010 285: 8719-8732). Por tanto, EpCAM de acuerdo con la presente divulgación 
representa un marcador de hESC e iPSC pluripotentes indiferenciados.
El scFv que reconoce EpCAM se describe por (Willuda, J. y col., Cancer Res., 1999, 59: 5758-5767). Se puede 50
llevar a cabo la clonación de la proteína de fusión H-scFv de acuerdo con la presente divulgación tras el 
procedimiento que se ha descrito ya por Anliker, B. y col. (Nat. Methods, 2010, 7: 929-935), en el que la transducción 
específica de células positivas para EpCAM demuestra la especificidad de la diana y los títulos adecuados.
CD9 (TG30) es una tetraspanina y se describe que está implicada en la adhesión celular (Masellis-Smith, A. y A. R. 
Shaw, J. Immunol., 1994, 152: 2768-2777), motilidad y metástasis (Ikeyama, S. y col., J. Exp. Med., 1993, 177: 55
1231-1237). Además, tiene un papel en la fusión del esperma con el óvulo (Higginbottom, A. y col., Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 2003, 311: 208-214) y se relaciona en "The International Stem Cell Initiative" (Nat. 
Biotechnol., 2007, 25: 803-816) como marcador de las células hES. Por tanto, CD9 es una proteína de la superficie 
celular conocida por funcionar durante el desarrollo, crecimiento y motilidad celular y está regulada por defecto en la 
diferenciación de hPSC, Por lo cual CD9 de acuerdo con la presente divulgación representa un marcador de hESC e 60
iPSC pluripotentes indiferenciados.
Thy-1 (CD90) es una proteína transmembrana de paso único con un dominio de tipo V análogo a Ig (análogo a 
inmunoglobulina) y se describe también que se va a expresar en células precursoras hematopoyéticas (Craig, W. y 
col., J. Exp. Med., 1993, 177: 1331-1342). Por tanto, CD90 puede considerarse como un marcador alternativo para 
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diversos tipos de citoblastos (por ejemplo, hemocitoblastos o células hES, incluyendo hESC e iPSC pluripotentes 
indiferenciados. los antígenos 3 y 4 embriónicos específicos de etapa (SSEA-3 y SSEA-4) son dos epítopos 
diferentes en el mismo glicolípido presentes exclusivamente en células hES o iPS (Thomson, J. A. y col., Science, 
1998, 282: 1145-1147) o células de carcinoma embriónico, que se regulan por defecto tras la diferenciación (Draper, 
J.S. y col., J. Anat., 2002, 200(Pt 3): 249-258). Por tanto, SSEA-3 y SSEA-4 de acuerdo con la presente divulgación 5
representan un marcador de hESC e iPSC pluripotentes indiferenciados.
En resumen, las partículas del vector lentivírico pseudotipado, con una proteína F truncada (por ejemplo FcΔ30) y 
una proteína H mutada (por ejemplo, "HmutΔ18") presentan adicionalmente un anticuerpo monocatenario en la 
superficie celular en su ectodominio, por ejemplo, scFvCD30, scFvEpCAM (scFvCD326), scFvCD9, scFvThy-1 
(scFvCD90), scFvSSEA-3, scFvSSEA-4, TRA-1-60, o TRA-1-81, no entran células más largas debido a CD46, 10
SLAM, y/o nectina-4, sino más bien se dirigen a y entran solo aquellas células que presentan los marcadores 
correspondientes respectivos en su superficie. Esto significa que los títulos están significativamente reducidos en las 
células que no expresan estos marcadores. Por lo tanto, la entrada y la transducción de células usando las 
partículas del vector lentivírico pseudotipado de la presente divulgación representa un medio eficiente y eficaz para 
transferir un gen muy selectivo en células específicas, es decir, para la transducción dirigida de células específicas. 15
De acuerdo con la presente divulgación, dichas células son citoblastos, más preferentemente citoblastos 
pluripotentes indiferenciados, en el que los citoblastos se seleccionan del grupo que consiste en hESC e iPSC.

El término "diferenciación" o "ruta de diferenciación" que se usa en la presente divulgación se refiere a la ruta 
seguida por un citoblasto a medida que se dirige hacia un linaje específico o un tipo de célula madura y comienza así 
con un citoblasto indiferenciado y termina con un linaje específico o maduro, una célula diferenciada. Un citoblasto 20
que sigue dicha ruta puede pasar a través de muchas etapas, en el que se piensa que los "citoblastos pluripotentes 
indiferenciados" o más bien, los "citoblastos pluripotentes" tienen el potencial para diferenciarse en casi cualquier 
tipo de célula, mientras que se cree que los "citoblastos multipotentes indiferenciados" tienen el potencial de 
diferenciarse solo en muchos tipos de células. Debido a que la expresión de CD30, EpCAM (CD326), CD9, Thy-1 
(CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, y TRA-1-81 es indetectable en las áreas de diferenciación, la expresión de 25
CD30, EpCAM (CD326), CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, y TRA-1-81 refleja el estado 
indiferenciado de los citoblastos. Por tanto, las partículas de vectores lentivíricos pseudotipados de la presente 
divulgación transducen específicamente (es decir, transducción dirigida) los citoblastos positivos para CD30, EpCAM 
(CD326), CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, o SSEA-4, TRA-1-60, yTRA-1-81 pluripotentes indiferenciados, más 
preferentemente los embriocitoblastos humanos (hESC) y los citoblastos pluripotentes inducidos (iPSC), en el que la 30
transducción dirigida actual de estas células no interfiere con su pluripotencia. Por tanto, dependiendo del transgén 
de la presente divulgación, puede evitarse el silenciamiento del transgén que se produce en el tiempo o tras la 
diferenciación del citoblasto.
Para resumir, la presente invención se basa en el hallazgo inesperado y sorprendente de que la incorporación de 
morbilivirus, preferentemente MeV, a las proteínas F y H que tienen colas citoplásmicas truncadas en partículas de 35
vectores lentivíricos, y la interacción del complejo de estas dos proteínas durante la fusión celular, permite una 
transducción superior y más eficaz de las células, y el virus del sarampión se caracteriza por una fusión de 
membrana directa y muy eficaz. Además, estas partículas de vectores pseudotipados permiten la transferencia 
génica dirigida o más bien la transducción génica de los citoblastos positivos para CD30, EpCAM (CD326), CD9, 
Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, y TRA-1-81, más preferentemente los embriocitoblastos humanos 40
(hESC) y los citoblastos pluripotentes inducidos (iPSC), ya que la expresión de CD30, EpCAM (CD326), CD9, Thy-1 
(CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, y TRA-1-81 se regula rápidamente por defecto tras la diferenciación de hESC 
e iPSC. Por tanto, los títulos y la eficacia de la transducción de las partículas de vectores lentivíricos pseudotipados 
de la presente divulgación están aumentadas significativamente y solo se transducen citoblastos multipotentes, de 
tal manera que los transgenes no se silencia tras la diferenciación de los citoblastos. Los vectores lentivíricos 45
específicos que se dirigen a la molécula CD30 EpCAM (CD326), CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, o 
TRA-1-81 con CD30-, EpCAM (CD326)-, CD9-, Thy-1 (CD90)-, SSEA-3-, SSEA-4-, TRA-1-60, o TRA-1-81son muy 
eficaces y estrictamente específicos. Como se muestra en la parte del ejemplo, fue posible con esta estrategia que 
solo colonias de iPSC que expresan Oct4 (un marcador de citoblastos bien conocido) expresen el gen del marcador 
(por ejemplo GFP) tras la transducción con las partículas de vectores lentivíricos positivas para CD30, EpCAM 50
(CD326), CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, o TRA-1-81. Se pueden incluir otros marcadores de 
citoblastos en las realizaciones de la presente divulgación, por ejemplo, Sox-2, Nanog, así como la expresión y 
actividad de la fosfatasa alcalina (una enzima que es solo activa en tipos de células pluripotentes). Esto es una gran 
ventaja debido a que las tecnologías de transducción de la técnica anterior no pueden discriminar ningún citoblasto 
de las células alimentadoras ni de las células diferenciadas, ya que se producen normalmente durante el cultivo de 55
los iPSC.

La presente divulgación es particularmente adecuada para la investigación básica, por ejemplo, la genómica 
funcional, así como para las aplicaciones terapéuticas de los iPSC. El procedimiento inventado es más rápido, más 
fácil de manipular y más suaves para las células que los protocolos del estado de la técnica. Además, se requerirán 
unas pocas células. Con respecto a los iPSC que son una población de células mixtas no homogénea compuesta de 60
células pluripotentes, células diferenciadas y células indiferenciadas, es una ventaja que con la presente divulgación 
es posible distinguir entre células que expresan determinados marcadores (por ejemplo, CD30, EpCAM (CD326), 
CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 o TRA-1-81) y transducir selectiva y específicamente estas 
células,, en el que la transducción dirigida actual no interfiere con la pluripotencia, es decir, los hESC e iPSC 
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transducidos presentes son capaces de diferenciarse en tipos de células de las tres capas germinales que se 
pueden ensayar utilizando diferentes genes marcadores de las capas germinales, por ejemplo β-tubulina o 
citoqueratina-18 para el ectodermo; α-fetoproteína (AFP), secuencia Y 17 de la región determinante del sexo (SOX-
17) o el factor-4 nuclear de los hepatocitos (HNF4) para el endodermo; desmina o CD31 para el mesodermo.

La invención se describe además mediante los siguientes Ejemplos. Los Ejemplos que no se encuentra 5
comprendidos en el ámbito de las reivindicaciones son solo a fines ilustrativos.

Ejemplos

Ejemplo 1: producción y aislamiento de partículas de vectores lentivíricos pseudotipados que expresan 
scFV-CD30

como se describe en el documento WO/2008/037458, la secuencia que codifica el scFv dirigido contra CD30 se 10
fusionó genéticamente con la secuencia codificante modificada de la proteína hemaglutinina (H) del virus del 
sarampión. El marco de scFv se modificó como se ha descrito en la solicitud de patente previa EP2476754. El clon 
pHL3-CD30mut2 n.º 2 medió un título alto y se usó para experimentos adicionales. El procedimiento de transfección 
para la producción de partículas de vectores se describe en Anliker, B. y col. (Nat. Methods, 2010, 7: 929-935). En 
resumen, las células HEK-293T se transfectaron usando polietilenimina (PEI). A tal fin, 1,5 x 107 células se 15
sembraron 24 h antes de la transfección en un matraz T175. Antes de la transfección, el medio se sustituyó con 
15 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con glutamina 2 mM. En total, 2,6 µg del 
plásmido de expresión de la proteína H del virus del sarampión, 8 µg del plásmido de expresión de la proteína de 
fusión (F) del virus del sarampión, 28,7 µg del plásmido de empaquetamiento pCMVdR8.9 y 30,2 µg del plásmido del 
vector de transferencia pSEW se mezclaron con 310 µl de glucosa al 5 % (peso/vol). En paralelo, se mezclaron 70 µl 20
de PEI 18 mM y 310 µl de glucosa al 5 %. Ambas mezclas se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente 
(25 °C), se sometieron a vortización combinada y se incubaron durante 10 min más a temperatura ambiente. Tras 
añadir 1 ml de DMEM suplementado con glutamina 2 mM, se añadió la mezcla a las células. Después de 4 h, se 
añadieron 2 ml de FCS. El sobrenadante celular que contenía las partículas pseudotipadas se filtró 48 h después 
(filtro de 0,45-µm) y se concentró mediante ultracentrifugación sobre una capa de sacarosa al 20 % (peso/vol) 25
(100.000 g durante 3 h a 4 °C). El sobrenadante se descartó y se resuspendió el aglomerado en 150 µl de medio 
sérico reducido (Opti-MEM) o solución salina tamponada con fosfato (PBS). Los depósitos madre de partículas de 
vectores se titularon sobre una línea de células HuT78. Se determinaron las células que expresaban eGFP (células 
eGFP+) mediante el análisis FACS y se calcularon los títulos.

Se llevaron a cabo experimentos similares utilizando el clon pHL3-CD30opt, que mostró buenos títulos similares como 30
el CD30mut n.º 2 anteriormente mencionado.

Ejemplo 2: Cultivo y transducción de iPSC

las células iPS se mantuvieron en una capa del alimentador inactivada de fibroblastos embriónicos de murino en 
presencia de suero de sustitución inactivado (KO) al 20 %, aminoácidos no esenciales 1 mM, L-glutamina 1 mM, β-
mercaptoetanol 0,1 mM, 50 U penicilina/50 µg de estreptomicina (Pen/Estrep) y 8 ng/ml de factor de crecimiento de 35
fibroblastos básico (bFGF o FGF2) en KO-DMEM. Para el subcultivo, se retiró el medio y se añadió colagenasa 
(2 mg/ml de Colagenasa de Tipo IV en KO-DMEM) durante 5 min para disolver las colonias de citoblastos de la capa 
del alimentador. Posteriormente, se añadió 1 ml de medio para lavar las colonias de la capa de alimentador y se 
concentraron las colonias mediante centrifugación (3 min, 800 rpm, 4 °C). El aglomerado celular se volvió a 
suspender en una cantidad adecuada de medio reciente y se distribuyó en placas de alimentador recientes.40

Para la transducción de células iPS, se sembró una cantidad adecuada de colonias dos días antes de la 
transducción. A 1 ml de medio de cultivo celular, se añadieron 10 µl de depósito madre de vectores (título: 1 x 107

u.i./ml) dando como resultado una multiplicidad de infección (MOI) de 2 cuando están presentes 5 x 104 células iPS 
el pocillo. Como alternativa, se añadió el depósito madre de vectores a las células antes de la distribución de placas 
de alimentador recientes.45

Tras la transducción, se cultivaron las células durante otros 4 días hasta que la expresión de GFP derivada del gen 
indicador transferido llegó a ser detectable. Un número razonable de células transducidas fueron detectables ya tras 
añadir el CD30.LV directamente a las células cultivadas. Las células se fijaron con formaldehído al 4 % en PBS a 
temperatura ambiente durante 15 min para el análisis de la inmunofluorescencia. El marcador Oct4 se visualizó en 
paralelo a la expresión de GFP por un anticuerpo Oct3/4 de santa Cruz (incubación a temperatura ambiente durante 50
una hora) y un anticuerpo de cabra secundario dirigido contra Ig de ratón (Alexa-647; 1:1000) tras una incubación a 
temperatura ambiente durante 30 min.

Ejemplo 3: Partículas de vectores lentivíricos dirigidas a la entrada de células que se dirigen a células que 
expresan CD30

1,6 x 105 de las líneas de células iPS hFFBiPS SB4 y hFFBiPS SB5 se sembraron sobre una capa de alimentador de 55
fibroblastos de embriones de ratón en una placa de 24 pocillos. La transducción seguida 24 h después con vectores 
lentivíricos pseudotipados con la proteína G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) (VSV-G-LV) y CD30opt-LV 
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(MOI de 0,1; 1 y 10 [solo VSV-G-LV]) en 500 µl de medio de citoblastos. Después de 6 h, se cambió el medio y se 
cultivaron las células durante 120 h. se analizó la expresión de eGFP de las células transducidas mediante el 
microscopio de fluorescencia (Figura 6A). Para las fotografías de inmunofluorescencia que muestran Oct4, CD30 o 
SSEA-4, se sembraron las células en cubres y se transdujeron a una MOI de 0,1. A continuación se lavaron las 
células con PBS una vez, se fijaron durante 15 min con formaldehído al 4 % en PBS y se permeabilizaron con Triton 5
X-100 al 1 % durante 10 min a temperatura ambiente (TA). Se bloquearon los sitios de unión no específicos con 
albúmina de suero bovino al 5 % (BSA)/Triton X-100 al 0,1 % en PBS durante 30 min a TA. Los anticuerpos 
primarios se usaron 1:500 en PBS con BSA al 5 % y se incubaron con las células durante 1 h a TA. Se lavaron las 
células tres veces con PBS durante 5 min y a continuación se incubaron de acuerdo con los anticuerpos secundarios 
(diluidos 1: 1000 in PBS) durante 30 min a TA en la oscuridad. Tras lavar con PBS (tres veces, 5 min), los núcleos se 10
tiñeron con 4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (1 µg/ml en PBS) durante 1 min y se lavaron de nuevo tres veces 
durante 10 min. se montaron los cubres sobre portas con Aqua-polymount (Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, 
Alemania) y se almacenaron a 4 °C hasta el análisis.

Ejemplo 4: Promotores diferentes adecuados para la expresión del transgén tras la diferenciación

La transducción de células iPS con vectores directores lentivíricos no debe interferir con la pluripotencia de las 15
células. Por lo tanto, las células transducidas debe demostrarse que se diferencian en todos los linajes de la capa 
germinal. Esto se puede demostrar por la formación del cuerpo embrioide en el cultivo de células, o la formación del 
teratoma tras la inyección en ratones inmunodeficientes. A pesar de que el promotor SFFV está silenciado durante la 
diferenciación, se han ensayado cuatro promotores diferentes: el promotor EF1α de 1,2 kb, el promotor EF1α/IF4 
quimérico de 0,4 kb, el promotor EF1α corto de 0,2 kb y el promotor PGK. Para ensayar la expresión de un gen 20
marcador bajo el control de estos diferentes promotores, 1 x 105 líneas de células derivadas de diferentes tejidos 
humanos (293T, HT1080, Raji, U87-MG y HuT78) se han transducido con VSV-G-LV a una MOI de 0,1 y se analizó 
la expresión de GFP después de 96 h. en todas las líneas de células, el promotor EF1α de 1,2 kb mostró una fuerte 
actividad similar como el promotor SFFV y se usó para la transducción de células iPS.

Ejemplo 5: Diferenciación de iPS en los cuerpos y linajes embrioides de las tres capas germinales tras la 25
transferencia del gen marcador

De acuerdo con un protocolo de Cerdan, C. y col.(Curr. Protoc. Stem Cell Biol. 2007, 1:1D.2.1-1D.2.16), se hicieron 
crecer células iPS en seis pocillo en la capa de alimentador en 3 ml de medio de embriocitoblastos (ESC) (40 ml de 
KnockOut-DMEM, 10 ml de suero KnockOut de sustitución, 0,5 ml de medio de aminoácidos MEM no esencial, 
0,25 ml de L-glutamina, 0,25 ml Pen/Estrep, 0,1 µl de 2-mercaptoetanol, 4 ng/µl de FGF2) hasta que forman colonias 30
y expresan Oct4 uniformemente. Cuando las células iPS estuvieron listas para el subcultivo, se inició la 
diferenciación. Para inducir la formación de cuerpos embrioides (EB), se despegaron las células iPS en una placa de 
seis pocillos del alimentador utilizando 1 mg/ml de colagenasa (de Tipo IV). A tal fin, se aspiró el medio, se añadió 
1 ml de colagenasa a cada pocillo y se incubaron las células durante 5 min a 37 °C. se añadieron 2 ml de medio 
ESC a cada pocillo y las colonias se despegaron cuidadosamente del alimentador usando una pipeta de 1 ml.35

Las colonias se transfirieron a un tubo de 15 ml y se centrifugaron durante 3 min a 800 rpm. Se aspiró el 
sobrenadante y las células iPS se volvieron a suspender en medio EB (80 ml de DMEM KnockOut, 20 ml de FCS, 
0,5 ml de L-glutamina, 0,67 µl de 2-mercaptoetanol, 1 ml de ácido ascórbico (5 mg/ml), 0,67 ml de holotransferrina 
(30 mg/ml). Se transfirieron 3 ml de suspensión celular a placas de unión ultrabaja y se incubaron a 37 °C. Se 
intercambió el medio cada 2 días. La formación general de EB se detuvo después de 10 días de diferenciación y se 40
controló la expresión de GFP. La Figura 7 muestra ejemplos de cuerpos embrioides diferenciados de las células iPS 
transducidas con CD30opt-LV (panel superior o con un vector lentivírico convencional (VSVG-LV, panel inferior). La 
fotografía se tomó tres días después que se inició la diferenciación. La morfología que se muestra en el campo claro 
(paneles de la izquierda) confirma la formación del cuerpo embrioide. La fluorescencia verde (paneles de la derecha) 
confirma que la modificación genética introducida por el vector se ha retenido durante la diferenciación.45
Para controlar la expresión de los genes marcadores de las tres capas germinales, se extrajo el ARN en diferentes 
puntos temporales durante la diferenciación y la PCR mediante transcriptasa inversa (RT)-PCR se llevó a cabo con 
parejas de cebadores específicas de diferentes genes marcadores de la capa germinal (ectodermo: β-tubulina, 
citoqueratina 18; endodermo: AFP, SOX-17, HNF4; mesodermo: desmina, CD31).

Para inducir la diferenciación de las células iPS en las motoneuronas espinales, se aplicó un protocolo publicado por 50
Hu, B. Y. y S. C. Zhang (Nat. Protoc., 2009, 4:1295-1304). Para la diferenciación, se han utilizado las siguientes 
etapas: Inducción de células del neuroectodermo primitivo (NE) (días 0-10), especificación del factor de transcripción 
hélice-bucle-hélice básico Olig2 que expresa los progenitores de las motoneuronas (días 10-28), generación de 
neuronas motoras espinales por diferenciación en el sustrato (días 28-35) y maduración de las neuronas motoras 
espinales en el sustrato (días 42-56). A tal fin, las células iPS se despegaron de la capa del alimentador de los 55
fibroblastos embriónicos de ratón (MEF) utilizando colagenasa de tipo IV, se recogieron en un tubo de 15 ml y se 
centrifugaron durante 1 min a 50 g y temperatura ambiente. a continuación se transfirieron las colonias a matraces 
T75 y se cultivaron a 37 °C en medio ESC sin FGF2. Se intercambió el medio en días alternos. Se intercambió el 
medio en el día 7 para el medio de diferenciación neural (484 ml de medio DMEM con mezcla nutriente F-12 
(DMEM/F12), 5 ml de suplemento exento de suero basado en la formulación N-1 de Bottenstein (suplemento N-2), 60
5 ml de medio de aminoácidos MEM no esencial, 5 ml de Pen/Estrep, 1 ml de heparina (1 mg/ml)). Se sembraron 20-
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25 agrupaciones (de EB) en una placa de 12 pocillos revestida de laminina en 300 µl de medio de diferenciación 
neural que contiene ácido retinoico (0.1 µM) y proteína homóloga hedgehoc de erizo (SHH) (100 ng/ml). El siguiente 
día se añadieron 2 ml de medio de diferenciación neural y las agrupaciones se cultivaron a 37 °C. En el día 10 se 
cargó medio de diferenciación neural que contenía ácido retinoico (0,1 µM). en el día 15 se despegaron 
cuidadosamente rosetas similares al tubo neural de la placa, se transfirieron a un matraz T75 con un nuevo cultivo 5
de células que contenía medio de diferenciación neural y ácido retinoico. Se intercambió el medio en días alternos. 
En el día 20 las agrupaciones se transfirieron a un tubo de 15 ml y se centrifugaron durante 2 min a 50 g y 
temperatura ambiente. tras la retirada del medio se incubaron las agrupaciones con 1 ml de Accutase hasta que la 
suspensión se vio turbia. Tras la adición de 9 ml de medio de diferenciación neural, se aglomeraron las células y las 
agrupaciones se redujeron de tamaño con un pipeteo cuidadoso. Las agrupaciones más pequeñas se transfirieron a 10
un matraz T75 con un cultivo de células nuevo. Se intercambió el medio en días alternos. En el día 28 se indujo la 
generación de neuronas motoras espinales sembrando 3-5 esferas en placas revestidas con poli-L-ornitina/laminina 
en presencia de factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), factor neurotrófico derivado de una línea de células 
gliales (GDNF), factor 1 de crecimiento análogo a insulina (IGF-1) (10 ng/ml), AMPc (1 µM), ácido ascórbico (200 
ng/ml), ácido retinoico (50 nM) y SHH (50 ng/ml). Se intercambió el medio en días alternos hasta el día 56. En el día 15
35 algunas células se tiñeron para la presencia de HB9. En el día 42 se evaluó la expresión de la colina 
acetiltransferasa (ChAT). En el día 56 se llevó a cabo la inmunotinción de la sinapsina 2.

Para generar hepatocitos, se usó un protocolo publicado por Moore, R. N. y P. V. Moghe (Stem Cell Res., 2009, 3: 
51-62). En resumen, las células iPS se diferenciaron mediante cultivo en placas revestidas con MEF o Matrigel en 
presencia de varios factores de crecimiento durante un periodo de 2 semanas. Para la diferenciación, las células se 20
hicieron crecer en medio de citoblastos sin FGF2 pero suplementado con dexametasona (10-7 M), oncostatina M (10 
ng/ml), factor de crecimiento de hepatocitos (20 ng/ml), activina A (50 ng/ml) y Wnt 3A (100 ng/ml) durante dos 
semanas con intercambio diario del medio. Para determinar la extensión de la diferenciación, las células se tiñeron 
para los marcadores hepatoespecíficos (AFP, albúmina, citoqueratina 18 (CK18), alfa-1-antitripsina (AAT), HNF-4, 
secuencia A2 forkhead (FOXA2), citocromo inducible P450 1A2 (CYP1A2)) o analizado mediante RT-PCR. se 25
generaron poblaciones puras de hepatocitos mediante la clasificación FACS. Se determinó la funcionalidad de los 
hepatocitos mediante el análisis de la secreción de albúmina utilizando un enzimoinmunoanálisis de adsorción 
(ensayo ELISA) así como mediante un ensayo de la etoxiresurofin-O-deetilasa (EROD) para controlar la actividad de 
CYP1A2 mediante la conversión de la etoxiresorufina a resorufina de acuerdo con el procedimiento descrito en 
Moore, R. N. y P. V. Moghe (Stem Cell Res., 2009, 3: 51-62).30

Para la generación de cardiomiocitos, se usó un protocolo adaptado de Laflamme, M. A. y col. (Nat. Biotechnol., 
2007, 25: 1015-1024). Para la inducción de la diferenciación cardiaca, se sembraron en placas células pluripotentes 
en placas revestidas de Matrigel y se cultivaron en medio RPMI1640 más suplemento B27 (RPMI-B27) que incluía 
100 ng/ml de activina A recombinante humana durante 24 h, seguido por 10 ng/ml de proteína 4 morfogénica ósea 
recombinante (BMP4) durante 4 días. A continuación se cambió el medio a RPMI-B27 sin citoquinas suplementarias 35
durante 2-3 semanas adicionales con intercambio del medio en días alternos. Para determinar el estado de 
diferenciación de las células, se llevó a cabo el análisis de la RT-PCR de varios genes marcadores mesodérmicos 
cardíacos (factor de transcripción GATA-4, el gen Nkx2.5, que codifica la proteína homeobox, los genes Tbx5 y 
Tbx20 que codifican el factor de transcripción de la secuencia T; las quinasas Mlc2a y Mlc2v) de la cadena ligera de 
la miosina (MLC). Se evaluaron la expresión del factor natriurético auricular (ANF), la cadena 2 ligera de la miosina 40
(Mlc2), la cadena pesada de la miosina (MHC), troponina T, Titina, ANF y la α-actinina sarcomérica mediante la 
tinción de la inmunofluorescencia. Se aislaron poblaciones puras de cardiomiocitos mediante clasificación FACS.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de partículas de vectores lentivíricos pseudotipados para la transducción dirigida in vitro de embriocitoblastos 
humanos pluripotentes indiferenciados (hESC) y citoblastos pluripotentes inducidos(iPSC), comprendiendo dicho 
vector una proteína de fusión de morbilivirus (F) y una proteína hemaglutinina (H) mutada del virus del sarampión 
(MeV) o la cepa Edmonton del virus del sarampión (MeVEdm),5
en el que las porciones citoplásmicas de la proteína F y la proteína H están truncadas y la proteína F truncada es 
FcΔ24 (24 aminoácidos eliminados del extremo C) o FcΔ30 (30 aminoácidos eliminados del extremo C) y la proteína 
H mutada y la proteína H truncada se selecciona entre el grupo que consiste en HcΔ14 (aminoácidos 2-15 
eliminados), HcΔ15 (aminoácidos 2-16 eliminados), HcΔ16 (aminoácidos 2-17 eliminados), HcΔ17 (aminoácidos 2-
18 eliminados), HcΔ18 (aminoácidos 2-19 eliminados), HcΔ19 (aminoácidos 2-20 eliminados), HcΔ20 (aminoácidos 10
2-21 eliminados), HcΔ21+A (aminoácidos 2-22 sustituidos por una alanina) y HcΔ24+4A (aminoácidos 2-25 
sustituidos por cuatro alaninas), preferentemente HcΔ18, HcΔ19, y HcΔ24+4A,
en el que los aminoácidos necesarios para el reconocimiento del receptor en la proteína H están mutados de manera 
que no interactúan con CD46, SLAM y/o nectina-4 y en el que la proteína H tiene además un anticuerpo 
monocatenario dirigido contra CD30, EpCAM (CD326), CD9, Thy-1 (CD90), SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, o TRA-1-15
81 en su ectodominio.

2. El uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la mutación en la proteína H es:

- al menos una mutación puntual con otro aminoácido en los restos seleccionados entre el grupo que consiste en 
V451, Y529, Y481, F431, V451, Y452, A527, P486, 1487, A428, L464, R533, G546, S548, y F549 con alanina, 
leucina, serina, metionina, o glutamina; y/o20
- una mutación puntual de los cinco restos consecutivos 473 a 477 con alanina; y/o
- al menos una mutación puntual con otro aminoácido en los restos seleccionados entre el grupo que consiste en 
1194, D530, Y553, T531, P554, F552, D505 y D507; y/o
- al menos una mutación puntual con otro aminoácido en los restos seleccionados entre el grupo que consiste en 
Y543 y P497.25

3. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que el scFv se dirige contra CD30 que tiene 
la secuencia de aminoácidos optimizada que se muestra en la Fig. 5.

4. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la partícula del vector lentivírico 
pseudotipado se deriva de un lentivirus seleccionado entre el grupo que consiste en VIH-1, VIH-2, VISmac, VISpbj, 
VISagm, VIF y VAIE, preferentemente VIH-1.30

5. El uso de acuerdo con la reivindicación 4, en el que la partícula del vector lentivírico pseudotipado no comprende 
la información genética de los genes gag, env, y/o pol y/o de otros genes no esenciales, que se seleccionan del 
grupo que consiste en tat, vif, vpr; vpu, y nef.

6. El uso de acuerdo con la reivindicación 5, en el que dichos genes se proporcionan en trans por medio de una línea 
celular de empaquetamiento, que se selecciona entre el grupo que consiste en células 293 de riñón embriónico 35
humano que contienen el antígeno T grande de SV40 (HEK-293T o 293T), la línea de células FIT-1080 de sarcoma 
humano (CCL-121), línea de células Raji análogas a linfoblastos (CCL-86), línea de células U87-MG análogas a 
glioblastoma-astrocitoma epitelial (HTB-14): línea de células HuT78 de linfoma T (TIB-161), más preferentemente 
HEK-293T.

7. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la cantidad de proteína F truncada 40
presente en dicha partícula de vector es mayor que la cantidad de proteína H mutada y truncada presente en dicha 
partícula de vector, preferentemente 10-100 %, 100-250 %, 250-500 %, 500-750 %, 750-1000 %, o más de 1000 % 
mayor y, preferentemente, 700 % mayor que la cantidad de proteína H mutada y truncada.

8. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende además un vector de expresión de 
ARN psi-positivo, en el que el vector de expresión de ARN psi-positivo comprende al menos un gen marcador 45
seleccionable.

9. El uso de acuerdo con la reivindicación 8, en el que el gen marcador seleccionable se selecciona entre el grupo 
que consiste en un gen que codifica GFP, un gen que codifica eGFP, un gen que codifica una proteína inductora de
la apoptosis, un gen que codifica una proteína citotóxica, un gen TNF-α, un gen p53, un ARN interferente, un gen de 
interferón, el gen de la timidina quinasa del virus del herpes, un gen que codifica una proteína inmunoestimuladora y 50
un gen que codifica una proteína terapéutica.

10. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que los iPSC se seleccionan entre el grupo que 
consiste en hFFBiPS SB4 y HFFBiPS SB5 o se generan a partir de pacientes que tienen inmunodeficiencia 
combinada grave relacionada con deficiencia de adenosina-desaminasa, Distrofia muscular de Duchenne (DMD) y 
Becker (BMD), enfermedad de Parkinson (PD) o diabetes mellitus de tipo 1 de inicio juvenil (JDM).55
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