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DESCRIPCIÓN 
 
Método para detectar o medir el impacto de una composición de vector vírico en células eucariotas y sus 
biomarcadores utilizados 
 5 
La invención se refiere, en general, al campo de la terapia génica mediada por vectores víricos y expresión génica 
recombinante. Más particularmente, la presente invención se refiere a métodos y a composiciones que utilizan un 
panel particular de productos génicos ("biomarcadores") y sus patrones de expresión diferencial ("firmas de 
expresión"), en donde los patrones de expresión se correlacionan con el impacto que una composición de vector 
vírico puede tener en cualquier célula diana dada, en particular en cualquier célula eucariota dada. La invención se 10 
basa en la identificación de un conjunto específico de biomarcadores que se expresan diferencialmente en células 
transducidas con vectores víricos y que son útiles para predecir la calidad, es decir, la pureza y/o la concentración, 
de una composición de vector vírico. El panel génico también es útil para diseñar modalidades adyuvantes 
específicas con una eficacia terapéutica mejorada. 
 15 
Los vectores basados en virus son una herramienta comúnmente utilizada para suministrar material genético a las 
células. Originariamente, dichos vectores se desarrollaron como una alternativa a la transfección de ADN desnudo 
para experimentos de genética molecular y para usos terapéuticos tales como terapia génica o vacunas. Los 
vectores víricos se incluyen en dos categorías principales: vectores integradores, que por sí solos se insertan en el 
genoma receptor, y vectores no integradores, que suelen formar un elemento genético extracromosómico. Los 20 
vectores integradores, tales como los vectores gamma retrovíricos (RV) y los vectores lentivíricos (VL) se heredan 
de forma estable. Los vectores no integradores, tales como los vectores adenovíricos (VAD) y los vectores de virus 
adenoasociados (VAA) se pierden rápidamente de las células que se dividen rápidamente. 
 
En particular, los vectores retrovíricos proceden de virus que pertenecen a la familia Retroviridiae que comprende 25 
virus de ARN envueltos con una estructura macromolecular compleja que tiene un diámetro hidrodinámico de 
aproximadamente 150 nm (Salmeen et al. 1975). Debido al gran tamaño, las partículas víricas tienen una baja 
difusividad (10-8 cm)2/s); su densidad es de aproximadamente 1,15-1,16 g/cm3 según lo determinado por 
ultracentrifugación en gradiente de sacarosa (Coffin et al. 1997). Se componen de 60-70 % de proteínas, 30-40 % de 
lípidos (derivados de la membrana plasmática de las células productoras), 2-4 % de hidratos de carbono y 1 % de 30 
ARN (Andreadis et al. 1999). Las partículas retrovíricas constan de dos copias idénticas de ARN monocatenario de 
sentido positivo, y de enzimas integrasas y transcriptasas inversas, contenidas en una cápside proteica rodeada por 
una membrana de bicapa lipídica. La bicapa lipídica está salpicada de proyecciones glucoproteicas. Los vectores 
retrovíricos son partículas cargadas negativamente en un amplio intervalo de pH ya que su punto isoeléctrico se 
produce a valores de pH muy bajos. Las proteínas de la envoltura y la bicapa lipídica son probablemente los 35 
principales contribuyentes a la carga negativa en la superficie del virus (Rimai et al. 1975). 
 
El uso de vectores basados en virus se ha convertido en un método de suministro crucial para aplicaciones in vitro 
en el descubrimiento de fármacos, en ensayos clínicos in vivo y ex vivo, en el desarrollo de terapia génica y de 
modelos animales. Los vectores lentivíricos, tales como los vectores procedentes del VIH, son actualmente las 40 
herramientas preferidas para la transferencia de genes, tanto in vitro como in vivo, debido a su capacidad para 
transducir células inmortalizadas o células primarias, tanto células en reposo como en proliferación, y a la integración 
estable resultante del transgén en el genoma. Estas ventajas los convierten no solo en una herramienta valiosa en el 
contexto terapéutico, así como en genómica funcional, sino también para la producción de moléculas de interés de 
uso en seres humanos. El beneficio de dichos vectores para su uso en terapia génica, se ha confirmado gracias el 45 
reciente éxito obtenido en el tratamiento de la adrenoleucodistrofia (N. Cartier, S. Hacein-Bey-Abina, et al. 2009) o 
de la β-talasemia humana (Marina Cavazzana-Calvo et al. 2010). 
 
La investigación actual en medicina regenerativa también utiliza vectores basados en virus, especialmente para la 
producción y diferenciación de células madre pluripotentes inducidas (iPS, siglas del inglés induced pluripotent stem 50 
cells) (Sommer et al. 2009). Aunque es posible reprogramar células somáticas en iPS utilizando composiciones de 
vectores en bruto (Takahashi K. y Yamanaka S. 2006), el uso de composiciones de vectores purificados y 
concentrados para la reprogramación conduce a un mayor aumento en los rendimientos y en la supervivencia y 
calidad clonales (Vallier et al. 2009). Por otra parte, los vectores basados en virus se utilizan habitualmente para 
generar modelos celulares como parte de la validación de dianas terapéuticas para el descubrimiento de fármacos y 55 
la producción de proteínas recombinantes con fines terapéuticos. En este contexto, es esencial caracterizar con 
precisión los cambios inducidos en las células transducidas por los vectores basados en virus. Como demuestran 
Banito A et al. (2009), la manipulación celular como la reprogramación celular puede ser lenta y estocástica, lo que 
sugiere la existencia de barreras que limitan su eficacia o estabilidad. En el presente documento identifican la 
senescencia como una de dichas barreras y muestran que la ablación de diferentes efectores de senescencia 60 
mejora la eficacia de la reprogramación. Para ese fin, los vectores purificados permiten evitar cualquier impacto 
negativo de las composiciones de vectores basados en virus, sobre células diana. 
 
Las respuestas celulares generadas después de infección con VIH han sido muy estudiadas, incluyendo los cambios 
transcripcionales causados por el virus en células inmunitarias (Giri et al. 2006). En cambio, hay pocos estudios 65 
sobre los cambios transcripcionales causados por vectores lentivíricos procedentes del VIH. Los estudios realizados 
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hasta ahora se han centrado en el impacto de ciertos estadios de transducción, tal como la integración en el genoma 
de la célula transducida. Algunos estudios, es decir, Zhao et al. 2004 y Mitchell et al. 2003, han caracterizado los 
cambios globales en el perfil de expresión inducidos en respuesta a un vector lentivírico. Sin embargo, todos estos 
estudios se centran en condiciones específicas (tipo de célula específica del transgén) que no permiten extraer una 
conclusión general. Particularmente, no se ha realizado ningún estudio sobre el impacto global y la toxicidad de los 5 
vectores víricos, tales como los vectores lentivíricos y las consecuencias de los parámetros del proceso de 
producción, tales como la concentración y purificación de la composición del vector de virus, sobre el perfil de 
transcripción de las células transducidas. 
 
Como factores que influyen en la elección de un vector particular se incluyen, su capacidad de empaquetamiento, su 10 
intervalo de hospedadores, su perfil de expresión génica, su eficacia de transducción y su capacidad para suscitar 
respuestas inmunitarias, lo cual es particularmente problemático si se necesitan administraciones o transducciones 
repetidas. Algunos de estos parámetros pueden ajustarse o controlarse. Un parámetro de importancia particular es el 
uso de vectores extremadamente concentrados y extremadamente purificados que permiten una transducción 
celular eficaz y que impiden que se produzcan respuestas celulares específicas debido a impurezas en las 15 
composiciones de vectores víricos. El desarrollo de la terapia génica, los ensayos clínicos in vivo y ex vivo, y las 
aplicaciones de descubrimiento de fármacos, resaltan la necesidad de tener herramientas para medir o detectar el 
efecto de una composición de vector vírico en células eucariotas y también para aumentar la seguridad asociada a la 
producción de proteínas para uso en seres humanos utilizando dichos vectores víricos. 
 20 
Hasta ahora, la cuestión de la toxicidad asociada al uso de composiciones de vectores víricos no se ha explorado ni 
resuelto a nivel mundial. La presente invención está relacionada con la caracterización y selección de firmas 
transcripcionales, denominadas biomarcadores, en relación con posibles efectos nocivos en las células después de 
la transducción con las composiciones de vectores víricos. La presente invención desvela ensayos diseñados para 
caracterizar la seguridad y la calidad de las composiciones de vectores víricos obtenidas mediante cualquier 25 
proceso, así como de células modificadas genéticamente transducidas con dichas composiciones de vectores 
víricos. La identificación y modulación de genes que influyen o interfieren con la eficacia de la transducción, lo que 
podría afectar al nivel de expresión del transgén, puede dirigirse para optimizar el proceso de transducción. 
 
La presente divulgación proporciona métodos y composiciones para la caracterización de cambios celulares globales 30 
en respuesta a la introducción de composiciones de vectores víricos en células diana y, en particular, en células 
eucariotas. El propio vector vírico puede inducir dichos cambios globales o pueden ser el resultado del entorno en el 
que se encuentra el vector vírico, tal como el nivel de pureza o concentración de las composiciones de vectores 
víricos. Como se describe con detalle más adelante, los métodos y las composiciones de la invención utilizan un 
panel particular de productos génicos ("biomarcadores") y sus patrones de expresión diferencial ("firmas de 35 
expresión"), en donde los patrones de expresión se correlacionan con la calidad del impacto de la composición del 
vector vírico en cualquier célula eucariota transducida dada. 
 
La presente invención proporciona un método para medir o detectar el efecto de una composición de vector vírico en 
células eucariotas detectando perfiles de expresión génica modificados y explorando modificaciones en el nivel de 40 
expresión de al menos un biomarcador en dichas células cultivadas. 
 
La presente divulgación se refiere a métodos y a composiciones que utilizan un panel particular de biomarcadores y 
sus firmas de expresión, en donde las firmas de expresión se correlacionan con el efecto que puede tener una 
composición de vector vírico en cualquier célula diana dada, en particular una célula eucariota. La invención se basa 45 
en la identificación de un conjunto específico de biomarcadores que se expresan diferencialmente en células 
eucariotas transducidas con vectores víricos y que son útiles para predecir la calidad de la composición del vector 
vírico. Por consiguiente, la presente divulgación proporciona métodos para predecir la respuesta celular en células 
transducidas con una composición de vector vírico. Específicamente, se proporciona un método para detectar una 
respuesta celular en células diana, en particular en células eucariotas en contacto con una composición de vector 50 
vírico que comprende (i) medir el nivel de expresión de uno o más biomarcadores en una célula eucariota que no se 
ha puesto en contacto con una composición de vector vírico; (ii) medir el nivel de expresión de uno o más 
biomarcadores en una célula eucariota después de haberse puesto en contacto con una composición de vector 
vírico; y (iii) comparar la expresión del biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (i) con la expresión del 
biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (ii) donde un cambio en el nivel de expresión del biomarcador entre las 55 
etapas (i) y (ii) indica una respuesta celular y donde dicha respuesta celular se correlaciona con la calidad de la 
composición del vector vírico. En la etapa (iii), el cambio en la expresión puede ser un aumento o una disminución en 
la expresión del biomarcador. En una realización específica, el cambio en el nivel de expresión del biomarcador 
entre las etapas (i) y (ii) se establece a un valor absoluto mínimo de FC de 1,3 (factor de cambio ≥1,3) en la 
expresión, ya sea un aumento de 1,3 veces en la expresión o una disminución de 1,3 en la expresión. El valor FC se 60 
correlaciona con la calidad (concentración/purificación) de la composición del vector vírico y con las condiciones de 
transducción, en particular con la MDI (multiplicidad de infección). 
 
La correlación identificada entre la expresión del biomarcador y la transducción del vector vírico proporciona un 
método para determinar la calidad de la composición del vector vírico. Los métodos de la invención se basan en la 65 
medición del nivel de expresión de uno o más transcritos de ARN predictivos o de sus productos de expresión en 
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una célula transducida en donde el transcrito de ARN predictivo o su producto es el transcrito o producto de uno o 
más genes seleccionados del grupo que consiste en los genes de las Tablas 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. 
 
En una realización de la presente invención, se evalúa el impacto de una composición de vector vírico sobre células 
diana, en particular células eucariotas transducidas con una composición de vector vírico. En una realización 5 
específica de la presente invención, las células cultivadas son transducidas por vectores lentivíricos. En otra 
realización de la invención, las células eucariotas son células inmortalizadas, primarias o madre. 
 
En una realización de la presente divulgación, se mide el nivel de expresión de un biomarcador implicado en 
procesos biológicos de senescencia. En una realización descrita preferida, el biomarcador implicado en la 10 
senescencia es un miembro de la familia de SASP. En una realización descrita más preferida, el gen de senescencia 
es uno o más genes seleccionados de la Tabla 7. 
 
En otra realización de la presente invención, se mide el nivel de expresión de un biomarcador implicado en el ciclo 
celular. En una realización descrita preferida, el biomarcador de ciclo celular es uno o más genes seleccionados de 15 
las Tablas 2, 3 y 4. 
 
En otra realización de la presente divulgación, se mide el nivel de expresión de un biomarcador seleccionado de la 
Tabla 8. 
 20 
En otra realización de la presente invención, la invención proporciona adicionalmente un método para evaluar la 
calidad de una composición de vector vírico para una transferencia de transgenes a células diana, que comprende 
medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG y/o 
de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, AU- RKB, CENPA, CENPF, CKS1B, 
E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK. 25 
 
En una realización particular, la presente invención proporciona un método para evaluar la calidad de una 
composición de vector vírico para una transferencia de transgenes a células eucariotas inmortalizadas que 
comprende: 
 30 

(a) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y 
EREG en células eucariotas inmortalizadas que no se han puesto en contacto con la composición de vector 
vírico; 
(b) medir el nivel de expresión de dicho al menos un biomarcador en células eucariotas inmortalizadas después 
de haberse puesto en contacto con dicha composición de vector vírico a alta multiplicidad de infección (MDI); y 35 
(c) comparar la expresión de dicho biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (b) con la expresión del 
biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (a) en donde una regulación positiva significativa en el nivel de 
expresión del biomarcador en 
la etapa (b) en comparación con la etapa (a) indica que la calidad de la composición de vector vírico es 
insuficiente. 40 

 
Más particularmente, una regulación positiva significativa a alta MDI es una regulación positiva dos veces mayor en 
comparación con la etapa (a). 
 
El método de acuerdo con la presente invención puede comprender adicionalmente una etapa de: 45 
 

(d) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, 
AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, 
RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK en células eucariotas inmortalizadas que no se han puesto en contacto 
con la composición de vector vírico; 50 
(e) medir el nivel de expresión de dicho al menos un biomarcador en células eucariotas inmortalizadas después 
de haberse puesto en contacto con dicha composición de vector vírico; y 
(f) comparar dicha expresión de biomarcador(es) en la etapa (e) con la expresión de biomarcador(es) en la etapa 
(d) en donde una regulación negativa significativa en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (e) en 
comparación con la etapa (d) indica que la calidad de la composición del vector vírico es insuficiente. 55 

 
Más particularmente, una regulación negativa significativa a una MDI óptima es una regulación negativa de 1,5 
veces en comparación con la etapa (d). 
 
Como alternativa, cabe señalar que, las etapas (d), (e) y (f) pueden realizarse antes o de manera simultánea con las 60 
etapas (a), (b) y (c). 
 
El método de acuerdo con la presente invención puede comprender adicionalmente una etapa de: 
 

(g) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y 65 
EREG en células eucariotas inmortalizadas después de haberse puesto en contacto con una composición de 
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vector vírico de control; y 
(h) comparar la expresión de dicho biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (g) con la expresión del 
biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (a), en donde no va a detectarse ninguna expresión diferencial 
significativa en el biomarcador(es) en la etapa (g) en comparación con la etapa (a). 

 5 
El método de acuerdo con la presente invención puede comprender adicionalmente una etapa de: 
 

(j) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, 
AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, 
RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK en células eucariotas inmortalizadas después de haberse puesto en 10 
contacto con una composición de vector vírico de control; y 
(k) comparar la expresión de dicho biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (j) con la expresión del 
biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (d), en donde va a detectarse una posible regulación negativa en el 
nivel de expresión del biomarcador en la etapa (j) en comparación con la etapa (d). 

 15 
Más particularmente, la posible regulación negativa en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (j) en 
comparación con la etapa (d) es al menos 1,5 veces menor que la regulación negativa en el nivel de expresión del 
biomarcador en la etapa (e) en comparación con la etapa (d) a alta MDI. 
 
El método de acuerdo con la presente invención puede comprender adicionalmente de antemano una etapa de 20 
titulación de la composición de vector vírico y de la composición de vector vírico de control. 
 
Ventajosamente, en el método para evaluar la calidad de una composición de vector vírico para una transferencia de 
transgenes a células diana, las mediciones del nivel de expresión del biomarcador se realizan antes de que las 
células alcancen la confluencia. 25 
 
Preferentemente, las células diana son células eucariotas y se transducen mediante una composición de vector 
lentivírico. 
 
La invención también proporciona kits para medir el nivel de expresión de biomarcadores en una muestra de células 30 
transducidas. Los kits pueden incluir uno o más reactivos correspondientes a los biomarcadores descritos en el 
presente documento, por ejemplo, anticuerpos que se unen específicamente a los biomarcadores, proteínas 
recombinantes que se unen a anticuerpos específicos de biomarcadores, sondas o cebadores de ácido nucleico que 
se hibridan con los biomarcadores, etc. En algunas realizaciones, los kits pueden incluir una pluralidad de reactivos, 
por ejemplo, en una matriz, correspondiente a los biomarcadores descritos en este documento. Los kits pueden 35 
incluir reactivos de detección, por ejemplo, reactivos que están marcados de manera detectable. Los kits pueden 
incluir instrucciones escritas para el uso del kit para predecir la calidad de una composición de vector vírico, y 
pueden incluir otros reactivos e información tales como patrones de control o referencia, soluciones de lavado, 
programas informáticos de análisis, etc. 
 40 
El kit de la invención comprende uno o más reactivos capaces de medir el nivel de expresión de al menos un 
biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG. 
 
Dicho kit comprende adicionalmente uno o más reactivos capaces de medir el nivel de expresión de al menos un 
biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, AU- RKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, 45 
FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK. 
 
Adicionalmente, dicho kit también comprende una composición de vector vírico de control. 
 
La presente divulgación proporciona adicionalmente un biochip que consiste en al menos un biomarcador 50 
seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG y al menos un biomarcador seleccionado del grupo que 
consiste en ASPM, AU- RKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, 
OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK opcionalmente con un gen ubicuo. 
 
La presente divulgación proporciona adicionalmente una placa de RT-qPCR que comprende cebadores de al menos 55 
un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG y cebadores de al menos un biomarcador 
seleccionado del grupo que consiste en ASPM, AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, 
KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK. 
 
La presente divulgación se refiere además a una composición de biomarcadores útil para la medición o detección del 60 
efecto de una composición de vector vírico en células eucariotas para determinar la calidad de dichas 
composiciones. En una realización preferida de la presente divulgación, la composición de biomarcadores útil para la 
medición o detección del efecto de una composición de vector vírico en células eucariotas comprende al menos uno 
de los productos seleccionados entre los genes o los polipéptidos presentes en las Tablas 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8. En una 
realización más preferida, la composición de biomarcadores comprende al menos uno de los productos 65 
seleccionados entre los genes o los polipéptidos presentes en las Tablas 3, 4, 7 y 8. 
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Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención proporciona un conjunto específico de biomarcadores que se expresan diferencialmente en 
células transducidas con vectores víricos. Dichos biomarcadores, como se describe con detalle más adelante, 
pueden utilizarse en métodos diseñados para predecir la calidad de las composiciones de vectores víricos. 5 
 
En la presente solicitud, los términos se emplean con su significado habitual, excepto cuando se indique lo contrario. 
 
Definiciones 
 10 
La expresión "composición de vector vírico" se refiere a cualquier composición derivada de virus obtenida de, pero 
sin limitación, retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus adenoasociados y de todas las composiciones que contienen 
vectores víricos de los mismos. En una realización preferida de la invención, las composiciones de vectores víricos 
se basan en virus que pertenecen a la familia Retroviridiae que comprenden virus de ARN con envoltura, que 
incluyen, por ejemplo, vectores lentivíricos (VL) y gamma retrovíricos (RV). Las composiciones de vectores víricos 15 
pueden producirse utilizando cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la materia. En una realización 
específica de la invención, las composiciones de vectores víricos a ensayar utilizando los métodos de la presente 
invención, pueden obtenerse mediante procedimientos tales como los descritos en las Figuras 1A, 1B y 1C. 
 
La expresión 'medir o detectar el impacto de una composición de vector vírico' significa evaluar la expresión de un 20 
biomarcador después de poner en contacto una célula diana o una célula eucariota con una composición de vector 
vírico. 
 
Las expresiones "biomarcador" o "marcador biológico" significan un indicador de un estado biológico. Se trata de una 
característica que se mide y evalúa objetivamente como un indicador de procesos biológicos normales, procesos 25 
patógenos, o respuestas farmacológicas a una intervención terapéutica. Como se usa en este documento, un 
"biomarcador" es un indicador molecular de una propiedad biológica específica y como se usa en este documento es 
una molécula de ácido nucleico (por ejemplo, un gen o fragmento génico) o un producto de expresión del mismo (por 
ejemplo, un ARN, microRNA, un polipéptido o fragmento peptídico o variante del mismo) cuya expresión diferencial 
(presencia, ausencia, sobreexpresión o infraexpresión en relación con una referencia) dentro de una célula, predice 30 
la calidad de una composición de vector vírico. Un "producto de expresión", como se usa en este documento, es una 
molécula de ARN de sentido o de antisentido (por ejemplo, un ARNm), o un polipéptido traducido que corresponde a, 
o que procede de, una secuencia de polinucleótidos. Un "panel" de biomarcadores es una selección de dos o más 
combinaciones de biomarcadores. 
 35 
Los biomarcadores para caracterizar una composición de vector vírico incluyen los enumerados en las Tablas 2, 3, 
4, 6, 7 y 8. Dichos marcadores incluyen genes que se encuentran regulados por la transducción de composiciones 
de vectores víricos en una célula. Uno o más de estos biomarcadores, o hasta todos los biomarcadores, pueden 
utilizarse juntos en cualquier combinación en los métodos de acuerdo con la presente divulgación. 
 40 
Los términos "ácido nucleico" o "polinucleótido" pretenden incluir moléculas de ADN, tales como ADNc o ADN 
genómico, y moléculas de ARN, tales como ARNm o cualquier fragmento de ADN o ARN de interés. Estos términos 
se refieren a desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos y sus polímeros, ya sea en forma de cadena sencilla 
(monocatenaria) o doble (bicatenaria), incluyendo, por ejemplo, ADN genómico, ADNc y ARNm. Este término abarca 
moléculas de ácido nucleico de origen tanto natural como sintético, así como moléculas de configuración lineal, 45 
circular o ramificada que representa la cadena de sentido o de antisentido, o ambas, de una molécula de ácido 
nucleico originaria. Se entiende que dichos ácidos nucleicos pueden estar no purificados, purificados, o unidos, por 
ejemplo, a un material sintético tal como una perla o matriz de columnas. El término también abarca ácidos nucleicos 
que contienen análogos conocidos de nucleótidos naturales que tienen propiedades de unión similares a las del 
ácido nucleico de referencia y se metabolizan de manera similar a la de los nucleótidos naturales. A menos que se 50 
indique de otro modo, una secuencia particular de ácido nucleico también abarca implícitamente variantes 
modificadas conservativamente de la misma (por ejemplo, sustituciones de codones degenerados), polimorfismos, 
alelos, y secuencias complementarias, así como la secuencia explícitamente indicada. El término ácido nucleico se 
utiliza indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificado por un gen o un fragmento del mismo que se selecciona 
como funcionalmente equivalente a la molécula completa. 55 
 
Por consiguiente, la presente divulgación proporciona composiciones que comprenden biomarcadores, por ejemplo, 
moléculas de ácido nucleico y sus productos de expresión, o medios para detectar dichos biomarcadores, donde se 
encuentra que los biomarcadores se expresan diferencialmente en células transducidas con vectores víricos en 
comparación con células no transducidas. 60 
 
Los expertos en la materia conocen secuencias de ácido nucleico que codifican los biomarcadores de la invención y 
están disponibles al público (por ejemplo, son accesibles en el Genbank). Como se describe con detalle más 
adelante, dichas secuencias de ácido nucleico pueden utilizarse para diseñar sondas o cebadores para su uso en 
ensayos para medir los niveles de expresión de biomarcadores en una célula transducida. 65 
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Los biomarcadores de acuerdo con la divulgación incluyen homólogos y variantes sustancialmente idénticos de las 
moléculas de ácido nucleico y sus productos de expresión descritos en el presente documento, por ejemplo, una 
molécula que incluye secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos funcionalmente equivalentes a los 
biomarcadores de la invención, por ejemplo, secuencias que tienen una o más sustituciones, adiciones o deleciones 
de nucleótidos, tales como variantes alélicas o variantes de corte y empalme o variantes de especies o moléculas 5 
que difieren de las moléculas de ácido nucleico y polipéptidos a los que se hace referencia en las Tablas 2, 3, 4, 6, 7 
u 8 de este documento debido a la degeneración del código genético. 
 
Otros ácidos nucleicos para su uso en la práctica de la invención, incluyen aquellos que tienen suficiente homología 
con los descritos en el presente documento para detectar la expresión utilizando técnicas de hibridación. Dichos 10 
polinucleótidos tienen, preferentemente, aproximadamente o 95 %, aproximadamente o 96 %, aproximadamente o 
97 %, aproximadamente o 98%, o aproximadamente o 99 % de identidad con las secuencias de biomarcadores 
como se describe en este documento. Los otros polinucleótidos para su uso en la práctica de la invención también 
pueden describirse en función de la capacidad de hibridarse con polinucleótidos de la invención en condiciones 
rigurosas de aproximadamente 30 % v/v a aproximadamente 50 % de formamida y de aproximadamente 0,01 M a 15 
aproximadamente 0,15 M de sal para hibridación y de aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 0,15 M de sal 
para condiciones de lavado a una temperatura de aproximadamente 55 a aproximadamente 65 ºC, o superior, o 
condiciones equivalentes a las mismas. 
 
Los términos "polipéptido" o "proteína" se refieren a un polímero de aminoácidos sin tener en cuenta la longitud del 20 
polímero. Por tanto, péptidos, oligopéptidos y proteínas están incluidos dentro de la definición de un polipéptido. 
También se incluyen dentro de la definición los polipéptidos que contienen uno o más análogos de un aminoácido, 
polipéptidos con enlaces sustituidos, así como otras modificaciones conocidas en la materia, tanto de origen natural 
como no natural. 
 25 
La expresión 'células cultivadas' significa células eucariotas que crecen en condiciones controladas, generalmente 
fuera de su entorno natural, incluyendo células primarias, líneas celulares y células transgénicas Las células 
cultivadas pueden estar, o no, transducidas mediante una composición de vector vírico. La expresión "células diana" 
significa células que se analizan para determinar la expresión de biomarcadores mediante el método de la invención, 
o el kit de la invención. Las células diana son preferentemente células eucariotas, más preferentemente células 30 
inmortalizadas, células primarias o células madre. Del mismo tipo, mismas condiciones de cultivo. Por ejemplo, las 
células diana son células de prepucio. 
 
En particular, las células diana pueden ser células permisivas o no permisivas. La expresión "células permisivas" se 
refiere a células diana que se transducen con una composición de vector vírico con un valor de Multiplicidad de 35 
Infección (MDI) óptimo menor que o igual a 40. La expresión "células no permisivas" se refiere a células diana que 
se transducen con una composición de vector vírico con un valor de MDI óptimo mayor que 40. 
 
La multiplicidad de infección (MDI) es un término de uso frecuente en virología que se refiere al número de viriones 
que se añaden por célula durante la infección. 40 
 
La expresión "MDI óptima" significa la MDI apropiada para transducir células diana. La MDI óptima está determinada 
por un intervalo de MDI en células diana, utilizando un gen indicador que expresa un vector vírico tal como un gen 
indicador que expresa un vector lentivírico. El gen indicador es, pero sin limitación, un gen indicador fluorescente, tal 
como GFP o un gen indicador luminiscente, tal como luciferasa. 45 
 
La MDI óptima puede determinarla el experto, basándose en diversos criterios tales como, pero sin limitación: 
 
-  Porcentaje de células transducidas con un nivel de expresión del gen indicador, 
-  Viabilidad de células transducidas, y/o 50 
- Nivel de expresión del gen indicador. 
 
El porcentaje de células transducidas y el nivel de expresión del gen indicador se determinan mediante métodos que 
son conocidos por los expertos en la materia. 
 55 
En una realización preferida de la invención, la MDI óptima está determinada por la MDI correspondiente al 
porcentaje más alto de células transducidas, un nivel de expresión del gen indicador suficiente para ser detectable y 
una no alteración de la viabilidad de las células transducidas en comparación con la viabilidad de las células no 
transducidas. 
 60 
Por ejemplo, la MDI óptima para células de fibroblastos, tales como células de fibroblastos de prepucio (también 
denominadas "células de prepucio"), es de 40. 
 
El término "transfección" se refiere al procedimiento de introducir deliberadamente ácidos nucleicos en las células. El 
término se usa estrictamente para métodos no víricos en células eucariotas. La transfección se utiliza en el 65 
procedimiento de producción de vectores víricos cuando los plásmidos que expresan gag-pol y env, se transfectan 
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en células productoras para obtener vectores víricos en el sobrenadante. 
 
El término "transducción" es el procedimiento de introducir deliberadamente ácidos nucleicos en las células. El 
término se utiliza para métodos basados en virus en células eucariotas. Los vectores víricos se recogen de las 
células productoras y se ponen en contacto con las células eucariotas para obtener las células finalmente 5 
transducidas. 
 
Las expresiones "factor de cambio" o "FC" representan la proporción entre el nivel de expresión de las células 
transducidas con una composición de vector vírico frente al nivel de expresión de células no transducidas o 
transducidas con diferentes lotes de composiciones de vectores víricos. 10 
 
La expresión 'senescencia celular' se refiere a la detención estable del ciclo celular acompañada por un conjunto de 
características morfológicas y rasgos fisiológicos que distinguen las células senescentes de las células en 
proliferación, así como células detenidas quiescentes o diferenciadas terminalmente detenidas (Kosar et al. 2011). 
 15 
El término 'SASP' significa "fenotipo secretor asociado a senescencia" (siglas del inglés Senescence-Associated 
Secretory Phenotype) y se define como un conjunto de proteínas secretadas por células que experimentan 
senescencia celular. 
 
La expresión "ciclo celular" significa la secuencia de eventos dentro de la célula entre divisiones mitóticas (células). 20 
El ciclo celular se divide convencionalmente en cinco fases: G0 (de gap, que significa intervalo); G1, (primer 
intervalo); S (fase de síntesis, durante la cual el ADN se sintetiza y se replica); G2 (segundo intervalo); y M (mitosis). 
 
La presente invención proporciona un nuevo método para evaluar o medir el efecto de las composiciones de 
vectores víricos en células diana, preferentemente células eucariotas explorando modificaciones en el nivel de 25 
expresión de al menos un biomarcador en dichas células diana o eucariotas. El método de la invención se utiliza 
para evaluar la calidad de las composiciones de vectores víricos estableciendo si la composición de vector vírico 
tiene un impacto sobre células cultivadas. Las células diana o eucariotas pueden ser células transfectadas para 
producir las composiciones de vectores víricos o células cultivadas transducidas con las composiciones de vectores 
víricos. Los biomarcadores pueden ser ácidos nucleicos celulares y/o proteínas celulares o sus fragmentos 30 
seleccionados. El objetivo es determinar si la propia composición de vector vírico, en lugar del transgén que porta el 
vector vírico, repercute sobre las células cultivadas, donde dicha repercusión puede depender de la concentración y 
pureza de la composición de vector vírico. De hecho, hasta hora, el experto en la materia no disponía de métodos 
para comparar el efecto de las composiciones de vectores víricos sobre la viabilidad y/o toxicidad de las células 
diana o eucariotas. 35 
 
Por otra parte, las composiciones de vectores víricos pueden tener diferentes concentraciones y títulos. El título de la 
composición es un parámetro muy importante de la composición, ya que determina la Multiplicidad de la Infección 
(MDI) aplicada a las células cultivadas. La determinación del título depende de diversos factores, es decir, de las 
técnicas de medición y del procesamiento de datos. Típicamente, los investigadores se han centrado en 40 
optimizaciones de protocolos de pseudotipificación o transducción con vectores para mejorar la eficacia de la 
transducción (Janssens et al., 2003), aunque el uso de una MDI más alta es la clave para alcanzar niveles de 
transducción altos. Sin embargo, dado que dicho lote B-S induce toxicidad celular (Selvaggi et al., 1997; Reiser, 
2000; Baekelandt et al., 2003), los resultados de eficacia de transducción con este tipo de producto B-S son siempre 
un equilibrio entre el nivel de transducción y la toxicidad resultante en células diana. Asimismo, otro inconveniente de 45 
los vectores retrovíricos o lentivíricos publicados, concentrados mediante técnicas clásicas, es la incapacidad de que 
las células madre transducidas, particularmente células madre hematopoyéticas, avancen hacia rutas de 
diferenciación después de la transducción. Por tanto, la presente invención proporciona métodos para determinar el 
efecto de composiciones de vectores víricos, a diferentes MDI, en células transducidas. La presente invención 
permite determinar el intervalo la de MDI correspondiente a una composición de vector vírico dada y también 50 
optimizar los protocolos utilizados para la transducción celular. Particularmente, el uso de biomarcadores de la 
presente invención permite definir el intervalo apropiado de MDI que consiente una transducción eficaz sin inducir 
efectos nocivos o indeseables en las células transducidas, como la detención del ciclo celular o la senescencia 
celular. 
 55 
Para estudiar los mecanismos subyacentes a la respuesta celular de las células transducidas en las composiciones 
de vectores víricos, se desarrolló un sistema modelo basado en el descubrimiento de biomarcadores expresados 
diferencialmente en células transducidas, donde el patrón de expresión del biomarcador se correlaciona con la 
calidad de la composición de vector vírico (vector vírico sin ADNc). Por consiguiente, la presente invención se basa 
en la identificación y validación de diversos biomarcadores cuya expresión se modifica después de ponerse en 60 
contacto con una composición de vector vírico. La invención se basa en datos generados con diferentes 
composiciones de vectores víricos (diferentes niveles de concentración/pureza) y diferentes valores de MDI para 
identificar biomarcadores fiables para medir el impacto de las composiciones de vectores víricos sobre células 
eucariotas cultivadas. En particular, las diferencias en los niveles de expresión de los genes de las células 
transducidas se compararon entre los niveles de expresión de los genes de las células no transducidas frente a los 65 
genes de las células transducidas con un vector vírico sin ADNc. Algunos genes identificados como biomarcadores 

E13786307
01-08-2019ES 2 740 004 T3

 



9 

volvieron a analizarse mediante experimentos con micromatrices y/o cuantificación mediante RT-qPCR del nivel de 
expresión en células transducidas con composiciones de vectores víricos en comparación con células no 
transducidas. Para estos experimentos de validación, se presta especial atención a la titulación de las 
composiciones de vectores víricos. Por ejemplo, las composiciones de vectores víricos se titulan tres veces en 
diferentes momentos. 5 
 
La presente divulgación atañe a un perfil de biomarcadores correspondiente a moléculas que están reguladas 
positiva o negativamente en células diana transducidas, preferentemente células eucariotas, mediante una 
composición de vector vírico. En una realización preferida de la divulgación, el cambio en el nivel de expresión del 
biomarcador entre las células no transducidas y las células transducidas se establece a un valor absoluto mínimo de 10 
FC de 1,3 (factor de cambio ≥1,3) en la expresión, ya sea un aumento de 1,3 veces en la expresión o una 
disminución de 1,3 en la expresión. El valor de FC se correlaciona con la calidad de la composición de vector vírico y 
con las condiciones de transducción, en particular con la MDI (multiplicidad de infección). El perfil de biomarcadores 
es útil para caracterizar el estado biológico específico de las células transducidas. El perfil comprende los 
biomarcadores de las Tablas 2, 3, 4, 6, 7 y 8. 15 
 
La comparación de los niveles de expresión génica entre células pre-transducidas y post-transducidas identificó una 
firma de expresión génica compuesta por genes sobreexpresados e infraexpresados. Por consiguiente, la presente 
invención proporciona métodos para evaluar la calidad de una composición de vector vírico. Los métodos de la 
divulgación se basan en la medición del nivel de expresión de uno o más transcritos de ARN predictivos o sus 20 
productos de expresión en una célula transducida, normalizado contra el nivel de expresión de los transcritos de 
ARN o sus productos de expresión en una célula no transducida, o contra un conjunto de referencia de transcritos de 
ARN o sus productos de expresión, en donde el transcrito de ARN predictivo es el transcrito de uno o más genes 
seleccionados del grupo que consiste en los genes enumerados en las Tablas 2, 3, 4, 6, 7 y 8. Aunque los 
biomarcadores individuales son útiles para evaluar la calidad de una composición de vector vírico, la combinación de 25 
biomarcadores como se propone en este documento, permite una determinación más precisa de la calidad de una 
composición de biomarcadores. 
 
Los niveles de expresión de los biomarcadores en una muestra pueden determinarse por comparación con una 
muestra de "control" o "referencia" adecuada. Por ejemplo, el nivel de expresión relativo de marcadores en una 30 
célula transducida con un vector vírico puede determinarse con referencia al nivel de expresión de los mismos 
marcadores en una célula transducida con un vector no vírico. Si el nivel de expresión de los marcadores es mayor o 
menor que el de referencia, se puede decir que la expresión de los marcadores está "aumentada" o "disminuida", 
respectivamente. Además, es posible que los niveles de expresión puedan permanecer constantes entre el control o 
la referencia y la muestra. 35 
 
El término cambio "significativo" (regulación positiva o regulación negativa) es un cambio en el nivel de expresión 
que es lo suficientemente importante como para que un experto lo considere trascendente. En particular, el cambio 
en el nivel de expresión es significativo cuando el nivel de expresión de las células transducidas no se corresponde 
con el nivel de expresión en las células no transducidas teniendo en cuenta el margen de error. En una realización 40 
preferida de la presente divulgación, se establece un cambio significativo en el nivel de expresión del biomarcador 
entre las células no transducidas y las células transducidas a un valor absoluto mínimo de FC de 1,3 (factor de 
cambio≥1,3) en la expresión, ya sea un aumento de 1,3 veces en la expresión o una disminución de 1,3 en la 
expresión. Este valor absoluto mínimo de FC de 1,3 se consideró para el primer análisis con biochips. Para el 
experimento de validación, se realizaron pruebas de la t independientes con corrección de prueba múltiple de 45 
Benjamini-Hochberg y un valor de p corregido <0,05. Las sondas con valores absolutos de factores de cambio (FC) 
≥ 1,5 se conservaron como sondas expresadas diferencialmente reguladas positiva y negativamente. 
 
Las muestras para análisis en dichos métodos pueden ser cualquier célula diana, preferentemente células eucariotas 
o extracto de células eucariotas. Dichas células eucariotas incluyen líneas celulares, células cultivadas, células 50 
primarias, células madre. 
 
Como se describe con detalle más adelante, la expresión de los biomarcadores dentro de una célula puede 
evaluarse por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, la expresión puede evaluarse utilizando micromatrices de 
ADN. Como alternativa, los transcritos de ARN pueden medirse utilizado PCR en tiempo real, o, cuando el ARN 55 
corresponde a un gen codificante, los productos proteicos pueden detectarse utilizando anticuerpos adecuados. Los 
métodos para determinar los niveles de expresión de genes mediante estos y otros métodos son conocidos en la 
técnica. 
 
Por brevedad, los solicitantes no están enumerando expresamente cada posible combinación de productos génicos 60 
adecuados para su uso en los métodos de la invención. No obstante, debe entenderse que se contempla cada 
combinación de este tipo y que está dentro del alcance de la invención. Se concibe específicamente que cualquier 
combinación de los productos génicos enumerados en las Tablas 2, 3, 4, 6, 7 u 8 que se haya descubierto que se ha 
expresado diferencialmente entre un control o referencia, por ejemplo, células no transducidas y células 
transducidas, puede ser particularmente útil para el análisis en los métodos desvelados. 65 
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La presente invención proporciona un método para evaluar la calidad de una composición de vector vírico para una 
transferencia de transgenes a células eucariotas inmortalizadas que comprende: 
 

(a) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y 
EREG en células eucariotas inmortalizadas que no se han puesto en contacto con la composición de vector 5 
vírico; 
(b) medir el nivel de expresión de dicho al menos un biomarcador en células eucariotas inmortalizadas después 
de haberse puesto en contacto con dicha composición de vector vírico a una alta MDI; y 
(c) comparar dicha expresión de biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (b) con la expresión de biomarcador 
(o biomarcadores) en la etapa (a) en donde una regulación positiva significativa en el nivel de expresión del 10 
biomarcador en la etapa (b) en comparación con la etapa (a) indica que la calidad de la composición del vector 
vírico es insuficiente. 

 
Por "transgén", se entiende más específicamente cualquier ácido nucleico de interés. Un transgén es, pero sin 
limitación, un gen indicador (GFP, luciferasa...), cualquier gen o combinación de parte (o partes) de un gen (o genes) 15 
o secuencia de interés, tal como ARNhc (RNA de horquilla corta) o miARN (micro ARN). 
 
La expresión "calidad insuficiente" significa que la composición de vector vírico que se va a analizar modifica algunas 
características de las células transducidas en comparación con las células no transducidas. Los ejemplos de 
características modificadas son, pero sin limitación, la proliferación y/o la viabilidad de las células transducidas en 20 
comparación con las células no transducidas. En particular, estas características no se modifican cuando la 
composición de vector vírico es una composición de vector vírico concentrada y purificada, tal como una 
composición de vector vírico producida sin suero, concentrada y purificada por ultrafiltración y diafiltración tangencial, 
tal como la obtenida con el método descrito en la solicitud de patente WO 2013/014537. 
 25 
Más específicamente, dicho método de producción de la composición de vector vírico comprende las siguientes 
etapas: 
 
-  transfección de una célula productora, modificada para complementar eliminaciones en el genoma vírico de ARN 

en el que se basa el vector vírico, y cultivar las células productoras en condiciones adecuadas para permitir la 30 
producción de partículas de vectores víricos, donde después de la transfección dicho cultivo se realiza en medio 
sin suero; 

-  recoger el sobrenadante que contiene dichas partículas de vector vírico; y 
-  purificar el sobrenadante mediante ultrafiltración y diafiltración tangencial, realizándose la ultrafiltración 

preferentemente en cartuchos de polisulfona de fibra hueca. 35 
 
En particular, este método de producción de la composición de vector vírico no comprende ninguna etapa de 
inducción con butirato de sodio. 
 
Ventajosamente, la recogida de sobrenadante se realiza en varias etapas comprendidas entre 3 y 6, a intervalos de 40 
tiempo específicos. Después de recoger el sobrenadante se clarifica por centrifugación. 
 
El método de producción puede comprender además una etapa de cromatografía de intercambio iónico. 
 
Este método de producción permite obtener una composición de vector vírico purificada que comprende menos de 45 
un 2 % de contaminantes proteicos iniciales y de un 10 a un 30 %, preferentemente menos de un 10 %, de 
contaminantes iniciales de ADN, comparado con la composición de vector vírico en bruto presente en el medio sin 
suero celular. 
 
En particular, dicha composición de vector vírico es capaz de transducir células diana, en particular células 50 
eucariotas, sin repercutir sobre la viabilidad celular y/o tiene poco o ningún efecto sobre la proliferación celular, 
viabilidad, y/o la capacidad de las células, tales como células madre para diferenciarse o tales como células 
primarias para reprogramarse en células pluripotentes. 
 
Más particularmente, en la composición de vector vírico obtenida por el método de producción mencionado 55 
anteriormente, las partículas físicas/unidades de transducción (PF/UT) suelen estar comprendidas entre 100: 1 hasta 
900: 1, preferentemente entre 100: 1 hasta 600: 1, más preferentemente entre 100: 1 hasta 400: 1. 
 
En el presente método para evaluar la calidad de una composición de vector vírico para una transferencia de 
transgenes a células eucariotas inmortalizadas, una regulación positiva significativa a alta MDI es, preferentemente, 60 
una regulación positiva dos veces mayor en comparación con la etapa (a). 
 
Ventajosamente, el nivel de expresión de al menos un biomarcador puede medirse mediante PCR cuantitativa con 
transcripción inversa (RT-qPCR, siglas del inglés reverse transcription quantitative PCR) 
 65 
La expresión "alta MDI" significa una MDI mucho mayor que la MDI óptima. La alta MDI se determina mediante un 
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intervalo de MDI utilizando un gen indicador que expresa un vector vírico, tal como un gen indicador que expresa un 
vector lentivírico. El gen indicador es, pero sin limitación, un gen indicador fluorescente, tal como GFP o un gen 
indicador luminiscente, tal como luciferasa. 
 
Preferentemente, la alta MDI corresponde a: 5 
 
-  al menos tres veces la MDI óptima para células no permisivas, 
-  al menos cuatro veces para células permisivas. 
 
Por ejemplo, una alta MDI para células de fibroblastos, tales como células de fibroblastos de prepucio, es de al 10 
menos 120, tal como de 150. 
 
El método para evaluar la calidad de una composición de vector vírico para una transferencia de transgenes a 
células eucariotas inmortalizadas puede comprender además una etapa de: 
 15 

(d) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, 
AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, 
RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK en células eucariotas inmortalizadas que no se han puesto en contacto 
con la composición de vector vírico; 
(e) medir el nivel de expresión de dicho al menos un biomarcador en células eucariotas inmortalizadas después 20 
de haberse puesto en contacto con dicha composición de vector vírico; y 
(f) comparar dicha expresión de biomarcador(es) en la etapa (e) con la expresión de biomarcador(es) en la etapa 
(d) en donde una regulación negativa significativa en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (e) en 
comparación con la etapa (d) indica que la calidad de la composición del vector vírico es insuficiente. 

 25 
Más particularmente, una regulación negativa significativa a una MDI óptima es una regulación negativa de 1,5 
veces en comparación con la etapa (d). 
 
Ventajosamente, el nivel de expresión de al menos un biomarcador puede medirse mediante PCR cuantitativa con 
transcripción inversa (RT-qPCR). 30 
 
El método de acuerdo con la presente invención puede comprender adicionalmente una etapa de: 
 

(g) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y 
EREG en células eucariotas inmortalizadas después de haberse puesto en contacto con una composición de 35 
vector vírico de control; y 
(h) comparar la expresión de dicho biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (g) con la expresión del 
biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (a), en donde no va a detectarse ninguna expresión diferencial 
significativa en el biomarcador(es) en la etapa (g) en comparación con la etapa (a). 

 40 
Esta expresión diferencial significativa en el biomarcador o biomarcadores no debe detectarse incluso a una alta 
MDI. 
 
La expresión "composición de vector vírico de control" significa una composición de vector vírico muy concentrada y 
purificada. Puede obtenerse, pero sin limitación, por diafiltración o ultrafiltración tangencial única o sucesiva, por 45 
cromatografía de intercambio iónico, por cromatografía de exclusión. En una realización preferida de la invención, la 
composición de vector vírico de control es tal como se obtiene mediante el procedimiento de producción descrito en 
la solicitud de patente WO 2013/014537 (véase, por ejemplo, el "lote C" en esta solicitud PCT) y/o como se describe 
anteriormente. 
 50 
El método de acuerdo con la presente invención puede comprender adicionalmente una etapa de: 
 

(j) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, 
AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, 
RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK en células eucariotas inmortalizadas después de haberse puesto en 55 
contacto con una composición de vector vírico de control; y 
(k) comparar la expresión de dicho biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (j) con la expresión del 
biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (d), en donde va a detectarse una posible regulación negativa en el 
nivel de expresión del biomarcador en la etapa (j) en comparación con la etapa (d). 

 60 
Más particularmente, la posible regulación negativa en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (j) en 
comparación con la etapa (d) es al menos 1,5 veces menor que la regulación negativa en el nivel de expresión del 
biomarcador en la etapa (e) en comparación con la etapa (d) a alta MDI. 
 
El método de acuerdo con la presente invención puede comprender adicionalmente de antemano una etapa de 65 
titulación de la composición de vector vírico y de la composición de vector vírico de control. 
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Los títulos de virus en general, y de los vectores basados en virus lentivíricos, en particular, dependen del método y 
de las células que se utilicen para la titulación. La cuantificación de las partículas de vector capaces de realizar las 
etapas de la ruta de transducción desde la entrada de la célula hasta la integración y la expresión génica depende 
del propio vector y de las características de la célula. 
 5 
Con respecto a las células utilizadas para la titulación de vectores, es importante asegurarse de que las células 
diana sean fácilmente permisivas, ya que se demostró que la permisividad de todos los tipos de células no era 
equivalente. Otro punto es que la eficacia de la transducción debe controlarse fácilmente para una cuantificación 
fiable de cualquiera de los transgenes y vectores a lo largo del tiempo. En este caso, en cada experimento de 
titulación se cuantifica un vector lentivírico estándar que expresa GFP en términos de unidades eficaces tanto por 10 
FACS (representado por el número de Unidades de Transducción por ml UT/ml) como por qPCR (representado por 
el número de Genoma Integrado por ml GI/ml) después de la transducción de HCT116 con diluciones en serie de los 
vectores de acuerdo con el material y los métodos descritos anteriormente. Ambos resultados dan un número 
relativo de partículas eficaces para la transducción, pero sus números absolutos respectivos no dan el mismo título 
dependiendo de la propia PCR y la secuencia diana utilizada para la amplificación. Estos datos muestran que, en 15 
ausencia de métodos estandarizados, puede ser difícil comparar con precisión estos diferentes enfoques basados en 
los títulos funcionales. Por lo tanto, puede ser de interés, incluir una composición de vector vírico de control en el 
presente método. por tanto, dicha composición de vector vírico de control es un lote de referencia preferentemente 
con un título conocido y un tipo de célula diana definido. 
 20 
En paralelo, la determinación de las partículas totales se cuantifica con el kit P24 Elisa para estimar las partículas 
totales del vector, incluso aquellas que no contienen ningún ARN genómico y/o que están desprovistas de proteínas 
de envoltura. Ambos títulos son útiles para determinar la proporción entre las partículas físicas PF que reflejan las 
partículas totales y el título biológico que da la capacidad real de transducción. Esta proporción da una estimación de 
la pureza y la integridad del vector. Para reflejar la integridad o la infectividad del vector se utiliza otra proporción y 25 
se expresa como el número de GI por ng de P24 (1 ng de P24 corresponde a 107 PF). 
 
Ventajosamente, en el método de acuerdo con la invención, las mediciones del nivel de expresión del biomarcador 
se realizan antes de que las células alcancen la confluencia. 
 30 
Preferentemente, las células diana son células eucariotas y se transducen mediante una composición de vector 
lentivírico. 
 
Para determinar los niveles de expresión (aumentados, disminuidos) de los biomarcadores descritos anteriormente 
en la práctica de la presente invención, puede utilizarse cualquier método conocido en la materia. En una realización 35 
preferida de la invención, se utiliza la expresión basada en la detección de ARN que se hibrida a una "sonda" o un 
"cebador" específico para los biomarcadores descritos en este documento. Una "sonda" o un "cebador" es una 
molécula de ADN o ARN monocatenaria de secuencia definida que puede emparejarse con una segunda molécula 
de ADN o ARN que contiene una secuencia complementaria (la diana). La estabilidad de la molécula híbrida 
resultante depende de la extensión del emparejamiento de bases que se produce, y se ve afectada por parámetros 40 
tales como el grado de complementariedad entre la sonda y la molécula diana, y el grado de rigurosidad de las 
condiciones de hibridación. El grado de rigurosidad de la hibridación se ve afectado por parámetros tales como la 
temperatura, la concentración de sal y de moléculas orgánicas, tal como la formamida, y se determina por métodos 
conocidos por los expertos en la materia. 
 45 
Dependiendo del propósito para el cual, y de las condiciones bajo las cuales, se utiliza la sonda o el cebador, la 
longitud de las sondas o de los cebadores específicos para los biomarcadores de ácido nucleico descritos en el 
presente documento, o partes de los mismos, puede variar por cualquier número entero de al menos 8 nucleótidos a 
más de 500 nucleótidos. Las sondas o los cebadores específicos para los biomarcadores de ácido nucleico descritos 
en el presente documento, pueden tener una identidad de secuencia mayor que 20-30 %, o de al menos 55-75 %, o 50 
de al menos 75-85 %, o de al menos 85-99 % o de 100 % con los biomarcadores de ácido nucleico descritos en el 
presente documento. Las sondas o los cebadores pueden obtenerse a partir de ADN genómico o ADNc, por 
ejemplo, por amplificación, o a partir de segmentos de ADN clonado, y pueden contener secuencias de ADN 
genómico o ADNc que representan toda o una parte de un solo gen de un solo individuo. Las sondas o los 
cebadores pueden sintetizarse químicamente. 55 
 
Una sonda o un cebador puede hibridarse con un biomarcador de ácido nucleico en condiciones de alta rigurosidad 
como se describe en este documento. Las "condiciones de hibridación rigurosas" como las que se usan en este 
documento, son condiciones bajo las cuales una primera secuencia de ácido nucleico (por ejemplo, una sonda) se 
hibridará con una segunda secuencia de ácido nucleico (por ejemplo, una diana), tal como en una mezcla compleja 60 
de ácidos nucleicos. Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y serán distintas en circunstancias 
distintas. Las condiciones rigurosas pueden seleccionarse para que estén a una temperatura entre 5 y 10 °C. Más 
bajo que la del punto de fusión (Tf) térmico para la secuencia específica a un pH de fuerza iónica definida. La Tf 
puede ser la temperatura (con una fuerza iónica, pH y concentración nucleica definidos) a la cual el 50 % de las 
sondas complementarias a la diana se hibridan con la secuencia diana en equilibrio (ya que las secuencias diana 65 
están presentes en exceso, a Tf, el 50 % de las sondas están ocupadas en el equilibrio). Las condiciones rigurosas 
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pueden ser aquellas en las que la concentración salina de iones de sodio es menor que aproximadamente 1,0 M, tal 
como una concentración de iones de sodio (u otras sales) de aproximadamente 0,01-1,0 M, a un pH de 7,0 a 8,3 y la 
temperatura es de al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, de aproximadamente 10-50 
nucleótidos) y de al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas (por ejemplo, de más de aproximadamente 
50 nucleótidos). También pueden lograrse condiciones rigurosas con la adición de agentes desestabilizantes, tales 5 
como formamida. Para hibridación selectiva o específica, una señal positiva puede ser al menos de 2 a 10 veces la 
hibridación de fondo. Las condiciones de hibridación rigurosas ejemplares incluyen las siguientes: formamida al 
50 %, 5XSSC, y SDS al 1 %, incubando a 42 ºC, o, 5XSSC, SDS al 1 %, incubando a 65 ºC, con lavado en 0,2XSSC 
y SDS al 0,1 % a 65 ºC. 
 10 
Las sondas o los cebadores pueden marcarse de manera detectable, ya sea radiactivamente o no radiactivamente, 
por métodos conocidos por los expertos en la materia. Por "marcado de manera detectable" se entiende cualquier 
medio para marcar e identificar la presencia de una molécula, por ejemplo, una sonda o un cebador 
oligonucleotídica(o), un gen o fragmento del mismo, o una molécula de ADNc. Los métodos para marcar de manera 
detectable una molécula son muy conocidos en la materia e incluyen, sin limitación, marcado radioactivo (por 15 
ejemplo, con un isótopo tal como 32P o 35S) y marcado no radiactivo tal como, marcado enzimático (por ejemplo, 
utilizando peroxidasa de rábano picante o fosfatasa alcalina), marcado quimioluminiscente, marcado fluorescente 
(por ejemplo, usando fluoresceína), marcado bioluminiscente, o detección de anticuerpos de un ligando unido a la 
sonda. También se incluye en esta definición una molécula que se marca de manera detectable por un medio 
indirecto, por ejemplo, una molécula que está unida con una primera porción (tal como biotina) que, a su vez, está 20 
unida a una segunda porción que puede observarse o analizarse (tal como estreptavidina marcada con 
fluoresceína). Los marcadores también incluyen digoxigenina, luciferasas y aequorinas. 
 
Las sondas o los cebadores pueden utilizarse en métodos de detección de biomarcadores que impliquen hibridación 
de ácidos nucleicos, tales como secuenciación de ácido nucleico, amplificación de ácido nucleico por la reacción en 25 
cadena de la polimerasa (por ejemplo, RT-PCR), análisis de polimorfismos conformacionales monocatenarios 
(SSCP, siglas del inglés single stranded conformational polymorphism), análisis de polimorfismos en la longitud de 
fragmentos de restricción (RFLP, del inglés restriction fragment length polymorphism), hibridación de Southern, 
hibridación de northern, hibridación in situ, ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA, del inglés 
electrophoretic mobility shift assay), hibridación in situ fluorescente (FISH, del inglés fluorescent in situ hybridization), 30 
y otros métodos conocidos por los expertos en la materia. 
 
Un método de detección de biomarcadores preferido es la PCR cuantitativa con transcripción inversa (RT-qPCR). 
 
Una realización preferida que utiliza un ensayo basado en ácido nucleico para determinar la expresión de 35 
biomarcadores es mediante la inmovilización, en un soporte sólido, de una o más secuencias de biomarcadores 
identificadas en el presente documento, incluyendo, pero sin limitación, un sustrato sólido como una matriz o perlas 
o tecnología basada en perlas, como se conoce en la materia. Como alternativa, también pueden utilizarse ensayos 
de expresión basados en soluciones conocidos en la técnica. La secuencia o secuencias inmovilizadas pueden estar 
en forma de polinucleótidos como se describe en el presente documento, de modo que el polinucleótido podría 40 
hibridarse con un ADN o ARN correspondiente a la secuencia o secuencias del biomarcador. 
 
El polinucleótido (o polinucleótidos) inmovilizado puede utilizarse para determinar la firma de expresión del 
biomarcador en una muestra de células transducidas y no transducidas. El polinucleótido (o polinucleótidos) 
inmovilizado solo necesita ser suficiente para hibridarse específicamente con las correspondientes moléculas de 45 
ácido nucleico procedentes de la muestra (y con la exclusión de hibridación detectable o significativa con otras 
moléculas de ácido nucleico). 
 
En realizaciones en las que solo van a analizarse uno o unos pocos biomarcadores, el ácido nucleico procedente de 
una muestra aislada de células puede amplificarse utilizando preferentemente cebadores apropiados de tal manera 50 
que solamente se amplifiquen los genes que se van a analizar para reducir las señales de fondo contaminantes de 
otros genes expresados en la célula. Como alternativa, y cuando se van a analizar múltiples genes, o cuando se 
utilizan muy pocas células (o una célula), el ácido nucleico de la muestra puede amplificarse globalmente antes de la 
hibridación con los polinucleótidos inmovilizados. Por supuesto, el ARN o su ADNc homólogo, pueden marcar se y 
utilizarse directamente, sin amplificación, con métodos conocidos en la materia. 55 
 
En la práctica de la invención puede utilizarse un biochip. 
 
En particular, la presente divulgación proporciona un biochip que consiste en al menos un biomarcador seleccionado 
del grupo que consiste en CXCL2 y EREG y al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en 60 
ASPM, AU- RKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, 
PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK opcionalmente con un gen ubicuo. 
 
El biochip puede comprender un sustrato sólido que comprende una sonda, o pluralidad de sondas descritas en este 
documento, unida. Las sondas pueden ser capaces de hibridarse con una secuencia diana en condiciones de 65 
hibridación rigurosas. Las sondas pueden unirse en sitios definidos espacialmente sobre el sustrato. Puede utilizarse 
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más de una sonda por secuencia diana, ya sean sondas superpuestas o sondas en diferentes secciones de una 
secuencia diana particular. Las sondas pueden sintetizarse primero, y después unirse al biochip, o pueden 
sintetizarse directamente en el biochip. 
 
El sustrato sólido puede ser un material que puede modificarse para contener sitios individuales separados 5 
apropiados para la unión o asociación de las sondas y es susceptible de al menos un método de detección. Como 
ejemplos representativos de sustratos se incluyen vidrio y vidrio modificado o funcionalizado, plásticos (incluidos 
acrílicos, poliestireno y copolímeros de estireno y otros materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno, 
poliuretanos, Teflón J, etc.), polisacáridos, nailon y nitrocelulosa, resinas, sílice o materiales a base de sílice, 
incluidos el silicio y el silicio modificado, carbono, metales, vidrios inorgánicos y plásticos. Los sustratos pueden 10 
permitir la detección óptica sin fluorescencia apreciable. 
 
La expresión del biomarcador también puede medirse en función de la detección de una presencia, también puede 
utilizarse el aumento o la disminución de los niveles o actividad de las proteínas. Los métodos de detección basados 
en anticuerpos son muy conocidos en la materia e incluyen, como ejemplos no limitantes, ensayos de tipo sándwich 15 
y ELISA, así como ensayos basados en transferencia de Western y citometría de flujo. Los anticuerpos, para su uso 
en dichos métodos de detección, incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales que se unen específicamente a 
los biomarcadores de las Tablas 2, 3, 4, 6, 7 y 8. 
 
Preferentemente, los anticuerpos, para su uso en dichos métodos de detección, incluyen anticuerpos policlonales y 20 
monoclonales que se unen específicamente a al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en 
CXCL2 y EREG y/o al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, AURKB, CENPA, 
CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, 
TOP2A y TTK. 
 25 
Dichos anticuerpos, así como sus fragmentos (incluidos, pero sin limitación, fragmentos Fab) funcionan para detectar 
dichos biomarcadores en las células gracias a su capacidad para unirse específicamente a dichos polipéptidos con 
la exclusión de otros polipéptidos para producir una señal detectable. En la práctica de la invención también pueden 
utilizarse anticuerpos recombinantes, sintéticos e híbridos con la misma capacidad. 
 30 
En una realización preferida, la expresión del biomarcador también puede medirse mediante RT-qPCR. La presente 
divulgación proporciona adicionalmente una placa de RT-qPCR que comprende cebadores de al menos un 
biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG y cebadores de al menos un biomarcador 
seleccionado del grupo que consiste en ASPM, AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, 
KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK. 35 
 
En la Tabla 10 se dan ejemplos de cebadores que pueden utilizarse en la placa de RT-qPCR para EREG y CXCL2. 
 
La presente invención se basa en la identificación y la validación de biomarcadores de células diana que pueden 
utilizarse para evaluar la calidad de una composición de vector vírico. En una realización descrita preferida, los 40 
biomarcadores se seleccionan de los genes enumerados en las Tablas 2, 3, 4, 6, 7 y 8. Como se describe con 
detalle más adelante, se identificaron tres familias de biomarcadores: (i) biomarcadores asociados a senescencia, (ii) 
biomarcadores asociados al ciclo celular, y (iii) otros biomarcadores que se descubrió que estaban asociados a la 
calidad de las composiciones de vector vírico. 
 45 
Para identificar estos biomarcadores, la expresión génica se determinó utilizando diferentes composiciones de 
vectores víricos obtenidas de la siguiente manera. Las células productoras se tri-transfectaron con construcciones de 
plásmidos como se describe en la Figura 1C, de acuerdo con técnicas estándar bien conocidas por los expertos en 
la materia. Dichas técnicas incluyen, por ejemplo, la técnica de fosfato de calcio, la técnica de DEAE-dextrano, 
electroporación, métodos basados en choque osmótico, microinyección o métodos basados en el uso de liposomas. 50 
En una realización específica, las células pueden transfectarse utilizando un método de precipitación con calcio. 
Dicho método se prefiere cuando las células productoras de elección son células 293T aunque también pueden 
utilizarse células equivalentes. 
 
Después de la transfección, las células se incuban en medios sin suero para la producción de los lotes A, B C y D 55 
(Figura 1B). El lote B-S se produce con suero al 10 % (Figura 1A). Las células se incuban durante un tiempo 
suficiente para permitir la producción eficaz de partículas víricas. El tiempo de incubación después de la 
transfección, depende de una combinación de factores que incluyen, por ejemplo, el tipo de vector vírico utilizado y 
la línea celular productora de elección. En una realización específica, después de la incubación pueden realizarse 
recogidas múltiples. Por ejemplo, pueden realizarse cuatro o más recogidas de vectores. Para determinar las 60 
condiciones de incubación más productivas, pueden realizarse experimentos con lotes pequeños para determinar las 
condiciones optimizadas para generar el título más alto y el lote más puro de partículas víricas. 
 
En el presente documento, al sobrenadante de cultivo inicial que contiene las partículas de vectores víricos, se le 
denomina lote A. El lote B se obtiene mediante métodos de concentración de la técnica anterior utilizados 65 
comúnmente (Figura 1A), tales como una etapa de concentración por ultrafiltración utilizando unidades de 
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centrifugación listas para usar en la recogida posterior a la clarificación. El método para obtener una composición de 
vector vírico puede comprender además la etapa de ultrafiltración diafiltración tangencial del producto del lote A para 
la purificación adicional de las partículas de vector vírico. Dicha etapa de diafiltración ultrafiltración es un tipo de 
filtración con membrana en la que la presión hidrostática aplica fuerza a un líquido contra una membrana 
semipermeable. Los sólidos suspendidos y los solutos de mayor peso molecular que el límite de la membrana se 5 
quedan retenidos, mientras que el agua y los solutos de menor peso molecular que el límite de la membrana pasan a 
través de la misma. La técnica de ultrafiltración se realiza mediante ultrafiltración de flujo tangencial utilizando 
cartuchos de polisulfona de fibra hueca. Dicha técnica permite controlar y adaptar la presión para garantizar el 
mantenimiento de la integridad y la viabilidad del vector. Dicha etapa proporciona la concentración de las partículas 
del vector, además de actuar como una etapa de purificación para la eliminación de contaminantes iniciales, tales 10 
como proteínas y ácidos nucleicos de células hospedadoras, del lote recogido. En el presente documento dicho lote 
se denomina lote C. 
 
En otra realización más, después de la etapa de ultrafiltración y/o diafiltración tangencial, el método para obtener una 
composición de vector vírico puede comprender además la etapa de cromatografía de intercambio iónico que puede 15 
realizarse para concentrar y purificar adicionalmente las partículas de vector vírico. En el presente documento dicho 
lote se denomina lote D. 
 
Los biomarcadores se han identificado analizando experimentos con micromatrices dirigidos a ácidos nucleicos de 
células, por ejemplo, células de fibroblastos de prepucio humano transducidas con los lotes B (obtenido mediante el 20 
procedimiento B), C (obtenido mediante el procedimiento C), B-S (obtenido mediante el procedimiento B con suero), 
UC o UC-S (obtenido en presencia de suero y concentrado por ultracentrifugación) o no transducidas (NT). 
 
En una realización específica, se han identificado genes implicados en la senescencia celular como biomarcadores 
útiles para determinar la calidad de una composición de vector vírico. La senescencia es un estado permanente de 25 
detención del ciclo celular que, a diferencia de la quiescencia, no responde a los factores de crecimiento (Young et 
al.). Originariamente se describió en términos de agotamiento replicativo de fibroblastos cultivados, y desde 
entonces se ha demostrado que la senescencia puede aparecer prematuramente en una gran cantidad de tensiones 
celulares. La senescencia celular aparece en cultivo e in vivo como respuesta a un exceso de tensión extracelular o 
intracelular. La inducción de respuestas a daños en el ADN y la remodelación de la cromatina del locus INK4a/ARF, 30 
son dos de los mecanismos detrás de la inducción de senescencia. Li et al. (2009) demostraron que las condiciones 
de cultivo celular durante la reprogramación mejoran la expresión del locus Ink4/Arf, destacando aún más la 
importancia de silenciar este lugar para permitir una proliferación y reprogramación eficaces. Limitar la senescencia 
utilizando una suspensión de vectores extremadamente purificada para sobreexpresar combinaciones de factores 
tales como Oct4, Sox2, Klf4 y c- Myc, pueden tener un efecto positivo profundo en la eficacia de la generación de 35 
células iPS, aumentando tanto la cinética de la reprogramación como el número de colonias de células iPS 
emergentes. 
 
La presente invención desvela el uso de genes implicados en el fenotipo senescente para evaluar el impacto de las 
composiciones de vectores víricos sobre células diana. En una realización preferida de la presente divulgación, el 40 
biomarcador implicado en el fenotipo senescente celular se enumera en las Tablas 5 o 6. 
 
El fenotipo senescente no se limita a una detención de la proliferación celular. Una célula senescente es una célula 
potencialmente persistente que es metabólicamente activa y que ha sufrido cambios generalizados en la expresión y 
secreción de proteínas, desarrollando, en última instancia, el fenotipo secretor asociado a senescencia o SASP 45 
(Coppe et al. 2010). El SASP incluye varias familias de factores solubles e insolubles. Los factores de SASP pueden 
ser factores de señalización solubles (interleucinas, quimiocinas y factores de crecimiento), proteasas secretadas y 
proteínas insolubles/componentes de la matriz extracelular secretados (Coppe et al. 2010). Las células senescentes 
desarrollan actividades secretoras alteradas que pueden inducir cambios en el microentorno tisular, relajando su 
control sobre el comportamiento celular y promoviendo la tumorogénesis (Coppe et al. 2010). En el cultivo celular, la 50 
detención del ciclo celular típicamente conduce a la senescencia, porque la célula está sobre estimulada por el 
suero, nutrientes, oncogenes y etcétera (Blagosklonny, 2011). La presente invención desvela el uso de genes 
implicados en el SASP para evaluar el impacto de las composiciones de vectores víricos sobre células diana que se 
han puesto en contacto con dichas composiciones. En una realización preferida de la presente divulgación, 
biomarcadores asociados a SASP, incluyen los enumerados en la Tabla 7. 55 
 
En una realización específica de la invención, se han identificado genes implicados en el ciclo celular como 
biomarcadores útiles para determinar la calidad de una composición de vector vírico. La división celular consiste en 
dos procesos consecutivos, principalmente caracterizados por la replicación de ADN y la segregación de 
cromosomas copiados en dos células distintas. Originariamente, la división celular se dividió en dos estadios: mitosis 60 
(M), es decir, el proceso de división nuclear; e interfase, el interludio entre dos fases M. Los estadios de la mitosis 
incluyen profase, metafase, anafase y telofase. Al microscopio, las células en interfase simplemente crecen en 
tamaño, pero diferentes técnicas revelaron que la interfase incluye las fases G1, S y G2. La replicación de ADN se 
produce en una parte específica de la interfase denominada fase S. La fase S está precedida por un intervalo 
denominado G1 durante el cual la célula se está preparando para la síntesis de ADN y es seguido de un intervalo 65 
denominado G2 durante el cual la célula se prepara para la mitosis. Las fases G1, S, G2 y M son las subdivisiones 
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tradicionales del ciclo celular estándar. Las células en G1 pueden, antes de dedicarse a la replicación del ADN, 
entran en un estado de reposo denominado G0. Las células en G0 representan la mayor parte de las células que no 
crecen, que no proliferan el cuerpo humano. La presente invención desvela el uso de genes implicados en el ciclo 
celular para evaluar el impacto de las composiciones de vectores víricos sobre células diana que se han puesto en 
contacto con dichas composiciones. En una realización preferida de la presente divulgación, como biomarcadores 5 
asociados al ciclo celular se incluyen los enumerados en las Tablas 2, 3 y 4. En una realización más preferida, la 
exploración de la modificación se realiza sobre el nivel de expresión de al menos un biomarcador asociado al ciclo 
celular, enumerado en la Tabla 4. 
 
La presente invención desvela además una clase de biomarcadores cuyo nivel de expresión en las células diana se 10 
modula dependiendo de la calidad, es decir, la concentración y la purificación, de las composiciones de vectores 
víricos utilizadas. Para seleccionar una nueva clase de biomarcadores, se investigó el impacto de las composiciones 
de vectores víricos que tenían diferentes calidades y que se obtuvieron mediante diferentes procedimientos. Las 
composiciones de vectores víricos se obtuvieron mediante los procedimientos descritos en las Figuras 1A y 1B. En 
una realización preferida de la presente divulgación, el uso de los genes enumerados en la Tabla 8, puede utilizarse 15 
usar para evaluar el impacto de las composiciones de vectores víricos en células diana que se han puesto en 
contacto con dichas composiciones. 
 
La invención también proporciona kits para medir el nivel de expresión de biomarcadores en una muestra de células 
transducidas. Los kits pueden incluir uno o más reactivos correspondientes a los biomarcadores descritos en el 20 
presente documento, por ejemplo, anticuerpos que se unen específicamente a los biomarcadores, proteínas 
recombinantes que se unen a anticuerpos específicos de biomarcadores, sondas o cebadores de ácido nucleico que 
se hibridan con los biomarcadores, etc. En algunas realizaciones, los kits pueden incluir una pluralidad de reactivos, 
por ejemplo, en una matriz, correspondiente a los biomarcadores descritos en este documento. Los kits pueden 
incluir reactivos de detección, por ejemplo, reactivos que están marcados de manera detectable. Los kits pueden 25 
incluir instrucciones escritas para el uso del kit para predecir la calidad de una composición de vector vírico, y 
pueden incluir otros reactivos e información tales como patrones de control o referencia, soluciones de lavado, 
programas informáticos de análisis, etc. 
 
También se desvela un método para explorar o detectar una respuesta nuclear o celular en células eucariotas 30 
transducidas con una composición de vector vírico que comprende (i) medir el nivel de expresión de uno o más 
biomarcadores en una célula eucariota que no se ha puesto en contacto con una composición de vector vírico; (ii) 
medir el nivel de expresión de uno o más biomarcadores en una célula eucariota después de haberse puesto en 
contacto con una composición de vector vírico; y (iii) comparar la expresión del biomarcador (o biomarcadores) en la 
etapa (i) con la expresión del biomarcador (o biomarcadores) en la etapa (ii) donde un cambio en el nivel de 35 
expresión del biomarcador entre las etapas (i) y (ii) indica una respuesta celular y donde dicha respuesta celular se 
correlaciona con la calidad de la composición del vector vírico. En una realización preferida, el uno o más 
biomarcadores expresado es un ácido nucleico expresado en las células eucariotas que se han puesto en contacto 
con una composición de vectores víricos. 
 40 
En otra realización, el uno o más biomarcadores expresado es un polipéptido expresado en las células eucariotas 
que se han puesto en contacto con una composición de vectores víricos. 
 
En una realización específica, el biomarcador es un gen implicado en el proceso biológico de senescencia. 
Preferentemente, el biomarcador implicado en senescencia es un gen de la familia SASP. Más preferentemente, el 45 
biomarcador se selecciona de la Tabla 7. 
 
En una realización específica, el biomarcador es un gen de la familia del ciclo celular. Particularmente, el 
biomarcador es un gen seleccionado de las Tablas 2, 3 y 4. Más particularmente, el biomarcador se selecciona de 
los genes enumerados en la Tabla 8. 50 
 
En otra realización, el biomarcador se selecciona de la Tablas 2, 3, 4, 7 y/u 8. 
 
En una realización, la composición de vector vírico se transduce en la célula eucariota. En otra realización, las 
células eucariotas se transducen mediante una composición de vector lentivírico. En una realización específica, las 55 
células eucariotas son células inmortalizadas, células primarias o células madre. 
 
La presente divulgación proporciona un método para medir o detectar los efectos de una composición de vector 
vírico en células eucariotas de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende: 
 60 

(i) poner en contacto dichas células con una composición vírica de interés, 
(ii) medir el nivel de expresión de biomarcadores en dichas células cultivadas; y 
(iii) opcionalmente, caracterizar los biomarcadores específicos de las modificaciones de las expresiones nuclear 
o citoplasmática en dichas células. 

 65 
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La presente divulgación proporciona un kit para medir la expresión de un biomarcador asociado a la transducción de 
una composición de vector vírico que comprende uno o más reactivos correspondientes al reconocimiento de los 
biomarcadores de las Tabla 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. Preferentemente, el reactivo corresponde al reconocimiento de los 
ácidos nucleicos que codifican los biomarcadores de las Tablas 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. Más preferentemente, el reactivo 
corresponde al reconocimiento de polipéptidos de las Tablas 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. 5 
 
El kit de acuerdo con la invención comprende uno o más reactivos capaces de medir el nivel de expresión de al 
menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG. 
 
Dicho kit comprende adicionalmente uno o más reactivos capaces de medir el nivel de expresión de al menos un 10 
biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, AU- RKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, 
FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK. 
 
Adicionalmente, dicho kit también comprende una composición de vector vírico de control. 
 15 
La presente divulgación proporciona una composición de biomarcador útil para la medición o detección del efecto de 
una composición de vector vírico en células eucariotas que comprende al menos uno de los productos seleccionados 
entre los genes o los polipéptidos presentes en las Tablas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8. Preferentemente, la composición de 
biomarcador comprende al menos uno de los productos seleccionados entre los genes o los polipéptidos presentes 
en las Tablas 3, 4, 7, 8. 20 
 
Los siguientes ejemplos se dan con referencia a las siguientes figuras y tablas: 
 
FIGURAS 
 25 

Figura 1A. Método habitual de producción de vectores con suero mediante procedimientos de vanguardia. Figura 
1B. Concentración de vector vírico y procedimiento de purificación utilizado para obtener las composiciones de 
vectores víricos B y C. Los diferentes procedimientos son secuenciales (de A a D correspondientes a la 
obtención de los lotes A a D) para cumplir con los requisitos de concentración y purificación de las células diana: 
células inmortalizadas (A), células primarias y células madre (C) e inyección in vivo(D). El procedimiento B 30 
(correspondiente al lote B obtenido) representa el procedimiento de vanguardia. Figura 1C. Plásmidos portadores 
de genes gag y pol, plásmido auxiliar que expresa la envoltura y plásmido de expresión de transgenes sin ADNc. 
Figura 2A. Resumen de los títulos de los lotes B y C utilizados para el estudio de transcriptómica. Características 
de los lotes B y C sin ADNc con rLV- EF1 utilizados para el estudio de transcriptómica. (1) Las unidades de 
transducción (UT) se determinaron mediante qPCR. (2) Las Partículas Físicas (PF) se cuantificaron mediante 35 
ensayo ELISA del antígeno p24 del VIH para determinar la proporción entre PF/UT. Figura 2B. Crecimiento de 
células de prepucio 48 h después de la transducción con vectores de lotes B y C. Células de prepucio 48 horas 
después de la transducción con un casete vacío portador del vector lentivírico (rLV-EF1 sin ADNc) a una MDI de 
o40 o a una MDI de 150. Los lotes B y C de rLV-EF1 se obtuvieron de la misma recogida en bruto. 
Figura 3A. Diagrama de dispersión de sondas diferenciales en células transducidas con el lote B a una MDI de 40 
150 frente a células no transducidas. Diagrama de dispersión que representa sondas expresadas 
diferencialmente, con un valor absoluto de FC ≥ 1,5, en células transducidas con rLV-EF1 lote B a una MDI de 
150 frente a células no transducidas. El eje X representa intensidades normalizadas para las células no 
transducidas (NT) y el eje Y las intensidades normalizadas para las células transducidas (T). Las líneas de tono 
gris muy claro son líneas de factores de cambio que representan valores de factores de cambio de -2, 1 y 2. 45 
Figura 3B. Diagrama de dispersión de sondas diferenciales en células transducidas con el lote C a una MDI 
de150 frente a células no transducidas. Diagrama de dispersión que representa sondas expresadas 
diferencialmente, con un valor absoluto de FC ≥ 1,5, en células transducidas con rLV-EF1 lote C a una MDI de 
150 frente a células no transducidas. El eje X representa intensidades normalizadas para las células no 
transducidas (NT) y el eje Y las intensidades normalizadas para las células transducidas (T). Las líneas de tono 50 
gris muy claro son líneas de factores de cambio que representan valores de factores de cambio de -2, 1 y 2. 
Figura 4. Diagrama de Venn: sondas reguladas negativamente en células transducidas con el lote B frente a 
células no transducidas y sondas reguladas negativamente en células transducidas con el lote C frente a células 
no transducidas a una MDI de 150. Diagrama de Venn que muestra la intersección entre la lista de sondas 
reguladas negativamente (FC ≤ -1,5) en células transducidas con el lote B a una MDI de 150 en comparación con 55 
células no transducidas, y la lista de sondas reguladas negativamente (FC ≤ -1,5) en células transducidas con el 
lote C a una MDI de150 en comparación con células no transducidas. 
Figura 5. Gráfico de perfil de sondas de ciclo celular en células transducidas con el lote B frente a células no 
transducidas a una MDI de150 con FC≤ -3. El gráfico de perfil representa sondas diferenciales que tienen un FC 
≤ -3 cuando se comparan células transducidas con el lote B a una MDI de 150 con células no transducidas. Se 60 
aplicó una transformación inicial en los valores de intensidad antes de representar los datos. Los valores de 
intensidad normalizados se representan gráficamente en las siguientes condiciones: células transducidas con el 
lote B a una MDI de 150, células transducidas con el lote C a una MDI de 150, célula no transducida. 
Figura 6A. Validación mediante RT-qPCR de la regulación negativa de 5 genes del ciclo celular en células 
transducidas con rLV-EF1 lote B a una MDI de 150 y células transducidas con rLV-EF1 lote C a una MDI de 150 65 
en comparación con células no transducidas. La RT-qPCR se realizó en ARN de células transducidas con rLV-
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EF1 lote B y rLV-EF1 lote C a una MDI de 150 y en ARN de células no transducidas. Los factores de cambio 
obtenidos mediante RT-qPCR, calculados a partir de valores de ciclo de umbral (Ct, threshold cycle) en cada 
condición frente a valores en células no transducidas, utilizando el método 2-ΔΔCT, se representan gráficamente 
en las 3 condiciones (NT: Células No Transducidas, Lote C: células transducidas con rLV-EF1 lote C a una MDI 
de 150, Lote B: células transducidas con rLV-EF1 lote B a una MDI de 150). Figura 6B. Comparación de valores 5 
de factores de cambio obtenidos con RT-qPCR y de experimentos con micromatrices para los 5 genes validados 
anteriormente citados. Todos los factores de cambio se calcularon comparando los valores de expresión en 
células transducidas con rLV-EF1 lote B o lote C a una MDI de 150 frente a valores de expresión en las células 
no transducidas. (1) Símbolo de genes HUGO (Human Genome Organisation, Organización del Genoma 
Humano), (2) Lote utilizado para la transducción a una MDI de 150, (3) El valor de factor de cambio se calculó a 10 
partir de los valores de Ct utilizando el método 2-ΔΔCT y transformado en un valor negativo equivalente (-1/FC), 
(4) Valor de factor de cambio del experimento con micromatrices. 
Figura 7A. Células transducidas con el lote B obtenido con suero (lote B-S) en comparación con células no 
transducidas. Células de prepucio 48 horas después de la transducción con un casete vacío portador del vector 
lentivírico (rLV-EF1 sin ADNc) producido en presencia de suero a una MDI de 40 y de 150. Figura 7B. 15 
Características del lote B-S de rLV-EF1 sin ADNc utilizado para el estudio de transcriptómica. (1) Las unidades 
de transducción (UT) se determinaron mediante qPCR. (2) Las Partículas Físicas (PF) se cuantificaron mediante 
ensayo ELISA del antígeno p24 del VIH para determinar la proporción entre PF/UT. 
Figura 8. Diagrama de dispersión de sondas diferenciales en células transducidas con el lote B obtenido con 
suero (B-S) frente a células no transducidas a una MDI de 150. Diagrama de dispersión que representa sondas 20 
expresadas diferencialmente, con un valor absoluto de FC ≥ 1,5, en células transducidas con rLV-EF1 sin ADNc 
lote B-S a una MDI de 150 frente a células no transducidas. El eje X representa intensidades normalizadas para 
las células no transducidas (NT) y el eje Y las intensidades normalizadas para las células transducidas (T). Las 
líneas de tono gris muy claro son líneas de factores de cambio que representan valores de factores de cambio de 
-2, 1 y 2. 25 
Figura 9. Diagrama de dispersión de sondas diferenciales en células transducidas con el lote B obtenido con 
suero (B-S) frente a células no transducidas a una MDI de 40. Diagrama de dispersión que representa sondas 
expresadas diferencialmente, con un valor absoluto de FC ≥ 1,5, en células transducidas con rLV-EF1 sin ADNc 
lote B-S a una MDI de 40 frente a células no transducidas. El eje X representa intensidades normalizadas para 
las células no transducidas (NT) y el eje Y las intensidades normalizadas para las células transducidas (T). Las 30 
líneas de tono gris muy claro son líneas de factores de cambio que representan valores de factores de cambio de 
-2, 1 y 2. 
Figura 10. Diagrama de Venn: Sondas moduladas en células transducidas con el lote B obtenido con suero (B-S) 
a una MDI de 150 frente a células no transducidas y sondas moduladas en células transducidas con lote B 
obtenido con suero (B-S) a una MDI de 40 frente a células no transducidas. Diagrama de Venn que muestra la 35 
intersección entre la lista de sondas expresadas diferencialmente (valor absoluto de FC ≥ 1,5) en las células 
transducidas con el lote B-S a una MDI de 150 en comparación con las células no transducidas, y la lista de 
sondas expresadas diferencialmente (valor absoluto de FC ≥ 1,5) ) en células transducidas con el lote B-S a una 
MDI de 40 en comparación con células no transducidas. 
Figura 11. Gráfico de perfil que representa sondas impactadas en células transducidas con el lote B obtenido con 40 
suero (B-S) a una MDI de 40 y 150 y no diferencial en células transducidas con los lotes B y C, a una MDI de 40 
y 150. Gráfico de perfil que representa sondas que se expresaron diferencialmente en células transducidas con 
rLV-EF1 sin ADNc con el lote B-S a una MDI de 40 y 150 en comparación con células no transducidas (NT), y 
que no fueron diferenciales en células transducidas con rLV-EF1 sin ADNc con los lotes B y C una MDI de 40 y 
150 en comparación con células no transducidas. Por "no diferencial", se entiende que el valor absoluto de FC es 45 
<1,3. Se aplicó una transformación inicial en los valores de intensidad antes de representar los datos. B-40: 
células transducidas con lote B a una MDI de 40. B-150: Células transducidas con lote B a una MDI de 150. C-
40: Células transducidas con lote C a una MDI de 40. C-150: Células transducidas con lote C a una MDI de 150. 
NT: células no transducidas. B-S-40: células transducidas con lote B obtenido con suero a una MDI de 40. B-S-
150: células transducidas con lote B obtenido con suero a una MDI de 40. 50 
Figura 12. Caracterización de lotes (B, C, B-S y UC) de vectores rLV-EF1-GFP utilizados. 
Figura 13. Fotos de células de fibroblastos de prepucio transducidas con vectores rLV-EF1-GFP. Las células se 
observaron 48 horas después de la transducción. 
Figura 14. Sonda seleccionada en la figura 5 (genes de ciclo celular regulados negativamente con FC<=-3 con B-
MCS-MDI150 frente a NT) representada en las siguientes condiciones: NT, B-GFP-MDI40, C-GFP-MDI40. 55 
Figura 15. Gráfico de perfil que muestra el comportamiento de sondas correspondientes a la tabla 3 después de 
la transducción con rLV-EF1-GFP lote B y C a una MDI de 40 frente a células no transducidas (NT). 
Figura 16. Gráfico de perfil que representa sondas correspondientes a los 18 genes de la tabla 4 y MKI67 
después de la transducción con el vector rLV-EF1-GFP a una MDI de 40. 
Figura 17. Gráfico de perfil que representa los 18 genes del ciclo celular de la tabla 4 y MKI67 después de la 60 
transducción con el vector rLV-EF1-GFP (B, B-S y C) a una MDI de 40. 
Figura 18. Validación de algunos genes del ciclo celular como biomarcadores mediante RT-qPCR. Los valores de 
cuantificación relativa de ARNm se representan como media ± DT calculados a partir de 3 muestras por 
condición. Los valores de factor de cambio para cada condición en comparación con NT se indican sobre cada 
barra del diagrama cuando las diferencias son significativas (prueba de la t para datos independientes, valor de p 65 
<0,05). 
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Figura 19. Validación de genes CXCL2 y EREG como biomarcadores mediante RT-qPCR. Los valores de 
cuantificación relativa de ARNm se representan como media ± DT calculados a partir de 3 muestras por 
condición. Los valores de factor de cambio para cada condición en comparación con NT se indican sobre cada 
barra del diagrama cuando las diferencias son significativas (prueba de la t para datos independientes, valor de p 
<0,05). 5 

 
TABLAS 
 

Tabla 1. Cebadores utilizados para validaciones mediante RT-qPCR. Para cada gen analizado y para el gen de 
referencia GAPDH (representado por su respectivo símbolo de gen), se muestran las secuencias de los 10 
cebadores directo e inverso. 
Tabla 2. Genes del ciclo celular regulados negativamente en células transducidas con rLV-EF 1 sin ADNc lote B 
y lote C a una MOI de 150 en comparación con células no transducidas. (1) Símbolo de genes HUGO (2) 
Descripción de genes del NCBI (Centro Nacional de Información Biotecnológica) (3) Identificador de sondas 
Agilent, (4) Número de registro de secuencias de ácido nucleico de la base de datos del NCBI de ARN RefSec, 15 
(5) Categorías de Ontología Génica (GO, Gene Ontology) "Fase M del ciclo celular mitótico", (6) categoría GO 
"fase G1", (7) categoría GO "fase G2", (8) categoría GO "fase S", (9) categoría GO "transición G1/S del ciclo 
celular mitótico", (10) categoría GO "transición G2/M del ciclo celular mitótico", (11) categoría GO "transición 
M/G1 del ciclo celular mitótico". Los genes se clasifican mediante el aumento de valores de Factor de Cambio en 
células transducidas con el lote B a una MDI de 150 frente a células no transducidas. 20 
Tabla 3. Genes incluidos en la categoría de Ontología Génica del "ciclo celular" y que están regulados 
positivamente en células transducidas rLV-EF1 lote B y lote C a una MDI150 en comparación con células no 
transducidas. (1) Símbolo de genes HUGO (2) Descripción de genes del NCBI (3) Identificador de sondas 
Agilent, (4) Número de registro de secuencias de ácido nucleico de la base de datos del NCBI de ARN RefSec, 
(5) Número de registro de secuencias de proteínas de la base de datos del NCBI ARN RefSec. Los genes se 25 
clasifican mediante valores en disminución de Factor de Cambio. 
Tabla 4. Genes incluidos en la categoría de Ontología Génica del "ciclo celular", que se regulan negativamente 
en células transducidas con rLV-EF1 lote B a una MDI de 40 y 150 y que se regulan negativamente en células 
transducidas con rLV-EF1 lote C en comparación con células no transducidas a una MDI de 150 pero no a una 
MDI de 40. (1) Símbolo de genes HUGO (2) Descripción de genes del NCBI (3) Identificador de sondas Agilent, 30 
(4) Número de registro de secuencias de ácido nucleico de la base de datos del NCBI de ARN RefSec, (5) 
Número de registro de secuencias de proteínas de la base de datos del NCBI ARN RefSec. 
Tabla 5. Listado de genes relacionados con senescencia celular, ya sea como parte de la ruta de "Senescencia y 
autofagia" con la referencia WP615 en la base de datos de acceso público de la Wikipathway o extraído de la 
bibliografía como característica del fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). (1) Símbolo de genes 35 
HUGO (2) Parte de genes del SASP (3) Genes incluidos en la Wikipathway "Senescencia y autofagia" (4) Genes 
extraídos en relación con el SASP de Coppé et al., 2010 (5) Gene extracted as associated to the SASP from 
Young et al., 2009. 
Tabla 6. Genes asociados a senescencia celular (ya sea formando parte de la "ruta de senescencia y aufagia" 
humana con la referencia WP615 en la base de datos de acceso público de Wikipathway o del listado de genes 40 
SASP extraídos de la bibliografía (Tabla 5)) que son genes expresados diferencialmente en células transducidas 
con rLV-EF1 lote B-S a una MDI de 150 en comparación con células no transducidas, que no son diferenciales 
en células transducidas con rLV-EF1 lote B y en células transducidas con lote C a una MDI de 150 en 
comparación con células no transducidas. Por "no diferencial", se entiende que el valor absoluto de FC es <1,3. 
(1) Símbolo de genes HUGO (2) Descripción de genes del NCBI (3) Identificador de sondas Agilent, (4) Número 45 
de registro de secuencias de ácido nucleico de la base de datos del NCBI de ARN RefSec, (5) Número de 
registro de secuencias de proteínas de la base de datos del NCBI ARN RefSec. 
Tabla 7. Diez biomarcadores asociados a senescencia celular. Estos genes se seleccionaron de la Tabla 6 como 
expresados diferencialmente en células transducidas con rLV-EF1 lote B-S a una MDI de 40 en comparación con 
células no transducidas y no diferenciales en células transducidas con rLV-EF1 lote B o C a una MDI de 40. Por 50 
"no diferencial" se entiende que el valor absoluto de FC es <1,3. (1) Símbolo de genes HUGO (2) Descripción de 
genes del NCBI (3) Identificador de sondas Agilent, (4) Número de registro de secuencias de ácido nucleico de la 
base de datos del NCBI de ARN RefSec, (5) Número de registro de secuencias de proteínas de la base de datos 
del NCBI ARN RefSec. (6) a (11) valores de factor de cambio en cada condición transducida en comparación con 
la condición de control no transducido. ND: no estadísticamente diferencial. FC B-S frente a NT MDI 150: Factor 55 
de cambio obtenido entre células transducidas con el lote B-S a una MDI de 150 frente a células no transducidas. 
FC B frente a NT MDI 150: Factor de cambio obtenido entre células transducidas con el lote B a una MDI de 150 
frente a células no transducidas. FC C frente a NT MDI 150: Factor de cambio obtenido entre células 
transducidas con el lote C a una MDI de 150 frente a células no transducidas. FC B frente a NT MDI 40: Factor 
de cambio obtenido entre células transducidas con el lote B a una MDI de 40 frente a células no transducidas. FC 60 
C frente a NT MDI 40: Factor de cambio obtenido entre células transducidas con el lote C a una MDI de 40 frente 
a células no transducidas. FC B-S frente a NT MDI 40: Factor de cambio obtenido entre células transducidas con 
el lote B-S a una MDI de 40 frente a células no transducidas. 
Tabla 8. Selección de genes no impactados con un vector de alta calidad. (1) Símbolo de genes HUGO (2) 
Descripción de genes del NCBI (3) Identificador de sondas Agilent, (4) Número de registro de secuencias de 65 
ácido nucleico de la base de datos del NCBI de ARN RefSec, (5) Número de registro de secuencias de proteínas 
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de la base de datos del NCBI ARN RefSec. (6) a (11) valores de factor de cambio en cada condición transducida 
en comparación con la condición de control no transducido. ND significa no estadísticamente diferencial. FC B-S 
frente a NT MDI 150: Factor de cambio obtenido entre células transducidas con el lote B-S a una MDI de 150 
frente a células no transducidas. FC B frente a NT MDI 150: Factor de cambio obtenido entre células 
transducidas con el lote B a una MDI de 150 frente a células no transducidas. FC C frente a NT MDI 150: Factor 5 
de cambio obtenido entre células transducidas con el lote C a una MDI de 150 frente a células no transducidas. 
FC B frente a NT MDI 40: Factor de cambio obtenido entre células transducidas con el lote B a una MDI de 40 
frente a células no transducidas. FC C frente a NT MDI 40: Factor de cambio obtenido entre células transducidas 
con el lote C a una MDI de 40 frente a células no transducidas. FC B-S frente a NT MDI 40: Factor de cambio 
obtenido entre células transducidas con el lote B-S a una MDI de 40 frente a células no transducidas. 10 
Tabla 9. Validación de genes del ciclo celular de la tabla 4 como biomarcadores con rLV-EF1-GFP a una MDI de 
40. 
Tabla 10. Secuencia de cebadores utilizados en el experimento de validación. 

 
Ejemplos 15 
 
Los siguientes ejemplos se proporcionan para ayudar a comprender mejor la invención, aunque la invención no debe 
limitarse a estos ejemplos. 
 
Materiales y Métodos 20 
 
Construcción de plásmidos. Se utilizaron tres plásmidos para producir un virión recombinante o retrovirus 
recombinante. Un primer plásmido proporciona un ácido nucleico que codifica un gen gag y pol vírico (Figura 2A). 
Estas secuencias codifican un antígeno específico de grupo y transcriptasa inversa, (y enzimas integrasa y proteasa 
necesarias para la maduración y transcripción inversa), respectivamente, como se ha expuesto anteriormente. Un 25 
segundo plásmido proporciona un ácido nucleico que codifica una envoltura (env) vírica (Figura 2B), tal como del 
VSV-G (Virus G de la estomatitis vesicular). Un tercer plásmido proporciona las secuencias víricas que actúan en cis 
necesarias para el ciclo de vida del virus (Figura 2C). Este tercer plásmido también contiene un sitio de clonación 
para que una secuencia de ácido nucleico heteróloga se transfiera a una célula diana. En la Figura 2C se muestra 
una ilustración esquemática de un vector adecuado con la GFP como un transgén, pero que puede reemplazarse 30 
por cualquier gen o secuencia de interés tal como ADNc, ARNhc o miARN. 
 
Procedimientos de fabricación de vectores víricos. Líneas celulares y condiciones de cultivo. Los vectores víricos se 
produjeron utilizando una línea celular de riñón embrionario humano (HEK293T). Para la cuantificación de partículas 
infecciosas, se utilizó una línea celular de carcinoma de colon humano (HCT116; ATCC N ºCCL- 247) adherente. 35 
Todas las células se obtuvieron en la American Type Culture Collection (ATCC) y se cultivaron en medio de Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, Paisley, RU) complementado con FCS al 10 %; penicilina/estreptomicina al 
1 %y ultraglutamina (PAA) al 1 % a 37 ºC en una atmósfera humidificada de CO2 al 5 % en aire. Para la producción 
de sobrenadantes de vectores víricos, el DMEM se complementó solo con penicilina/estreptomicina al 1 % y 
ultraglutamina (PAA) al 1 %. 40 
 
Producción de vectores víricos. La producción de vectores víricos se realizó en una cámara de cultivo CellSTACK de 
10 capas (6320 cm2, Corning). Células HEK293T se sembraron a 9,5x103 células viables/cm2 en DMEM 
complementado con FCS al 10 %; penicilina/estreptomicina al 1 % y ultraglutamina (PAA) al 1 % y se pusieron a 
37 ºC en una atmósfera humidificada con CO2 al 5 % en aire. Cuatro días después de la siembra, el sobrenadante 45 
se desechó y se reemplazó por DMEM reciente sin FCS complementado con penicilina/estreptomicina al 1 % y 
ultraglutamina (PAA) al 1 % antes de transfectar las células. 
 
La mezcla de tri-transfección estaba compuesta por los tres plásmidos siguientes: pENV, pGagPol (construcción de 
ADN vírico contenida en el hospedador bacteriano depositado en la Colección CNCM respectivamente con el 50 
número de registro CNCM I-4487 y CNCM I-4488), y pLV-EF1 (construcción de ADN vírico procedente del contenido 
en el hospedador bacteriano depositado en la Colección CNCM con el número de registro CNCM I-4489). La 
concentración final se ajustó a 40 mg/ml-1 utilizando agua estéril. Después, a la mezcla de plásmido-agua se añadió 
por goteo CaCl2 (2,5 M) verificando con cuidado hasta alcanzar una concentración final de 500 mM. La mezcla 
obtenida se añadió después por goteo a un volumen equivalente de solución salina tamponada con Hepes (HBS, 55 
siglas del inglés Hepes Buffered Saline 2X) y se incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después de la 
incubación, la mezcla de transfección se añadió al medio de cultivo celular y se incubó durante 24 horas a 37 ºC en 
una atmósfera humidificada con CO2 al 5 % en aire. 
 
Veinticuatro horas después de la transfección, el sobrenadante se desechó y se reemplazó por DMEM reciente no 60 
complementado y las células se incubaron a 37 ºC en una atmósfera humidificada con CO2al 5 % en aire. Después 
del intercambio de medio, el sobrenadante se recogió varias veces (32 h, 48 h, 56 h y 72 h post transfección). Se 
añadieron algunos medios recientes y no complementados y las células se incubaron antes de recogerlas a 37 ºC en 
una atmósfera humidificada de CO2.al 5 %. 
Cada recogida se clarificó por centrifugación durante 5 min. a 3 000 g antes de microfiltrarse a través de una unidad 65 
de filtro estéril de 0,45 µm de poro (Stericup, Millipore). Después, todo el conjunto de la recogida se agrupó para 
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suministrar la recogida en bruto para obtener el Lote A (composición de vectores víricos en bruto). 
 
Concentración y purificación de vectores víricos. Las composiciones de vectores víricos utilizadas para identificar 
biomarcadores de la presente invención se obtienen mediante un procedimiento de concentración estándar y 
normalmente utilizado, ya sea mediante ultracentrifugación o centrifugación en unidades centrales (correspondientes 5 
a la obtención del lote B), o mediante procedimientos de concentración y/o purificación (C y D) asociados a un 
procedimiento de producción sin suero (correspondiente a la obtención del lote A), como se describe en la solicitud 
PCT WO 2013/014537 incorporada por referencia en este documento en su totalidad. Para experimentos de 
validación se produjo otro lote UC (o UC-S), obtenido en presencia de suero y concentrado por ultracentrifugación. 
Los diferentes lotes corresponden a diferentes estrategias de purificación que van desde la no purificación hasta 10 
varias etapas de purificación basadas en ultrafiltración y cromatografía. La concentración y purificación de la 
recogida en bruto se realizó primero mediante ultrafiltración de flujo tangencial utilizando cartuchos de polisulfona de 
fibra hueca. Después, el sobrenadante se diafiltró durante 20 diavolúmenes en un modo continuo de diafiltración 
contra DMEM o tampón TSSM. Una vez realizada la diafiltración, el retenido se recuperó y se concentró 
adicionalmente en unidades de ultrafiltración desechables. El retenido de filtración en fibra hueca (HFF, hollow fiber 15 
filtration) se trató después con benzonasa añadiendo Benzonasa (250 U/µl) para una concentración final de 
(72 U/ml) y MgCl2 (1,0 mM) para una concentración final de 1 µM, antes de incubar a 37 ºC durante 20 minutos. 
 
El material posterior a la HFF puede purificarse adicionalmente mediante cromatografía de intercambio iónico (IEX) 
en una membrana Sartobind Q75 (Sartorius) desechable utilizando un sistema purificador AKTA (GE Healthcare). La 20 
membrana de intercambio iónico se equilibraría con 5 volúmenes de columna de DMEM (o TSSM) no 
complementado a 2 ml/min. Después, el sobrenadante vírico se cargaría en la membrana a 2 ml/min utilizando un 
circuito de muestreo. El flujo a través sería recogido. Al sistema AKTA se le puede aplicar el siguiente gradiente en 
etapas: NaCl 0 M, 0,5 M, 1,2 M y 2 M. El pico de elución (recogida con el gradiente en etapas de NaCl 1,2 M) se 
diluiría inmediatamente 10 veces en el siguiente tampón: Tris 20 mM + Sacarosa al 1,0 % p/v + Manitol al 1,0 % p/v, 25 
pH 7,3 y se concentró adicionalmente en unidades de ultrafiltración desechables. 
 
Composiciones de vectores víricos. Las composiciones de vectores víricos se obtienen por el método descrito en la 
solicitud PCT WO 2013/014537 incorporada por referencia en su totalidad en el presente documento. Las 
composiciones resultantes son 30 
 
- Lote B obtenido después de la centrifugación en unidades centrales del lote A; 
- Lote C obtenido después de diafiltración ultrafitración tangencial del lote A; 
- Lote C-S obtenido después de diafiltración ultrafitración tangencial del lote A producido en presencia de suero 

bovino fetal al 10 % (BIOWEST). Este lote solo se utiliza en la figura 13; 35 
- Lote B-S obtenido en presencia de suero bovino fetal al 10 % (BIOWEST) mediante el mismo procedimiento que 

el del lote B sin suero; 
- Lote UC o UC-S obtenido en presencia de suero bovino fetal al 10 % (BIOWEST) y concentrado por 

ultracentrifugación. 
 40 
Los procedimientos utilizados para obtener estos lotes se describen en las Figuras 1A y 1B. 
 
Cuantificación de partículas funcionales utilizando qPCR. Los ensayos de titulación de unidades de transducción se 
realizaron de la siguiente manera. Células HCT116 se sembraron en una placa de 96 pocillos a 12 500 células por 
pocillo y 250 µl de DMEM complementado con FCS al 10 %; penicilina/estreptomicina al 1 % y ultraglutamina al 1 % 45 
(medio completo). Veinticuatro horas después, se realizan cinco diluciones en serie con medio completo para cada 
muestra de vector y para un rLV-EF1-GFP conocido como un patrón interno (construcción de ADN vírico contenido 
en el hospedador bacteriano depositado en la Colección CNCM con el número de registro CNCM I-4489). Las 
células son transducidas con estas diluciones en serie en presencia de Polybrene® (Sigma) 8 µg/ml. Para cada serie 
de muestras, para el control se añade un pocillo de células no transducidas. Tres días después de la transducción, 50 
las células se tripsinizan y cada sedimento celular se recoge con 250 µl de PBS, el ADN genómico se extrae y se 
somete a qPCR. Los resultados se normalizan con el patrón interno conocido rLV-EF1-GFP que previamente se 
tituló con FACS, utilizando 100 µl de la suspensión celular. El título se expresa mediante unidades de 
transducción/ml (UT/ml) utilizando el patrón interno cuyo título se determinó previamente mediante FACS (Canto II) 
utilizando condiciones estándar considerando el porcentaje de células positivas. 55 
 
Cuantificación de partículas físicas mediante ELISA del antígeno p24. El antígeno p24 principal se detecta 
directamente en el sobrenadante vírico con un kit de ensayo ELISA del antígeno p24 del VIH-1 proporcionado por 
Perkin Elmer. El kit se utiliza según lo especificado por el proveedor. El antígeno capturado está formando un 
complejo con un anticuerpo policlonal biotinilado contra el antígeno p24 del VIH-1, seguido de un conjugado de 60 
estreptavidina conjugada con HRP (del inglés horseradish peroxidase, peroxidasa de rábano picante). El complejo 
resultante se detecta por incubación con ortofenilendiamina-HCI (OPD) que produce un color amarillo que es 
directamente proporcional a la cantidad capturada de antígeno p24. La absorbancia de cada pocillo de la microplaca 
se determina utilizando un lector de microplacas y se calibra frente a la absorbancia de una curva patrón del 
antígeno p24 del VIH-1. El título vírico expresado en partículas físicas por ml se calcula a partir de la cantidad de 65 
p24, sabiendo que 1 pg de p24 corresponde a 104 partículas físicas. 
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Producción de un vector de casete vacío para análisis con micromatrices. Para los estudios con micromatrices, se 
produjo un vector lentivírico sin ADNc (rLV-EF1) a diferentes purezas. Los lotes B y C de los vectores rLV-EF1 se 
purificaron a partir de la misma recogida en bruto. Se obtuvo una producción adicional en presencia de suero bovino 
fetal al 10 % (BIOWEST) para generar un lote B que contenía suero, en lo sucesivo mencionado en el presente 5 
documento como lote B-S. 
 
Producción de vectores lentivíricos que expresan GFP. Se produjeron lotes B, C, B-S independientes de vectores 
lentivíricos que expresan GFP. 
 10 
Para proporcionar otro tipo de vector concentrado de baja calidad, se utilizó el método de ultracentrifugación para 
concentrar los vectores producidos en presencia de suero al 10 % (Lote UC o UC-S). 
 
Cultivo de células de prepucio. Se obtuvieron células de fibroblastos de prepucio humano de la Colección Americana 
de Cultivos Tipo (N ºCRL-2097) y se cultivaron en EMEM (Medio Esencial Mínimo de Earl's, GIBCO) complementado 15 
con suero bovino fetal al 10 % (BIOWEST), penicilina/estreptomicina (PAA) al 1 % y glutamina 2 mM. Las células se 
mantuvieron a 37 ºC en presencia de CO2 al 5 % y se pasaron dos veces por semana a 5 000 células/cm.2. 
 
Transducción de células de prepucio para análisis de transcriptómica. Veinticuatro horas antes de la transducción, se 
sembraron fibroblastos de prepucio humano a 5 000 células/cm2 en matraces T25. Las células se transdujeron por 20 
cuadruplicado a una MDI de 40 y 150 utilizando los lotes B, C y B-S del vector rLV-EF1 en un volumen final de 5 ml y 
en presencia de 4 µg/ml de Polybrene® (Sigma). Un control no transducido solo recibió 4 µg/ml de Polybrene®. El 
sobrenadante de transducción se eliminó después de aproximadamente 16 h. Las células se tripsinizaron 54 horas 
después de la transducción, se lavaron con 1x PBS, se centrifugaron y los sedimentos se mantuvieron a -80 ºC. 
Cuarenta y ocho horas después de la transducción se hicieron fotografías. 25 
 
Veinticuatro horas antes de la transducción, se sembraron fibroblastos de prepucio humano a 5 000 células/cm2 en 
una placa múltiple de 6 pocillos. Las células se transdujeron por cuadruplicado a una MDI de 40 y 150 utilizando los 
lotes B, C, B-S y UC (o UC-S) del vector rLV-EF1-GFP en un volumen final de 5 ml y en presencia de 4 µg/ml de 
Polybrene® (Sigma). Un control no transducido solo recibió 4 µg/ml de Polybrene®. El sobrenadante de transducción 30 
se eliminó después de aproximadamente 16 h. Las células se tripsinizaron 54 horas después de la transducción, se 
lavaron 1 vez con PBS, se centrifugaron y los sedimentos se mantuvieron a -80 ºC. Cuarenta y ocho horas después 
de la transducción se hicieron fotografías. 
 
Extracciones de ARN. Se extrajeron muestras de ARN total de los sedimentos celulares utilizando el Sistema de 35 
purificación de ARN TRIZol® Plus (Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La 
concentración de ARN total y la pureza se determinaron utilizando un espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Nanodrop 
Technologies). La calidad y la integridad del ARN se verificaron con el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent 
Technologies, EE. UU.) y se ajustaron a las necesidades de las micromatrices de Agilent. 
 40 
Experimentos con micromatrices de ADN. Los experimentos con micromatrices se llevaron a cabo en la plataforma 
Biochips de Genopole, Universidad de Toulouse, INSA, UPS, INP, CNRS e INRA (Toulouse, Francia) de acuerdo 
con los protocolos del fabricante. En resumen, después de la adición de una dilución de ARN exógeno del kit Spike-
In de ARN de un color (Agilent Technologies) para verificar la calidad, 100 ng de ARN total se transformaron en 
ARNc, se amplificaron y se marcaron con cianina 3 utilizando el kit Low Input Quick Amp de Agilent. 1650 ng de 45 
ARNc marcado con cianina 3 se hibridaron a 65 ºC durante 17 horas a 10 rpm con oligomicromatrices de todo el 
genoma humano de Agilent 4x44K versión 2, que contenían 44 000 sondas (que consistían en oligonucleótidos de 
60 metros de longitud) dirigidas a 27 958 genes. Las matrices hibridadas se lavaron y se escanearon en el escáner 
de alta resolución G2505C de Agilent y las imágenes se analizaron utilizando Feature Extraction 10.10 (Agilent 
Technologies). Después del control de calidad basado en informes de control de calidad de Feature Extraction, se 50 
conservaron 3 o 4 copias por condición. Con respecto al experimento de validación con rLV-EF1-GFP, se utilizó la 
versión Feature Extraction 11.5. 
 
Análisis estadísticos de datos de micromatrices. Los conjuntos de datos sin procesar de Feature Extraction se 
importaron al programa informático GeneSpring® GX 12 (Agilent Technologies) y se normalizaron utilizando los 55 
métodos del percentil 75. Después, las sondas se filtraron por valores indicadores atribuidos por GeneSpring® al 
importar datos de Feature Extraction (para cada sonda, se ve afectado uno de los siguientes indicadores: 
"detectada", "no detectada" o "comprometida", utilizando los parámetros por defecto de GeneSpring®). Las sondas 
detectadas y no comprometidas en más del 60 % de las copias en al menos una condición se conservaron 
(eliminando puntos no detectados o comprometidos). Para las representaciones de gráficos de perfil, se aplicó una 60 
transformación inicial de los valores de intensidad a la mediana de todas las muestras. Esto significa que, para cada 
sonda, la mediana de los valores log resumidos de todas las muestras se calcula y se resta de cada una de las 
muestras. Para identificar sondas expresadas diferencialmente entre cada condición y la condición de control, se 
realizaron pruebas de la f independientes con corrección de prueba múltiple de Benjamini-Hochberg y un valor de p 
< 0,05 corregido. Las sondas con valores absolutos de factores de cambio (FC) ≥ 1,5 se conservaron como sondas 65 
expresadas diferencialmente reguladas positiva y negativamente. 
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Análisis funcional de datos con micromatrices. Las anotaciones proporcionadas por Agilent e incluidas en 
GeneSpring® se basan en un conjunto de datos denominado 'tecnología' en GeneSpring® y recibe el nombre de 
26652 versión 2012.1.10. Para cada sonda, se proporcionan diferentes tipos de anotaciones, incluido el símbolo del 
gen, la descripción, los términos de ontología génica, el número de registro de ARN RefSec entre otros datos. Cabe 
señalar que solo un transcrito de RefSec se asocia a cada sonda, aunque una sonda puede dirigirse a varias 5 
transcripciones alternativas del mismo gen. La opción de ontología génica (GO) en GeneSpring® GX 12 se utilizó 
para determinar los procesos biológicos más significativos (valor de p < 0,1 corregido) representados en listados de 
sondas expresadas diferencialmente, en comparación con el genoma humano completo. El análisis de rutas se 
utilizó para encontrar relaciones directas entre entidades de interés. Esto se realizó en GeneSpring® con el 
algoritmo "Análisis de un solo experimento". Las fuentes de la ruta humana seleccionadas fueron rutas curadas a las 10 
que se hace referencia en WikiPathways incluidas por defecto en GeneSpring® GX 12. Se conservaron rutas con un 
valor de p < 0,05 y un número mínimo de 5 genes. 
 
RT-PCR Cuantitativa (RT-qPCR) Relativa. Un total de 1 µg de ARN total de cada muestra se retrotranscribió 
utilizando el kit de síntesis de ADNc Superscript III RT (Life Technologies) y oligo(dT)12-18 de acuerdo con las 15 
instrucciones del fabricante. Los productos de ADNc se mezclaron después con supermezclas de qPCR SYBR® 
GreenER™ de ABI PRISM (Life Technologies) y cebadores específicos sintetizados por Eurogentec (Bélgica). como 
control interno para normalizar los niveles de transcripción se utilizó GAPDH. Todos los cebadores se diseñaron 
utilizando el programa informático Primer 3 versión V.0.4.0 y sus características se resumen en la tabla 1. Se realizó 
PCR en tiempo real por duplicado, de al menos dos muestras independientes, utilizando un instrumento StepOne 20 
(Applied Biosystems) y la cuantificación relativa se calculó mediante el método 2-ΔΔCT (Livak et al. 2001). Para el 
experimento de validación, se utilizaron cebadores adicionales enumerados en la tabla 10 y se realizó RT-qPCR por 
duplicado a partir de tres muestras independientes. Para evaluar la importancia de las expresiones diferenciales de 
genes, para comparar valores de ΔΔCt entre condiciones se realizaron pruebas de la f de Student para datos 
independientes, con un valor de p límite de 0,05. 25 
 
Resultados 
 
Identificación de biomarcadores candidatos 
 30 
Impacto sobre la proliferación de células cultivadas transducidas con una composición de vector vírico 
extremadamente purificada frente a una composición corriente y concentrada de vector vírico. Para evaluar los 
efectos de la transducción del vector vírico de acuerdo con el nivel de pureza e independientemente de cualquier 
transgén, células de fibroblastos de prepucio se transdujeron a una MDI de 40 y 150 con dos composiciones de rLV-
EF1 (sin ADNc), el lote B y el lote C (descritos anteriormente) procedentes de la misma recogida en bruto (lote A) y 35 
cuyas características se resumen en la Figura 1A. Las células se observaron 48 horas después de la transducción 
como se presenta en la Figura 2B. 
 
Se observó un ligero retraso del crecimiento a una MDI de 40 con células transducidas del lote B en comparación 
con células no transducidas, aunque no se notó ninguna diferencia de crecimiento después de la transducción del 40 
lote C a la misma MDI. 
 
Por tanto, a una MDI habitual (normalmente se utiliza una MDI de 40 para la transducción de células de prepucio), la 
composición de vector vírico extremadamente purificada (lote C) no induce un efecto visible en el crecimiento de las 
células transducidas, mientras que la composición de vector vírico concentrada, corriente (lote B) parece tener un 45 
impacto negativo en el crecimiento de las células transducidas. 
 
A una MDI de 150, se pudo observar una fuerte detención de la proliferación con las células transducidas del lote B 
en comparación con las células no transducidas, mientras que solo se observó un retraso moderado del crecimiento 
con el lote C. 50 
 
Impacto sobre células del transcriptoma en células transducidas con una composición de vector vírico 
extremadamente purificada frente a una composición corriente y concentrada de vector vírico. Como ejemplo, la 
composición de vector vírico concentrada, corriente se refiere al lote B obtenido con suero (B-S). Para explorar los 
cambios subyacentes a nivel transcripcional, estas células se recogieron 54 horas después de la transducción. Este 55 
retraso de 54 horas después de la transducción se determinó según corresponda a partir de un estudio preliminar, ya 
que se produjo entre el momento en que apareció un retraso de crecimiento en las células transducidas frente a las 
células no transducidas, y el momento en que las células no transducidas alcanzaron la confluencia (datos no 
mostrados). El ARN se extrajo y se utilizó para realizar micromatrices de todo el genoma humano de Agilent, lo que 
permitió la cuantificación de casi todas las transcripciones humanas. 60 
 
Cambios transcripcionales observados a una MDI de 150. En primer lugar, los niveles de ARN de células 
transducidas con rLV-EF1 lote B y rLV-EF1 lote C a una MDI de 150 se compararon con el ARN de células no 
transducidas. Después de realizar los análisis estadísticos, se conservaron las sondas reguladas positiva o 
negativamente 1,5 veces o más, para cada comparación. 65 
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Como se muestra en las Figuras 3a y 3b, un número de 1 027 sondas se expresaron diferencialmente en células 
transducidas después de la transducción del lote B y un número de 906 sondas se expresaron diferencialmente en 
células transducidas después de la transducción del lote C, en comparación con las células no transducidas. Las 
sondas reguladas negativamente fueron casi dos veces tan numerosas que las reguladas positivamente (703 y 650 
sondas reguladas negativamente, respectivamente, para células transducidas con el lote B y lote C). 5 
 
La comparación de los genes regulados negativamente a una MDI de 150 muestra que la mayoría de los genes 
regulados negativamente fueron comunes al análisis del transcriptoma de las células transducidas con el lote B 
frente al transcriptoma de las células no transducidas, y al análisis del transcriptoma de las células transducidas con 
el lote C frente al transcriptoma de las células no transducidas tr, excepto por un conjunto de genes específicos de 10 
lote que impactan específicamente en el transcriptoma de células transducidas con lote B o el transcriptoma de 
células transducidas con lote C. Como se muestra en el diagrama de Venn en la Figura 4, 560 sondas reguladas 
negativamente representan la intersección de los dos listados de sondas reguladas negativamente. Por tanto, hay un 
conjunto de 560 sondas que normalmente impactan en el transcriptoma de las células transducidas con el lote B o C 
frente al transcriptoma de células no transducidas. 15 
 
Un análisis de Ontología Génica (GO) con GeneSpring® en estas 560 sondas reveló que los genes del ciclo celular 
estaban sobrerrepresentados de manera significativa con 239 sondas (que representan 204 genes distintos entre los 
1 004 genes humanos comprendidos en la categoría GO del "ciclo celular"). Estos genes se presentan en la Tabla 2, 
clasificados por aumento de valores de FC. Muchos otros términos de GO estaban sobrerrepresentados de manera 20 
significativa, relacionándose la mayoría con el ciclo celular. En particular, todas las categorías de GO 
correspondientes a las fases y transiciones de cada ciclo celular se vieron impactadas significativamente. 
 
Para avanzar aún más con el análisis de las 560 sondas comunes de regulación negativa, se realizó un análisis de la 
ruta en este listado utilizando GeneSpring®. La primera ruta humana resultante fue la ruta humana del "ciclo celular" 25 
con la referencia WP179 en la base de datos de Wikipathway de acceso público de julio de 2012 con 37 genes cuyo 
nivel de expresión estaba impactado. Las rutas humanas de "control del ciclo celular G1 a S" (referencia WP45 en la 
base de datos de Wikipathway de acceso público de julio de 2012), Las rutas humanas de las "fases G2-G2/M 
mitóticas" (referencia WP1859 en la base de datos de Wikipathway de acceso público de julio de 2012) y de "fases 
MM/G1 mitóticas" (referencia WP1860 en la base de datos de Wikipathway de acceso público de julio de 2012) 30 
también resultaron estar impactadas de manera significativa. Por lo tanto, todas las fases del ciclo celular parecen 
estar impactadas con importantes regulaciones negativas. La detención del ciclo celular en el punto de control G2-M 
se confirmó mediante regulación negativa de CDC25C, Ciclina B1 y CDC2 (nomenclatura de genes HUGO) 
asociadas a una regulación positiva de p21 (Chiu et al 2011). Otros bloqueos deben ser confirmados. 
 35 
Entre los genes indicados en la categoría de GO del "ciclo celular", el marcador de proliferación MKI67 fue 
extremadamente regulado negativamente, con un valor de FC promedio de -8,6 y -5,6 (valor de FC promedio 
obtenido con los valores de las 3 sondas que representan este gen) en el transcriptoma de células transducidas 
respectivamente con el lote B y el lote C, frente al transcriptoma de células no transducidas. Estos valores se 
correlacionan con el retraso de proliferación observado, que fue más pronunciado después de la transducción del 40 
lote B en comparación con la transducción del lote C. 
 
Como se observa en la Figura 5, se observó una diferencia de FC similar casi sistemáticamente entre las dos 
condiciones (es decir, lote B y lote C), con un 30 % promedio menor de FC para estos genes a nivel de transcripción 
en células transducidas con el lote B frente al nivel de transcripción en células no transducidas en comparación con 45 
el nivel de transcripción en células transducidas con el lote C frente al nivel de transcripción en células no 
transducidas. Esta observación se basa en la selección de sondas impactadas en células transducidas con el lote B 
a una MDI de 150, con valores de FC ≤ -3. La diferencia de FC fue de al menos 10 %, a excepción de 5 genes de 
esta selección las regulaciones negativas de los genes del ciclo celular son más pronunciadas en las células 
transducidas con el lote B frente a las células no transducidas en comparación con las células transducidas con el 50 
lote C frente a las células no transducidas. 
 
De manera destacable, 6 genes indicados en la GO como "ciclo celular" se regularon positivamente con los dos lotes 
(es decir, el lote B y el lote C) en comparación con las células no transducidas: CDKN1A, MDM2, TP53INP1, TGFB2, 
CDH13, RASSF2 de acuerdo con la nomenclatura de genes HUGO (como se presenta en la Tabla 3). Cabe señalar 55 
que CDKN1A, que codifica la proteína p21, corresponde a un inhibidor del ciclo celular, y que su sobreexpresión es 
más fuerte en las células transducidas con el lote B frente a las células no transducidas que las células transducidas 
con el lote C frente a las células no transducidas. 
 
Cambios transcripcionales observados a una MDI de 40. Después, los niveles de ARN de las células transducidas 60 
con rLV-EF1, lotes B y C a una MDI de 40, se compararon con los del ARN de células no transducidas. Después de 
realizar los análisis estadísticos, las sondas reguladas positiva o negativamente 1,5 veces o más se conservaron 
para cada comparación. 
 
Entre las 239 sondas reguladas negativamente del ciclo celular a una MDI de 150 con rLV-EF1 lote B o C frente a 65 
las células no transducidas, solo 31 sondas (que representan 28 genes) también se infraexpresaron a una MDI de 40 
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con el lote B frente a las células no transducidas, y entre ellas, 10 sondas se regularon negativamente con el lote C 
frente a las células no transducidas a la misma MDI. Los FC estuvieron comprendidos entre -1,5 y -2 a una MDI de 
40, aunque estaban comprendidos entre -1,5 y -19 a una MDI de 150, mostrando que el impacto en el ciclo celular 
fue profundamente más fuerte a una MDI de 150 en comparación con una MDI de 40. 
 5 
Finalmente, hubo 18 genes del ciclo celular impactados con valores de FC ≤ - 1.5 solo con el lote B, estando el FC 
por encima del límite de -1,5 para el lote C a una MDI de 40. Estos genes son: ASPM, AURKB, CENPA, CENPF, 
CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A, TTK de 
acuerdo con la nomenclatura de genes HUGO (Tabla 4), que corresponde a los primeros genes del ciclo celular 
impactados en respuesta al contacto de las células con un vector vírico, y su desregulación se produce antes con un 10 
lote de vectores de baja calidad en comparación con un lote de vectores extremadamente purificado. Por tanto, 
dichos genes podrían utilizarse como marcadores tempranos de un impacto de una composición de vector vírico en 
el ciclo celular de células diana. 
 
Validaciones mediante PCR cuantitativa. Este ejemplo describe la validación técnica posterior de la infraexpresión de 15 
genes del ciclo celular mediante RT-qPCR. Para confirmar los valores de expresión diferencial obtenidos de 
experimentos con micromatrices, se escogió un conjunto de 5 genes del ciclo celular (E2F8, MKI67, NEK2, AURKB, 
CENPA de acuerdo con la nomenclatura de genes HUGO) entre las 10 sondas más infraexpresadas en células 
transducidas con el lote B en comparación con las células no transducidas a una MDI de 150, la RT-qPCR se realizó 
en ARN de células transducidas con el lote B y el lote C a una MDI de 150 frente a células no transducidas. Los 20 
resultados, presentados en las Figuras 6A y 6B, confirman la infraexpresión de estos genes y la regulación negativa 
más fuerte resultante de la transducción con el lote B en comparación con la transducción del lote C. 
 
Impacto sobre el transcriptoma celular de un lote de vector vírico producido con suero. Para evaluar los efectos de la 
composición del medio con los vectores después de la producción de la composición de vector vírico con suero, el 25 
vector rLV-EF1 (sin ADNc) se produjo en presencia de suero al 10 % y se concentró utilizando el procedimiento B, 
dando un lote B-S, cuyas características se resumen en la Figura 7B. Este lote se utilizó para transducir células de 
prepucio a una MDI de 40 y de 150. 
 
Como se muestra en la Figura 7A, las células se observaron 48 horas después de la transducción. Se compara una 30 
detención del crecimiento de las células transducidas con el lote B-S con las células no transducidas. Esta detención 
del crecimiento es más fuerte a una MDI mas alta (MDI de 150) en comparación con una MDI de 40. De manera 
destacable, pudieron observarse agregados en las células transducidas con el lote B-S, y su volumen aumenta con 
la MDI. Estas células se recogieron 54 horas después de la transducción para extracciones de ARN e hibridaciones 
en micromatrices. Sorprendentemente, durante la tripsinización, las células transducidas con el lote B-S fueron más 35 
difíciles de separar que las células transducidas con el lote B o C o con células no transducidas. Los niveles de ARN 
de las células transducidas con el lote B-S a una MDI moderada o más alta se compararon con los del ARN de 
células no transducidas utilizando micromatrices de todo el genoma humano de Agilent. Después de realizar los 
análisis estadísticos, se conservaron las sondas reguladas positiva o negativamente 1,5 veces o más, para cada 
comparación. 40 
 
Cambios transcripcionales observados en células transducidas con el lote B-S a una MDI de 150 frente a células no 
transducidas. Como se muestra en la Figura 8, 1 019 sondas fueron significativamente diferenciales en las células 
transducidas con el lote B-S a una MDI de 150 en comparación con las células no transducidas. El análisis de rutas 
de GeneSpring® en este listado reveló que la Wikipathway de "senescencia y autofagia" humana (referencia 45 
WP1267 en la base de datos de la Wikipathway) se vio impactada significativamente con 10 genes diferenciales: 
BMP2, COL1A1, CXCL1, GABARAPL1, HMGA1, IGF1, IL1B, MMP14, PLAT, SERPINB2 según la nomenclatura de 
genes HUGO (otras rutas impactadas: ciclo celular, MAP cinasa, adhesión focal...). 
 
Para el análisis, se seleccionaron diversos genes complementarios asociados al fenotipo secretor asociado a 50 
senescencia (SASP) pero no incluidos en la ruta de senescencia y autofagia de la Wikipathway. El listado se extrajo 
de los datos de la bibliografía (Coppé et al. 2010 y Young et al. 2009). En la Tabla 5 se representa un listado 
relevante definido de genes asociados a senescencia celular de la ruta de "senescencia y autofagia" y de la 
bibliografía. 
 55 
Finalmente, 20 genes pertenecientes a la ruta de"senescencia y autofagia" o asociados al SASP (AREG, BMP2, 
COL1A1, CXCL1, CXCL2, EREG, GABARAPL1, HMGA1, ICAM1, IGF1, IL1B, MMP1, MMP14, MMP3, NRG1, PLAT, 
PLAU, PLAUR, SERPINB2 y TNFRSF10C según la nomenclatura de genes HUGO, no representados en las Tablas) 
se seleccionaron porque parecían expresarse diferencialmente en células transducidas con el lote B-S en 
comparación con células no transducidas. Por otra parte, varios genes de colágeno se regularon negativamente y el 60 
gen PTGS2 fuese reguló positivamente: estos genes también participan en el proceso biológico de senescencia 
(Coppe et al. 2010). 
 
Entre los 20 genes pertenecientes a la ruta de "senescencia y autofagia" o asociados al SASP identificados 
anteriormente, 10 genes no impactaron en las células transducidas con el lote B o C en comparación con las células 65 
no transducidas, a una MDI de 150 (AREG, BMP2, EREG, HMGA1, ICAM1, MMP1, MMP14, NRG1, PLAT y PLAUR 
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según la nomenclatura de genes HUGO). Por "no impactado", se entiende que el valor absoluto de FC es <1,3. 
 
Otros 6 genes también impactaron en células transducidas con lote B o C frente a células no transducidas pero de 
una manera opuesta a medida que se producían cambios durante la senescencia celular (COL1A1, CXCL1, CXCL2, 
GABARAPL1, IGF1 y PLAU según la nomenclatura de genes HUGO). Finalmente, 16 genes presentaron un perfil de 5 
expresión característico de la aparición de senescencia celular solo en respuesta al lote B-S, en comparación con 
otros lotes a una MDI de 150. Estos 16 genes se presentan en la tabla 5. 
 
Cambios transcripcionales observados en células transducidas con el lote B-S a una MDI de 40 frente a células no 
transducidas. Se examinaron sondas expresadas diferencialmente con el lote B-S a una MDI de 40. Como se 10 
muestra en la Figura 9, 2 841 sondas se expresaron diferencialmente de manera significativa en comparación con el 
control no transducido. Como se muestra en la Figura 10, 631 sondas seguían siendo diferenciales entre las 1 019 
sondas diferenciales a una MDI más alta. 
 
Para identificar las sondas asociadas a vectores producidos con suero, se seleccionaron sondas que se expresaron 15 
diferencialmente en células transducidas con el lote B-S (a ambas MDI) frente a la condición no transducida, y que 
no fueron diferenciales en células transducidas con los lotes B y C (a ambas MDI). El conjunto correspondiente de 
235 genes se representa en el gráfico de perfil que se muestra en la Figura 11. Por "no diferencial", se entiende que 
el valor absoluto de FC es <1,3. 
 20 
Dentro de este listado de 235 genes, se seleccionaron genes asociados a senescencia celular para identificar 
biomarcadores tempranos de la aparición de un fenotipo senescente en células que se habían puesto en contacto 
con un vector vírico. Se obtuvo un listado de 10 genes asociados a senescencia celular, que podrían ser 
biomarcadores candidatos que revelan un impacto negativo de una composición de vector vírico en las células que 
se van a transducir. Estos genes son GABARAPL1, IGF1, PLAU, BMP2, EREG, MMP1, MMP14, NRG1, PLAT y 25 
PLAUR según la nomenclatura de genes HUGO (para más detalles véase la tabla 7). 
 
Selección de listados de genes restringidos no impactados con un vector de alta calidad. Este ejemplo desvela una 
selección de genes no impactados por el lote C (a ambas MDI) e impactados con otros lotes. Mientras que la 
mayoría de los genes expresados diferencialmente se expresan comúnmente en células transducidas con el lote B 30 
frente a células no transducidas y células transducidas con el lote C frente a células no transducidas a una MDI de 
150, algunos genes muestran diferentes patrones de expresión. 
 
Para seleccionar genes impactado específicamente en células que se han puesto en contacto con una composición 
de vector de baja calidad, se seleccionaron sondas que no se expresaron diferencialmente con el lote C (FC elegido 35 
entre -1,2 y 1,2) y que se expresaron diferencialmente en células transducidas con el lote B frente a células no 
transducidas a una MDI de 40 y de 150. La selección correspondiente da como resultado un gen: CXCL2. Otros dos 
genes comparten el mismo perfil, excepto por valores reducidos de FC para B frente a NT a una MDI de 40 (valores 
absolutos comprendidos entre 1,3 y 1,5): FOXQ1 y ZNF547 (ID de sonda Agilent: A_33_P3352822, número de 
registro de ARNm RefSec: NM_173631, número de registro de proteínas RefSec: NP_775902). 40 
 
Curiosamente, CXCL2 y FOXQ1 también son diferenciales cuando se comparan las células transducidas con el lote 
B-S frente a las células no transducidas a una MDI de 150 pero con una evolución opuesta, ya que son células 
sobreexpresadas transducidas con el B-S de lote frente a células no transducidas, aunque están infraexpresadas en 
células transducidas con el lote B frente a células no transducidas. 45 
 
Otro gen presenta un perfil de expresión interesante: MAP3K8. La sonda correspondiente no se seleccionó 
inicialmente ya que no era estadísticamente diferencial a una MDI de 40 cuando se comparaban las células 
transducidas con el lote B con las células no transducidas, pero pudo observarse una ligera diferencia al examinar 
los valores de intensidad, correspondientes a un valor de FC de -1,2, confirmando así la tendencia a la regulación 50 
negativa observada a una más alta MDI. Este gen está regulado negativamente en células transducidas con los lotes 
B y B-S frente a células no transducidas y no es diferencial en células transducidas con lote C a ambas MDI. 
 
Estos tres genes (CXCL2, FOXQ1 y MAP3K8 según la nomenclatura de genes HUGO), mostrados en la Tabla 8, 
son por tanto biomarcadores para su uso en la práctica de la invención, ya que su expresión impacta 55 
específicamente cuando se transducen células con un lote de vectores de baja calidad, y no se ve afectada por una 
transducción de vectores de alta calidad. 
 
Validación de biomarcadores candidatos. 
 60 
Para validar la respuesta de biomarcadores candidatos en función de la calidad del lote del vector lentivírico, se 
realizó un experimento independiente. Células de fibroblastos de prepucio se transdujeron a una MDI de 40 y 150 
con cinco composiciones de rLV-EF1-GFP: lote B, lote C, lote C- S, lote B-S y lote UC (o UC-S) (descritos 
anteriormente) y cuyas características se resumen en la Figura 12. Estos lotes se caracterizaron profundamente 
para garantizar las comparaciones más exactas entre las condiciones. Las células se observaron 48 horas después 65 
de la transducción como se presenta en la Figura 13. A una MDI de 40, se confirmó un retraso en el crecimiento con 
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células transducidas con el lote B en comparación con células no transducidas, así como la ausencia de retraso 
visible con el lote C. Los restantes lotes producidos con suero, indujeron retrasos en la proliferación celular, de 
manera similar al lote B. Por tanto, la tasa de proliferación con el lote B es mejor que con el lote B-S, y la tasa de 
proliferación con el lote C es mejor que con el lote B. A una MDI de 150, el único lote que no afecta a la proliferación 
celular es el lote C. Se observa una fuerte detención de la proliferación con células transducidas con el lote B en 5 
comparación con células no transducidas, lo que confirma los resultados anteriores. Los lotes B-S y UC también 
indujeron fuertes retrasos de crecimiento. El impacto sobre el crecimiento celular observado con el lote C-S fue 
menor que con los lotes B, B-S y UC, siendo apenas ligeramente más intenso que con el lote C. 
 
Impacto sobre el transcriptoma de células transducidas. Para explorar los cambios subyacentes a nivel 10 
transcripcional, estas células se recogieron 54 horas después de la transducción. Los ARN se extrajeron y se 
utilizaron para experimentos de validación posteriores. 
 
Cambios transcripcionales observados a una MDI de 40. Se utilizó ARN de células transducidas a una MDI de 40 
con vectores de los lotes B, C y B-S y de células NT para realizar micromatrices de todo el genoma humano de 15 
Agilent. Los niveles de ARN de células transducidas con rLV-EF1-GFP lotes B, C y B-S a una MDI de 40 se 
compararon con los de ARN de células no transducidas. Después de realizar los análisis estadísticos, las sondas 
reguladas positiva y negativamente 1,5 veces o más se conservaron para cada comparación. 
 
Categoría de genes del ciclo celular. 20 
 
Dentro de las sondas reguladas negativamente para B frente a NT y C frente a NT, las sondas del ciclo celular 
siguen siendo predominantes, con 209 sondas en 496 sondas reguladas negativamente para C frente a NT, y 236 en 
591 sondas reguladas negativamente para B frente a NT. 
 25 
Las sondas correspondientes a genes del ciclo celular previamente seleccionadas en la figura 5 que están reguladas 
negativamente con FC<=-3 con el lote B de rLV-EF1 a una MDI de 150 frente a NT, seguían reguladas 
negativamente con rLV-EF1-GFP lote B y lote C a una MDI de 40 (fig. 14 y tabla 9). A excepción de 4 sondas, la 
regulación negativa fue más fuerte con el lote B que con el lote C, confirmando el mayor impacto en el ciclo celular 
con un lote de vector no extremadamente purificado. 30 
 
De manera similar, los genes del ciclo celular regulados positivamente correspondientes a la tabla 3 siguen 
regulándose positivamente con el vector rLV-EF1-GFP lote B o lote C, como se muestra en la figura 15 y en la tabla 
9. Esta regulación positiva es más fuerte con el lote B que con el lote C en comparación con NT, a excepción de 
CDKN1A que muestra una regulación positiva de 1,6 veces con los 2 lotes. 35 
 
Los 18 genes del ciclo celular seleccionados en la tabla 4 como biomarcadores candidatos, muestran una regulación 
negativa después de la transducción con los vectores rLV-EF1-GFP de los lotes C y C a una MDI de 40 en 
comparación con NT (Nota: RRM2 solo está regulado negativamente con un FC de -1,3 con el lote C frente a NT). El 
gráfico de perfil presentado en la figura 16 confirma una regulación negativa más fuerte de estos genes con el lote B 40 
en comparación con el lote C. El marcador de proliferación MKI67 también se representa en la figura 16 y muestra 
una regulación negativa más pronunciada con el lote B que con el lote C en comparación con NT, lo que confirma los 
resultados anteriores. 
 
Comportamiento de genes del ciclo celular con el lote B-S. Como se muestra en el gráfico de perfil presentado en la 45 
figura 17, la regulación negativa de los 18 genes del ciclo celular de la tabla 4 y de MKI67 es similar con el lote B-S 
en comparación con el lote C (excepto para un gen: RRM2, que se regula negativamente en la misma proporción 
con los lotes B y B-S, y apenas se ve impactado con el lote C). 
 
Se puede establecer la hipótesis de que esta última observación está relacionada con la presencia de factores de 50 
crecimiento del suero, que podría concentrarse conjuntamente con el vector, e impedir la regulación negativa de los 
genes del ciclo celular, incluso si las células no están creciendo tan bien como las células transducidas con el lote C. 
 
Validaciones mediante RT-qPCR 
 55 
Se realizó RT-qPCR en los genes del ciclo celular MKI67 y E2F8 con tres objetivos: 
 

1/ validación de expresiones de genes diferenciales obtenidas a una MDI de 40 para los lotes B, C y B-S en 
micromatrices con una técnica de cuantificación de ARNm independiente, 
2/ validación del comportamiento específico de estos genes después de la transducción con otro lote de baja 60 
calidad: el lote UC, 
3/ confirmación de la regulación negativa de estos 2 genes a una MDI de 150. 

 
Como se presenta en la figura 18, para estos 2 genes a una MDI de 40, se confirmó una regulación negativa más 
fuerte con el lote B en comparación con el lote C con el FC respectivo en comparación con NT de -4,6 y -2,4 para 65 
MKI67, y de -3,1 y -1,7 para E2F8. En consonancia con los resultados de las micromatrices, la regulación negativa 
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no fue mayor con el lote B-S que con el lote C (FC -2,9 y -1,7 para MKI67 y E2F8 respectivamente). El lote UC 
produce el mismo nivel de regulación negativa que el lote B a esta MDI (FC de -4,7 para MKI67 y de -3,0 para 
E2F8). 
 
A una MDI de 150, la regulación negativa para estos 2 genes es más fuerte en cada condición, pero la proporción 5 
entre las regulaciones negativas de los lotes B y C sigue siendo la misma (aproximadamente el doble). El lote B-S 
genera una regulación negativa equivalente o inferior a la del lote C, lo que está en consonancia con el FC obtenido 
con micromatrices. Con lote UC, la regulación negativa alcanza un nivel intermedio entre los lotes B y C. 
 
Para concluir, identificamos y validamos un conjunto de genes del ciclo celular que son genes de respuesta 10 
temprana en respuesta a la transducción y cuya regulación negativa es más fuerte a la mismo MDI con un vector de 
baja calidad producido sin suero que con un vector extremadamente purificado. Sin embargo, estos genes no 
pueden utilizarse como biomarcadores de calidad únicos, ya que se comportan de manera similar con lotes de baja 
calidad producidos con suero que con lotes extremadamente purificados, sin duda debido a mecanismos de 
compensación, a través de la activación de los genes del ciclo celular por factores de crecimiento séricos. 15 
  
Genes que presentan un comportamiento específico de lote 
 
Entre los 16 genes de la tabla 6, en este experimento independiente solo 2 de ellos se validaron como que 
presentaban un comportamiento diferente según la calidad del lote: CXCL2 y EREG. 20 
 
En la Tabla 10 se ofrecen las secuencias de los cebadores utilizados en la validación mediante RT-qPCR. 
 
CXCL2 se reguló positivamente de manera significativa después de la transducción con el lote B-S a una MDI 40 
de(FC B-S frente a NT: 1,9) aunque se reguló negativamente con el lote C (FC C frente a NT: -1,75). Experimentos 25 
de validación mediante RT-qPCR en las mismas muestras (fig. 19) confirman la regulación negativa con el lote C, y 
muestran una ligera regulación positiva con B-S en comparación con NT pero no es estadísticamente significativa. 
Sin embargo, el lote UC muestra una regulación positiva de 1,6 veces en comparación con NT. 
 
A una MDI de 150, los resultados de RT-qPCR mostrados en la figura 19B, confirman un comportamiento específico 30 
de este gen dependiendo de la calidad del lote del vector. De hecho, solo los lotes de baja calidad inducen una 
regulación positiva de CXCL2, aunque el lote C extremadamente purificado provoca una ligera regulación negativa 
de este gen (FC frente a NT: 1,4). Evidentemente, el lote B que induce expresión no diferencial a una MDI de 40 
(incluso con una ligera regulación negativa), genera una fuerte regulación positiva a una MDI de 150. Esto podría 
explicar los diferentes resultados observados con el lote B de rLV-EF1 que indujo la regulación negativa de CXCL2 a 35 
una MDI de 40 y de 150, tal vez debido a una menor MDI, en comparación con el vector rLV-EF1-GFP. Finalmente, 
a alta MDI, la regulación positiva de CXCL2 parece ser específica de un lote de vector de baja calidad. 
 
EREG muestra una ligera regulación positiva en micromatrices con los lotes B (FC frente a NT: 1,5) y B-S (FC frente 
a NT: 1,4), y no se impacta con el lote C. Se realizaron validaciones mediante RT-qPCR con ARN obtenido del 40 
experimento a una MDI de 150 (fig. 19C). Se confirmó una sobreexpresión fuerte y significativa con los lotes B y B-S 
(FC respectivo frente a NT: 3,0 y 2,9), mientras se confirmó la ausencia de impacto después de la transducción con 
el lote C. Puede observarse que el lote UC no induce una sobreexpresión significativa. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para evaluar la calidad de una composición de vector vírico para una transferencia de transgenes en 
células eucariotas inmortalizadas que comprende (a) medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador 
seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG en células eucariotas inmortalizadas que no se han puesto 5 
en contacto con la composición de vector vírico; (b) medir el nivel de expresión de dicho al menos un biomarcador en 
células eucariotas inmortalizadas después de haberse puesto en contacto con dicha composición de vector vírico a 
alta multiplicidad de infección (MDI), en donde una alta MDI corresponde a al menos tres veces la MDI óptima para 
células no permisivas, o al menos cuatro veces la MDI óptima para células permisivas; y (c) comparar dicha 
expresión de biomarcador(es) en la etapa (b) con la expresión de biomarcador(es) en la etapa (a) en donde una 10 
regulación positiva significativa en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (b) en comparación con la etapa 
(a) indica que la calidad de la composición de vector vírico es insuficiente. 
 
2. El método de la reivindicación 1, en donde una regulación positiva significativa a alta MDI es una regulación 
positiva dos veces mayor en comparación con la etapa (a). 15 
 
3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que adicionalmente comprende una etapa (d) 
de medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado en el grupo que consiste en ASPM, 
AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, 
SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK en células eucariotas inmortalizadas que no se han puesto en contacto con la 20 
composición de vector vírico; (e) medir el nivel de expresión de dicho al menos un biomarcador en células eucariotas 
inmortalizadas después de haberse puesto en contacto con dicha composición de vector vírico; y (f) comparar dicha 
expresión de biomarcador(es) en la etapa (e) con la expresión de biomarcador(es) en la etapa (d) en donde una 
regulación negativa significativa en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (e) en comparación con la 
etapa (d) indica que la calidad de la composición del vector vírico es insuficiente. 25 
 
4. El método de la reivindicación 3, en donde una regulación negativa significativa a una MDI óptima es una 
regulación negativa de 1,5 veces en comparación con (d). 
 
5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que adicionalmente comprende una etapa (g) 30 
de medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en CXCL2 y EREG 
en células eucariotas inmortalizadas después de haberse puesto en contacto con una composición de vector vírico 
de control; y (h) comparar la expresión de dicho biomarcador(es) en la etapa (g) con la expresión del 
biomarcador(es) en la etapa (a), en donde no va a detectarse ninguna expresión diferencial significativa en el 
biomarcador(es) en la etapa (g) en comparación con la etapa (a). 35 
 
6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que adicionalmente comprende una etapa (j) 
de medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en ASPM, AURKB, 
CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, 
SPC25, TOP2A y TTK en células eucariotas inmortalizadas después de haberse puesto en contacto con una 40 
composición de vector vírico de control; y (k) comparar la expresión de dicho biomarcador (o biomarcadores) en la 
etapa (j) con la expresión del biomarcador(o biomarcadores) en la etapa (d), en donde va a detectarse una posible 
regulación negativa en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (j) en comparación con la etapa (d). 
 
7. El método de acuerdo con la reivindicación 6, en donde la posible regulación negativa en el nivel de expresión del 45 
biomarcador en la etapa (j) en comparación con la etapa (d) es al menos 1,5 veces menor que la regulación negativa 
en el nivel de expresión del biomarcador en la etapa (e) en comparación con la etapa (d) a alta MDI. 
 
8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que comprende de antemano una etapa 
de titulación de la composición de vector vírico y de la composición de vector vírico de control. 50 
 
9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde las medidas del nivel de expresión 
del biomarcador se realizan antes de que las células alcancen la confluencia. 
 
10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde las células eucariotas 55 
inmortalizadas se transducen mediante una composición de vector lentivírico. 
 
11. Un kit que comprende: 
 

- uno o más reactivos capaces de medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del 60 
grupo que consiste en CXCL2 y EREG, seleccionándose dichos reactivos del grupo que consiste en anticuerpos 
que se unen específicamente a los biomarcadores, proteínas recombinantes que se unen a anticuerpos 
específicos de biomarcadores, sondas o cebadores de ácido nucleico que se hibridan con los biomarcadores, 
- uno o más reactivos capaces de medir el nivel de expresión de al menos un biomarcador seleccionado del 
grupo que consiste en ASPM, AURKB, CENPA, CENPF, CKS1B, E2F8, ERCC6L, FAM83D, KIFC1, MKI67, 65 
NEK2, NUSAP1, OIP5, PRC1, RRM2, SGOL1, SPC25, TOP2A y TTK, seleccionándose dichos reactivos del 
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grupo que consiste en anticuerpos que se unen específicamente a los biomarcadores, proteínas recombinantes 
que se unen a anticuerpos específicos de biomarcadores, sondas o cebadores de ácido nucleico que se hibridan 
con los biomarcadores y 
- una composición de vector vírico de control. 
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