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DESCRIPCIÓN

Una hemoglobina fetal mejorada para la corrección génica de la anemia falciforme

Campo de la invención

La invención descrita en el presente documento generalmente se refiere a métodos para determinar el quimerismo 
mínimo de células madre hematopoyéticas (HSC) y la dosis de genes para la corrección de una enfermedad 5
hematopoyética; en particular, en un modelo in vivo. La invención también se refiere a vectores de expresión 
lentivirales SIN modificados para aumentar un título viral y a varios métodos para aumentar tales títulos, así como a 
vectores de expresión capaces de mejorar dichos títulos. La invención también se refiere a secuencias de aisladores 
funcionales derivadas del aislador de cromatina CHS4 para ayudar a aumentar la seguridad de los vectores de 
integración y aumentar la expresión. La invención también se refiere a métodos para la corrección génica de 10
enfermedades o para reducir los síntomas de las mismas, tales como anemia falciforme y β-talasemia. La invención 
se refiere además a varios vectores de expresión capaces de corregir genéticamente la anemia falciforme o la β-
talasemia, o reducir los síntomas de las mismas.

Antecedentes

Corrección génica y diseño vectorial15

La corrección génica exitosa de enfermedades, mediada por células madre hematopoyéticas (HSCs), depende de la 
expresión génica estable, segura y dirigida de cantidades terapéuticas. Los vectores de expresión son fundamentales 
para el proceso de corrección génica y, en consecuencia, el tema de una investigación considerable. Aunque los 
avances significativos en el diseño vectorial han mejorado la eficacia de la terapia génica, ciertos obstáculos clave han 
surgido como barreras para una aplicación clínica exitosa. Entre esos obstáculos, la genotoxicidad del vector está 20
entre las más formidables, como lo demuestra la aparición de terapia génica relacionada con leucemia en pacientes 
en ensayos de X-SCID, como se describe en este documento. Como resultado, los vectores gamma-retrovirales y los 
vectores lentivirales se han modificado a un diseño auto-inactivador (SIN) para eliminar los potenciadores ubicuamente 
activos en la región U3 de las repeticiones terminales largas (LTR) (como se describe el presente documento). El 
diseño SIN se ha mejorado para aumentar los títulos de los vectores. Posteriormente se han empleado varios métodos 25
para mejorar la expresión transgénica.

Como una medida adicional de expresión de estabilización, muchos vectores ahora están diseñados con elementos 
aislantes de cromatina que reducen los efectos de posición de la cromatina. Si bien estos aisladores pueden mejorar 
los perfiles de seguridad y expresión de ciertos vectores, en algunos casos un efecto secundario indeseable es la 
disminución de los títulos en comparación con las versiones no aisladas. Los aisladores personalizados se han 30
diseñado para proporcionar un aislamiento óptimo sin bajar los títulos.

Así, existe la necesidad en la técnica de un diseño del vector de expresión mejorado, dirigido a estabilizar de forma 
segura la expresión de transgenes, mientras se mantienen títulos virales clínicamente relevantes.

Determinación de parámetros críticos de corrección en anemia falciforme

Expresar una enorme cantidad de hemoglobina fetal/antifalciformación indudablemente corregirá la enfermedad, como 35
se ha demostrado, pero no es prácticamente posible en un entorno clínico. Como ejemplo, se realizó una terapia
génica inicial para la deficiencia de adenosina desaminasa (ADA) sin acondicionamiento, y no fue terapéutica, a pesar 
de que se injertaron unas pocas células madre con genes marcados, y fue evidente una ventaja selectiva para los 
linfocitos con corrección génica frente a ADA (como se describe en el presente documento). En un ensayo posterior, 
se usaron 4 mg/kg de busulfán antes del trasplante, como acondicionamiento, lo que dio como resultado una dosis de 40
células madre corregidas genéticamente adecuada y células T modificadas genéticamente (como se describe en el 
presente documento). Así, existe la necesidad en la técnica de establecer métodos para determinar los umbrales para 
la corrección génica antes de embarcarse en estudios clínicos.

Sumario de la invención

La presente invención se refiere a un gen de gammaglobina humana mutado que codifica una proteína que incluye la 45
SEC ID NO: 1. En algunas realizaciones, el gen de la gammaglobina humana mutado puede tener una identidad de 
secuencia del 70% o mayor que la SEQ ID NO: 2.

En el presente documento se describen métodos para usar un gen de gammaglobina humana mutado que codifica 
una proteína que incluye la SEQ ID NO: 1 para corregir genéticamente la anemia falciforme o la β-talasemia o reducir 
los síntomas de la misma, incluyendo el método identificar a un sujeto que necesita tratamiento para anemia falciforme 50
o β-talasemia; transfectar células madre hematopoyéticas autólogas (HSCs) con un lentivirus modificado que incluye 
el gen de gammaglobina humana mutad que codifica una proteína que incluye la SEQ ID NO: 1; y trasplantar las HSC 
transfectadas al sujeto.

En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto humano. En algunas realizaciones, el sujeto se trata con 
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acondicionamiento de intensidad reducida antes del trasplante.

En algunas realizaciones, el lentivirus modificado incluye además una secuencia señal de poliA heteróloga inversa de 
una secuencia viral 3 'LTR en una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar; y una o más secuencias USE 
derivadas de una señal de poliA tardía de SV40 en una región de deleción de U3 de una cadena principal de vector 
lentiviral SIN estándar. En algunas realizaciones, el lentivirus modificado incluye además una o más secuencias de 5
aisladores funcionales de longitud reducida derivadas de CHS4 flanqueantes. En algunas realizaciones, el lentivirus 
modificado incluye además una región de control de locus de beta-globina. En algunas realizaciones, el lentivirus 
modificado incluye además un elemento potenciador específico del linaje eritroide.

En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera al menos el 20%; las células F pueden 
ser al menos 2/3 de los glóbulos rojos circulantes; la hemoglobina fetal por células F puede ser de al menos 1/3 de la 10
hemoglobina total en los glóbulos rojos falciformes; y al menos un 20% de HSCs modificadas genéticamente pueden 
repoblar la médula ósea del sujeto.

Las realizaciones de la invención también abarcan vectores de expresión lentivirales capaces de corregir 
genéticamente la anemia falciforme o la β-talasemia o reducir los síntomas de la misma, incluyen un gen de gamma-
globina humana mutado que codifica una proteína en la SEC ID NO: 1. En algunas realizaciones, el vector de expresión 15
lentiviral incluye además una secuencia señal de poliA heteróloga inversa de una secuencia viral LTR 3' en una cadena 
principal de vector lentiviral SIN estándar; y una o más secuencias USE derivadas de una señal de poliA tardía de 
SV40 en una región de deleción de U3 de una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar. En algunas 
realizaciones, el vector de expresión lentiviral incluye además una o más secuencias de aisladores funcionales de 
longitud reducida derivadas de CHS4 flanqueantes. En algunas realizaciones, el vector de expresión lentiviral incluye 20
además uno o más elementos de una región de control de locus de beta-globina clonada en orientación inversa a una 
unidad transcripcional viral. En algunas realizaciones, el vector de expresión lentiviral incluye además un elemento 
potenciador específico de linaje eritroide.

Breve descripción de las figuras

Los expertos en la materia entenderán que los dibujos, descritos a continuación, son solo para fines ilustrativos. Los 25
dibujos no pretenden limitar el alcance de las presentes enseñanzas de ninguna manera.

La Figura 1 representa títulos del estándar y LV-SIN destripado (a) Una representación esquemática de los lenti-
provirus SIN. sSIN-GFP, sBG-6 y sFIG son LV-SIN portadores de GFP, el gen de la β-globina (BG) o el ADNLV-SINc 
de Fanconi Anemia A, -IRES- GFP respectivamente. dsSIN-GFP, sBG-1 y ds-FIG son sus contrapartes destripadas. 
SD = sitio donante de empalme. SA = sitio aceptor de empalme. secuencia de empaquetado Ψ. cPPT: tracto central 30
de polipurina. Se indican el gag (360 bp) y el fragmento env que contiene el RRE (~ 850 bp). (b) El virus obtenido 
después de la infección de células MEL y el análisis de células que expresan GFP y hβ-globina con diferentes 
iteraciones del diseño "SIN". Los títulos se expresan como UI/ml de sobrenadante concentrado (n=3).

La Figura 2 representa las construcciones BG SIN-LV. Una representación esquemática de 10 formas provirales SIN-
lentivirales (sBG-1 a sBG-10). Todos los vectores contienen BG (HS2, 3 y 4 elementos de la LCR, el (promotor β y 35
gen) y cPPT. Se muestran fragmentos de Gag (630 bp o 360 bp), RRE, env. * indica una mutación puntual que 
interrumpe la SA.

La Figura 3 representa los títulos virales de BG LV-SIN (a) Los sobrenadantes virales de los vectores lentivirales sBG-
1 a sBG-10 SIN se concentraron 1400 veces y se titularon en células MEL monitorizando las células positivas de β-
globina mediante citometría de flujo (n=4). (b) Aumento de veces con inclusión de elementos-cis. Los títulos se 40
normalizaron al del vector completamente destripado (sBG-1), que se consideró 1. El diseño sBG-6 mostró un aumento 
marcado en los títulos.

La Figura 4 representa el efecto de los elementos-cis del LV sobre la estabilidad y expresión del provirus. (a) Integridad 
proviral: análisis de transferencia Southern de células MEL transducidas con sBG-127 a sBG-10, restringidas con AflII 
que corta las LTR virales y sondeadas con un fragmento de hβ-globina. Todos los vectores SIN se transmiten de 45
manera estable. (b) Expresión de hβ-globina en células MEL: análisis de diagrama de puntos de células MEL 
transducidas con sBG-1 a sBG-10 de un experimento representativo; Las IMF se indican en la esquina superior 
derecha del diagrama de puntos.

La Figura 5 representa las transcripciones de ARNv en las células de empaquetamiento. Análisis de transferencia 
Northern de (A) ARN total de células de empaquetamiento 293T transfectadas con plásmidos SIN LV y sondadas con 50
un fragmento de hβ-globina marcado con 32P. El panel inferior muestra el mismo punto hibridado con una sonda 18S 
como control de carga. Una banda de longitud completa del tamaño esperado es visible para todos los vectores. * 
indica vectores en los que SA está presente y son visibles tanto la longitud completa como las bandas empalmadas. 
Un pequeño esquema de las secuencias-cis del vector se muestra arriba de los carriles del vector para representar la 
secuencia de empaquetamiento Ψ; R: RRE; SA: sitio aceptor de empalme en el fragmento env ; SG: fragmento corto 55
gag (360 bp); LG: fragmento largo gag (630 bp) en vectores. (B) ARN citoplasmático para vectores con y sin RRE del 
mismo experimento mostrado en el panel A, que muestra la eficacia de la exportación de ARNv al citoplasma. Las 
relaciones citoplasmático/total cuantificadas con fosfoimager se muestran en la Figura 6E.
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La Figura 6 representa el empaquetamiento de ARNv en virones (a) Un análisis de transferencia de puntos 
representativo en ARNv extraído de la serie sBG de sobrenadantes de virus que muestra que la cantidad de ARNv es 
proporcional a los títulos infecciosos. El virus se realizó a partir de los diez vectores y se concentró de forma idéntica 
como se describe, y la transferencia de puntos se sondeó con un fragmento de β-globina. NC = control negativo. 
Cuatro diluciones diferentes para cada vector se cargaron por duplicado en el experimento representativo mostrado. 5
Se realizaron un total de tres experimentos (B) recuentos de fosfoimager obtenidos en la transferencia de 28 puntos 
que se muestra en el panel (A). (C) Cuantificación relativa de ARNv de los tres experimentos. (D) actividad de p24 en 
virus concentrado de todos los vectores (n=2). (E) Relación de ARN citoplasmático/total a partir de 2 análisis de 
transferencia Northern (NB) en células de empaquetamiento (la relación de ARN citoplasmático/total se normalizó al 
valor para el vector completamente destripado que carece de RRE (SBG-1) y de ARN 18S (para cargar) en dos 10
experimentos independientes. Los vectores análogos con y sin RRE se marcan como I, II y III para permitir 
comparaciones fáciles).

La figura 7 representa construcciones de vectores y diseño experimental. A. El vector lentiviral auto-inactivador (SIN) 
que porta el gen hβ-globina y los HS2, HS3 y HS4 de la región de control de locus se muestra como sBG. Usando 
esta cadena principal, se generaron una serie de vectores para incorporar el núcleo de cHS4 59 250 bp, 2 repeticiones 15
en tándem del núcleo, 5' 400 bp o 59800 bp de cHS4, y el aislador cHS4 de 1,2 Kb de longitud completa. Los vectores 
sBG400S y sBG800S además de los espaciadores de ADN inerte central portan 1 bacteriófago. B. Esquema de 
análisis in vitro e in vivo: las células MEL se transdujeron con varios vectores para obtener clones MEL de copia única 
y la expresión de hβ-globina y el análisis de ChIP se realizó en clones diferenciados. El análisis in vivo se realizó 
usando células LSK donantes Hbbth3/+ transducidas con vector trasplantadas en receptores Hbbth3/+ irradiados 20
letalmente y analizados a los 6 meses después del trasplante. Los trasplantes secundarios se realizaron para el 
análisis de CFU-S. C. Gráfica de FACS representativa que muestra células que expresan hβ-globina (% hβ+) para 
clon MEL de copia única no aislada (sBG, verde) y aislada (sBG-I, rosa) con coeficiente de variación (CV) de expresión 
mostrada por flechas.

La Figura 8 representa células que expresan β-globina humana en clones MEL. A. Proporción de células que expresan 25
hβ-globina (% hβ+) en clones MEL. Cada círculo representa una copia única individual del clon MEL. B. Valores CV 
de la expresión de hβ-globina de cada clon. Las medias se representan con una línea horizontal y la media 6 SEM de 
% de células MEL hβ+ y el CV de la expresión de hβ-globina para cada vector se indican en el cuadro anterior. Los 
círculos rellenos representan clones representativos seleccionados para el análisis de ChIP. * P<0,05 por ANOVA, en 
comparación con sBG.30

La Figura 9 representa la expresión de β-globina humana en RBCs y una copia única de CFU-S secundaria. A. Se 
muestran histogramas FACS representativos (% hβ + RBC se indican dentro del histograma). B. Datos acumulativos 
sobre el porcentaje de hβ + RBCs normalizados a la copia de vector. C. El coeficiente de variación (CV) de la expresión 
de hp en RBCs. D. Datos acumulativos sobre % de células hβ+/CFU-S. Cada círculo representa un único integrante 
individual CFU-S. E. El CV de la expresión de hβ en el CFU-S individual. Los números sobre los diagramas de barras 35
representan la media 6 SEM y los valores significativamente diferentes de los controles de ANOVA están marcados 
con un asterisco. * P<0,05; ** P<0,01.

La Figura 10 representa el análisis de chIP que muestra las histonas marcadas activas y represivas en el núcleo 5' 
250 bp cHS4 y el promotor hp en clones de células MEL. A. Mapa de la forma proviral del vector. Las flechas muestran 
la posición de los pares de cebadores utilizados para PCR y qPCR; y las líneas representan fragmentos de aisladores. 40
B-C. Los ChIP con anticuerpos contra el control IgG, acH3, acH4, H3K4-me2, H3K9-me3 y H3K27-me3 y cebadores 
de PCR semicuantitativos para la región promotora de β-globina D-F ChIP con anticuerpos contra AcH3 y AcH4 (D), 
H3K4-me2 (E); H3K9-me3 y H3K27-me3 (F) seguido de qPCR usando cebadores que amplifican el núcleo de cHS4 
(paneles izquierdos) y el promotor de hβ-globina (panel derecho) en clones agrupados (mostrados en la Figura 2A). * 
P<0,05; ** P<0,01.45

La Figura 11 representa la expresión de β-globina humana en ratones. A. Parámetros de RBC, reticulocitos y copias 
de vectores. Los valores representan medias ± SEM. Hb = hemoglobina, MCV = volumen corpuscular medio, MCHC 
= concentración de hemoglobina corpuscular media, copia de vector = copias de vectores en leucocitos mediante 
qPCR. B. Análisis mediante HPLC de la proteína β-globina humana en los lisados de la sangre como porcentaje de la 
hemoglobina total [hβ-mα/(hβ-mα + mβ-mα)]. Los datos se normalizan a copia de vector/célula en leucocitos. * P<0,05; 50
** P<0,01.

La Figura 12 representa el efecto de la región de 3'400 bp del aislador cHS4. A. Diseño vectorial del vector sBG3'400.
El cHS4 de longitud completa se muestra para comparación. B-C. Proporción de células hβ+ (B) y el coeficiente de 
variación de la expresión de hp de sBG3'400 (C) en clones MEL. Cada círculo representa un único clon MEL integrante. 
Las medias se representan con una línea horizontal y la media ± SEM se representa en la figura. D-E. El porcentaje 55
de hβ-globina + RBC (D) y el CV de la expresión de hp (E) en ratones. F-G. células (F) que expresan hβ-globina y el 
CV de la expresión de hb (G) en una sola copia CFU-S seguido del trasplante secundario. Cada círculo representa 
CFU-S individual. Se muestran los valores medios ± SEM y P-. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

La Figura 13 representa el efecto de la combinación del núcleo 5' con las regiones 3' 400 bp del aislador cHS4. A. 
Diseño vectorial de sBG650. El cHS4 de longitud completa se muestra para comparación. B. Proporción de células hβ+ 60
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y C. CV de la expresión de hb-globina en clones MEL sBG650. Cada círculo representa una copia única del clon MEL. 
Las medias se representan con una línea horizontal y la media + SEM se indica sobre cada grupo. D. Porcentaje de 
RBC que expresan hbglobina en ratones trasplantados. E. Porcentaje de células que expresan hβ-globina en una sola 
copia CFU-S de ratones secundarios. F- G. Cromatina ChIP activa y represiva seguida por PCR semicuantitativa (F) 
o qPCR (G) de la región central de cHS4 o la región promotora de hβ-globina.5

La Figura 14 representa patrones de cromatina sobre los 3'400 bp y su interacción con la región central de 5'. A. Un 
mapa de LTR 3' que muestra la ubicación del aislador de 1,2 kb de longitud completa y la posición de los cebadores 
usados en el análisis de ChIP. Los vectores probados con las regiones centrales indicadas se representan debajo del 
mapa B ChIP con anticuerpos contra AcH3 y AcH4, H3K4-me2 y H3K9-me3 y H3K27-me3 seguido de una PCR 
semicuantitativa de la región 3'400 en los provirus en sBG3'400, sBG650, sBG-I. C-D ChIP con anticuerpos contra USF-10
1 y CTCF seguido de PCR semicuantitativa (C) o qPCR (D) para la región central. E-F ChIP con anticuerpos contra 
USF-1 y CTCF seguido de PCR semicuantitativa (C) o qPCR (D) para la región de 3/400 bp de los provirus sBGC, 
sBG3'400, sBG650 y sBG-I en grupos de tres clones MEL de copia única. (G) Figura S1 Histogramas representativos 
(FACS) que muestran células que expresan hb en CFU-S de copia única control, sBG, sBGC, sBG2C, sBG400 y sBGI. 
El % de células hβ+ se indica dentro del histograma. (H) Expresión de ARN mensajero (ARNm) de β-globina humana 15
en CFU-S secundaria única copia de sBG, sBGC, sBG2C, sBG400 y sBG-I mediante qPCR. La expresión de a-globina 
murina sirvió como control interno contra el cual se normalizó la expresión de hβ-globina. Los valores de P se muestran 
en la figura. ** indica P<0,01. (I) Se muestran los cebadores y sondas utilizados en la inmunoprecipitación de cromatina 
(ChIP). 'F' representa cebador directo y 'R' representa cebador inverso. (J) Análisis de sitio de inserción en clones MEL 
de copia única de sBG no aislado y vector sBG-I aislado con aciertos génicos según http://genome.ucsc.edu.20

La figura 15 representa títulos virales de vectores lentivirales con insertos en el LTR 3' que eran inversamente 
proporcionales a la longitud del inserto LTR. (A) Representación esquemática de los vectores lentivirales. Todos los 
vectores se basaron en sBG, un vector lentiviral SIN que porta el gen de la β-globina, el promotor de la β-globina y los 
elementos de la región de control del locus HS2, HS3 y HS4. Se insertaron diferentes fragmentos del sitio cHS4 en la 
región U3 del sBG de LTR 3' (que se muestra arriba del vector sBG). Se hicieron insertos de tamaño similar 25
reemplazando la región inversa del núcleo de cHS4 con espaciadores de ADN inerte del ADN del fago lambda (que 
se muestra debajo del vector sBG). (B) Los títulos virales de los vectores aislados disminuyeron a medida que aumentó 
la longitud del inserto del aislador. Los títulos reflejan el virus concentrado creado simultáneamente para todos los 
vectores en cada experimento (n=4). Todos los títulos fueron significativamente más bajos que los títulos del vector 
de control sBG (p<0,01; ANOVA de 1 vía). (C) Los títulos cayeron con la inserción de una longitud creciente de un 30
espaciador de ADN inerte inversa del núcleo. Los títulos de los vectores lentivirus aislados (barras sombreadas) son 
similares a los que contienen espaciadores de ADN inertes en la LTR (barra abierta) en cuatro experimentos 
independientes. Los títulos de sBG con un espaciador de 400bp fueron ligeramente superiores (* p<0,05). (D) El vector 
sBG2C, que porta repeticiones en tándem del núcleo de cHS4 recombinado con alta frecuencia. Se muestra una 
representación esquemática de los vectores provirales sBG-I y sBG2C, cuando están intactos o cuando los elementos 35
centrales se recombinan con la pérdida de uno o dos núcleos con la región sondeada y el sitio de restricción de la 
enzima usada (AflII). El tamaño de la banda esperada se muestra adyacente a cada dibujo vectorial. El panel derecho 
es el análisis de transferencia Southern que muestra una única banda esperada de 8Kb para la población de células 
MEL transducidas con sBG-I, y dos bandas en la población de células MEL transducidas con sBG2C, que representan 
sBG2C con pérdida de uno o ambos núcleos.40

La Figura 16 representa cantidades similares de ARN viral que se produjeron a partir de los vectores aislados y no 
aislados en células de empaquetamiento. El análisis de transferencia Northern en las células de empaquetamiento 
293T después de la transfección con vectores sBG y sBG-I mostró la longitud esperada de ARN viral. La membrana 
se hibridó con una sonda de p-globina marcada con 32P (panel superior) y 18S (panel inferior) como control de carga. 
Una banda esperada de 7,3Kb y 8,5Kb corresponde a sBG y se detectó ARN viral de sBG-I. El ARNr 18S y 28S se 45
sondeó de forma no específica con esta sonda. No se detectaron bandas recombinantes extrañas con ninguno de los 
dos vectores. Las relaciones cuantificadas de fosfoimager de ARN viral y ARNr 18S de ambos vectores se enumeran 
debajo de los carriles y no muestran diferencias en la cantidad de ARN-v entre los dos vectores.

La Figura 17 representa que la producción de virus no se vio afectada por la inserción de cHS4 en la actividad de 
transcriptasa inversa de LTR 3' (A) en sBG y sobrenadantes virales sBG-I es similar (23 ± 5 vs. 27±3; n=3, p>0,5). (B) 50
los niveles de p24 detectados en la preparación viral concentrada son los mismos con sBG y sBG-I. (2,9±0,5 x105

versus 1,7±0,5 x105; n=3, p>0,1) (C) El análisis de transferencia por puntos de ARN viral extraído del sobrenadante 
viral de sBG y sBG-I muestra cantidades similares de ARN viral empaquetado en viriones en ambos vectores. Tenga 
en cuenta que 4 diluciones diferentes de ARN viral se cargaron por duplicado para los dos vectores. La membrana se 
hibridó con una sonda de p-globina marcada con 32P. Solo se muestra uno de los dos experimentos representativos. 55
(D) Se cuantificó la cuantificación de fosfoimager de dos experimentos independientes y mostró cantidades similares 
de ARN viral en los viriones sBG y sBG-I (1,9±0,7 x106 vs. 1,9±0,6 x106 n=2, p>0,5).

La Figura 18 representa la cinética de la transcripción inversa y la translocación nuclear en el elemento del aislador 
portador del vector lentivirus en el LTR. En el panel (A) se ilustra un esquema del proceso de transcripción inversa y 
translocación nuclear de lentivirus. A la derecha, un resumen de los ensayos de q-PCR realizados para analizar varias 60
etapas del proceso. Línea delgada: ARN; línea gruesa: ADN. Cuadrados abiertos: tracto de polipurina (PPT). Círculo 
abierto: sitio de unión de cebado (BPS). El inserto de ADN LTR 3' se ilustra en el primer diagrama de transferencia de 
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cadena. Se muestran las posiciones de los ensayos de q-PCR. El ADN de las células MEL después de la infección 
con el virus sBG y sBG-I se recogió en diferentes momentos después de la infección y se analizó mediante qPCR. 
Línea continua: sBG. Línea discontinua: sBGI. (B) La cinética de la transcripción inversa antes de la primera 
transferencia de cadena (R/U5) no muestra diferencia entre los dos virus. (C-D) Después de la transferencia de la 
primera cadena (U3/R y Psi) hay una disminución en la eficacia de la transcripción inversa en presencia del aislador. 5
(n=3)

La Figura 19 representa la inserción de cHS4 en la integración viral afectada LTR. El ADNc viral lineal se circulariza y 
es la forma que integra; los círculos 1-LTR y 2-LTR representan productos de integración abortiva de recombinación 
homóloga y unión final no homóloga, respectivamente. Por lo tanto, los círculos 1 y 2-LTR se usan como marcadores 
de translocación nuclear. (A) Hay círculos reducidos de 2-LTR, analizados mediante qPCR en el ADN extraído de 10
células MEL infectadas en diferentes momentos después de la infección con virus, lo que sugiere una translocación 
nuclear reducida o una unión final no homóloga. (B) Análisis de transferencia Southern de células MEL 72 h después 
de la infección con la misma cantidad de virus sBG y sBG-I. La digestión de StuI del ADN genómico permite la 
identificación de círculos 1-LTR, círculos 2-LTR, ADN lineal y ADN integrado (un frotis) para sBG y sBG-I. Los tamaños 
de banda esperados se muestran para ambos vectores. Mientras que los círculos y 1-LTR y 2 lineales se ven en el 15
carril sBG, no se detectan ADN lineales o círculos 2-LTR en el carril de sBG-I. Sin embargo, los círculos 1-LTR son 
casi tan prominentes como en el carril de sBG. Las relaciones relativas de los círculos lineales, 1-LTR y 2 sugieren un 
aumento de los productos de integración abortiva recombinada con el vector sBG-I y, por lo tanto, dan como resultado 
una integración ineficaz. (C) Las células MEL transducidas con sBG y sBGI muestran integrantes provirales intactos 
(7,5Kb y 8,0 Kb respectivamente). Hubo una diferencia de 8 veces en los recuentos de fosfoimager de las dos bandas. 20
El número de copias de vectores por celda también se cuantificó mediante qPCR y se representa debajo de los carriles.

La Figura 20 representa la hipótesis del mecanismo por el cual la secuencia del aislador disminuye el título viral. En el 
VIH de tipo natural, las moléculas lineales de ADNc se translocan al núcleo donde un pequeño porcentaje se somete 
a recombinación y ligadura de unión final para formar círculos 1 y 2-LTR, respectivamente. Solo la forma lineal es el 
precursor inmediato del provirus integrado. En el caso de vectores LV aislados, se muestra un aumento en la formación 25
del círculo 1-LTR, debido a la presencia de una secuencia U3 más larga que podría facilitar un aumento en la 
recombinación homóloga. Este proceso agota la cantidad de ADN viral disponible para la integración, así como la 
cantidad de formación del círculo 2-LTR, como se muestra en el presente documento. La disminución de la cantidad 
de ADN disponible para la integración podría explicar la pérdida de títulos para el vector lentiviral que porta insertos 
grandes en el LTR. (B) Una adición adicional de un casete interno PGK-MGMT de 1,2Kb al vector BG-I, denominado 30
BGM-I, no redujo más los títulos (C) Un diseño optimizado del vector da como resultado títulos de virus razonables sin 
pérdida de actividad del aislador. Una secuencia de 650 bp de cHS4, optimizada para la actividad del aislador a través 
de un análisis de función de estructura. Se descubrió que un vector que contiene este fragmento de 650 bp (sBG650) 
tenía títulos ~ 2 veces más bajos que el vector sBG no aislado (n=3). (D) La PCR para la presencia de insertos LTR 
3' en provirus derivados de clones MEL de copia única muestra una transmisión estable de todos los insertos excepto 35
los presentes como repeticiones en tándem. Las células MEL se clonaron de agrupaciones con transferencia de genes 
<5%. Se detectaron clones de copia única usando cebadores de β-globina y confirmados por un qPCR usando 
cebadores que abarcaban la región v. La PCR con cebadores que abarcan el núcleo de 250 bp se realizó en los clones 
de copia única, ya que estas secuencias del núcleo eran comunes a todos los vectores. El inserto cHS4 de 1,2Kb en 
el vector sBG-I fue confirmado adicionalmente por cebadores de PCR que abarcan el núcleo 5' y el extremo 3' de 40
cHS4. (E) cebadores de PCR.

La Figura 21 representa ratones sGbG que se sometieron a un trasplante después del acondicionamiento mieloablativo 
tienen una alta producción de HbF que es estable y estable en ratones primarios y secundarios. Los ratones sGbG que 
eran completamente quiméricos para lo sRBCs de los donantes se analizaron en diferentes momentos. La proporción 
de células HbF (A) y F (B) en sangre de ratones individuales, según lo determinado mediante análisis de HPLC de 45
intercambio iónico y análisis FACS, respectivamente, se muestra en diferentes puntos de tiempo después de los 
trasplantes primarios y secundarios. (C) La cantidad de HbF en sangre directamente correlacionada con la proporción
de células F. (D) La cantidad de HbF producida fue directamente proporcional al número de copias del vector en la 
médula ósea. Cada símbolo representa un ratón (y consistentemente representa el mismo ratón en particular en todos 
los paneles). (E) Parámetros hematológicos de ratones sGbG que se sometieron a trasplante después del 50
acondicionamiento mieloablativo. Hb indica hemoglobina; MCV, volumen corpuscular medio; MCH, hemoglobina 
corpuscular media; RDW, ancho de distribución de glóbulos rojos; Plt, plaquetas; pri, ratones primarios; y sec, ratones 
secundarios. * Los valores de P representan la comparación de ratones control primarios con el grupo sGbG. Las 
comparaciones estadísticas de ratones secundarios no se realizaron ya que solo un ratón control secundario estaba 
vivo en el momento del análisis.55

La Figura 22 representa ratones sGbG que se sometieron a un trasplante después del acondicionamiento 
mieloablativo, lo que resultó en la corrección de parámetros hematológicos que se correlacionaron con la expresión 
de HbF. Hubo una reducción sostenida en los reticulocitos (A), y un aumento en los números de hematocrito (B) y 
RBC (C) con el tiempo. (D) La leucocitosis disminuyó con la normalización de los recuentos de WBC. Los datos 
mostrados representan los valores medios (± SEM) de los ratones sGbG (n = 5; •) y los ratones que se sometieron a 60
un trasplante control (n = 10; O). Una estrella representa los valores medios en ratones BERK que fueron donantes 
de HSC para los trasplantes sGbG y control. (E-G) La disminución de reticulocitos, y el aumento de los números de 
hematocrito y RBC se correlacionó con la proporción de células F en ratones individuales. (H) Los recuentos de 
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leucocitos disminuyeron pero se normalizaron cuando las células F excedieron el 60%. Los recuentos de leucocitos, 
contados con un analizador automático, eran representativos de los leucocitos circulantes, ya que solo se observaron 
RBCs nucleados ocasionales en frotis periféricos. Cada punto/símbolo de datos en los paneles E-H representa un 
ratón sGbG y los símbolos para ratones individuales se han mantenido consistentes, para rastrear ratones individuales. 
Una estrella representa los valores medios en ratones BERK que fueron donantes de HSC para los trasplantes sGbG 5
y control. La Figura 23 representa ratones sGbG que se sometieron a un trasplante después del acondicionamiento 
mieloablativo, lo que resultó en la corrección de los parámetros funcionales de RBC en ratones primarios y 
secundarios. (A) Frotis de sangre periférica que muestran numerosas células falciformes irreversibles (ISC) en un 
ratón que se sometió a un trasplante control y una escasez de ISC en un ratón sGbG. (B) Cuantificación de ISC en 
frotis de sangre periférica de ratones BERK que no se sometieron a trasplante (n = 5), ratones control (n = 3) y ratones 10
sGbG (n = 5). (* P <,05; ** P <,01). (C) La desoxigenación de la sangre induce la falciformación de los RBCs en un 
ratón control; la falciformación está ausente en gran medida en un ratón sGbG. (D) Cuantificación de RBCs falciformes 
tras hipoxia graduada (por tonometría) en los ratones sGbG (•), en comparación con los ratones control (O). (E) 
Capacidad de deformación de RBC mediante análisis LORCA en ratones sGbG, control y normales (C57, círculo con 
x en el centro) analizados a las 18 semanas en receptores de trasplante primario. Se observaron datos similares en 15
receptores secundarios. El flujo a bajo (3 Pa) y alto (28 Pa) esfuerzo de cizalla está representado por áreas 
sombreadas. (F) Vida media de RBC (determinada por marcaje de biotina in vivo) en ratones sGbG, ratones 
control/BERK y ratones normales después de trasplantes primarios. Se observaron resultados similares en receptores 
secundarios. (G) Corrección de la patología del órgano en ratones sGbG que se sometieron a un trasplante con 
acondicionamiento mieloablativo. 2+ infarto de hígado indica 2 a 3 infartos/sección; 3+ infarto de hígado, más de 3 20
infartos/sección; y EM, extramedular. Se observa congestión leve de los vasos del bazo con RBCs falciformes cuando 
se restaura la arquitectura esplénica.

Esto no se nota cuando la arquitectura esplénica se ve borrada por la eritropoyesis extramedular. Hiperplasia eritroide 
esplénica: severa es la obliteración completa de los folículos esplénicos; moderado, más de 1 folículo 
presente/sección; y leve, preservación de folículos con evidencia de islas eritroides. Médula ósea: la eritropoyesis 25
normal indica M/E = 5:2; hiperplasia eritroide leve, M/E = 2:1; hiperplasia eritroide moderada, M/E = 1:1; e hiperplasia 
eritroide severa, M/E = 1:3. La eritropoyesis de la médula ósea se expresa como relación mieloide-eritroide (M/E). Los 
números entre paréntesis indican la característica histológica observada en el número de ratones/número total de 
ratones analizados en ese grupo.

La Figura 24 representa la expresión de HbF y la corrección funcional en ratones sGbG que se sometieron a un 30
trasplante después de un acondicionamiento de intensidad reducida, separados en 2 grupos: ratones con HbF de 10% 
o más (sGbG>10) y ratones con HbF de menos de 10 % (sGbG<10). (A) HbF en ratones BERK individuales 18 semanas 
después del trasplante de HSC BERK transducidas con sGbG, después del acondicionamiento de intensidad reducida. 
(B-C) Expresión estable y alta de HbF y repoblación de células F en supervivientes a largo plazo analizados a los 11 
meses. (D) Gráfico de recuadro y bigote que muestra los números de copia del vector en ratones sGb G<10 y sGbG>10, 35
con el número medio de copias del vector indicado por la línea. Los símbolos en los paneles A C representan grupos 
de ratones: O = control (HbF 0%), ▼ = sGbG<10 (HbF <10%) y • = sGbG>10 (HbF> 10%). (E) La proporción de ISC 
se redujo (P <,04) en ratones sGbG<10, pero se redujo notablemente en ratones sGbG>10 (P <,001), en comparación 
con los ratones control. (F) La desoxigenación graduada por tonometría demuestra una reducción significativa en la 
formación a presiones parciales de oxígeno fisiológicamente relevantes (PO2) en ratones sGbG>10, mientras que los 40
RBC de ratones sGbG<10 falciformes similares a los controles. (G-H) La capacidad de deformación de los RBC mostró 
una mejora muy variable en la capacidad de deformación en ratones sGbG<10. Por el contrario, la capacidad de 
deformación de los RBC en ratones sGbG>10 mejoró significativamente a alto y bajo esfuerzo de cizalla (P<,001). Los 
símbolos representan grupos de ratones: O, control; ▼, sGbG<10; ●, sGbG>10; y (círculo con x en el centro), ratones 
de tipo natural (C57BL/6). Los rectángulos sombreados en gris son representativos del esfuerzo de cizalla bajo y alto 45
a través de microvasos y vasos grandes, respectivamente. Las barras de error indican SEM.

La Figura 25 representa la corrección de la patología de los órganos en ratones sGbGA10 que se sometieron a un 
trasplante después de un acondicionamiento de intensidad reducida y una mejor supervivencia general. (A) Secciones 
teñidas con hematoxilina-eosina representativas de un riñón, hígado y bazo de ratones sGbG>10 y sGbG<10 48 a 50 
semanas después del trasplante de acondicionamiento de intensidad reducida y un control BERK de 3 meses. La 50
información de adquisición de imágenes está disponible en datos suplementarios. (B) La curva de supervivencia de 
Kaplan-Meier mostró una supervivencia significativamente mejorada de los ratones sGbG>10 en comparación con los 
ratones control/sGbG<10 a las 50 semanas. La supervivencia a las 24 semanas se denota mediante una línea vertical 
discontinua para comparar con la supervivencia de los ratones sGbG en el modelo de trasplante mieloablativo. (C) 
Parámetros hematológicos de ratones sGbG que se sometieron a trasplante seguido de un acondicionamiento de 55
intensidad reducida. Parámetros hematológicos y abreviaturas como se indica en la figura. Los valores de P 
representan comparaciones de ratones control con sGbG≥10 a 12 (*), 18 (†) y 24 (‡). (D) Patología de órganos en 
ratones sGbG que se sometieron a trasplante después de un trasplante de intensidad reducida. E-M indica 
extramedular; y 1 + infarto de hígado. 1 infarto/sección. * Congestión de vasos y presencia de RBC falciformes en los 
vasos. En particular, los vasos congestionados eran visibles en los bazos solo cuando se reducía la hiperplasia 60
eritroide que afectaba la arquitectura esplénica. La terminología utilizada para cuantificar la patología de los órganos 
es la misma que se documenta en la figura.

La Figura 26 representa el efecto de HbF, células F y el porcentaje de células HbF/F requeridas para la mejora 
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funcional en la supervivencia y la capacidad de deformación de los RBC. (A) Vida media de RBC. El panel izquierdo 
muestra un ratón sGbG representativo inyectado con biotina con células F marcadas con biotina (cuadrantes superiores 
derechos) y células no F (cuadrantes inferiores derechos) determinadas por FACS. El panel derecho muestra la 
supervivencia de las células F (cuadrado hueco con círculo sólido en el centro), en comparación con las células no F 
(círculo hueco con círculo sólido en el centro) en ratones sGbG (n = 4); ratones de tipo natural (A); y ratones Berkeley 5
(O). (B) Una cohorte de ratones sGbG analizados para la supervivencia de RBC in vivo, basada en el porcentaje de 
células HbF/F. Cada símbolo representa un grupo de ratones con porcentaje de HbF y número de ratones enumerados 
en la leyenda de la tabla adyacente. (C) Todos los ratones sGbG y control (n = 34) que se analizaron para determinar 
la capacidad de deformación de los RBC se dividieron en grupos basados en la proporción de células F 0%, 1% a 
33%, 33% a 66%, y más de 66 %, y la capacidad de deformación de los RBC totales en estos ratones se trazó con un 10
esfuerzo de cizalla bajo (3 Pa, A) y alto (28 Pa, triángulo hueco invertido). La capacidad de deformación 
significativamente mejorada sobre los controles control se denota por * (P<,05) y ** (P <,01). Las barras de error 
indican SEM

La Figura 27 representa la proporción de HSC transducidas en ratones sGbG. Se muestran las partes en los modelos 
de trasplante mieloablativo (A) y de intensidad reducida (B). La proporción de HSC transducidas con sGbG se 15
determinó mediante colonias de bazo (30-36 colonias/ratón) mediante tinción intracelular con HbF y HbS. Cada barra 
representa un ratón individual. (A) En el modelo de trasplante mieloablativo, los símbolos debajo de cada barra (que 
representan un ratón) son consistentes con los símbolos en los ratones etiquetados. (B) En el grupo de intensidad 
reducida, la médula ósea se aspiró con éxito de 8 ratones a las 24 semanas y los ratones fueron seguidos durante 24 
semanas adicionales. La expresión de HbF en sangre periférica mediante HPLC y el número de copias de médula 20
ósea de los respectivos ratones a las 24 semanas se marcan debajo de cada barra.

La Figura 28 muestra la mejora en la supervivencia de ratones después de una terapia génica exitosa.

La Figura 29 representa la corrección de la talasemia en ratones Hbbth3/+ con el vector sGbG. La hemoglobina (Figura 
29A) y el hematocrito (Figura 29B) se corrigieron a niveles normales con aproximadamente un 20% de expresión de 
HbF (Figura 29C). Los recuentos de reticulocitos (Figura 29D) también se redujeron significativamente, mostrando un 25
recambio reducido de células eritroides.

La Figura 30 representa el mapa vectorial anotado para el vector sGbGM.

La Figura 31 representa la secuencia del vector sGbGM, junto con las diversas regiones de la secuencia.

La Figura 32 representa una expresión superior de HbF del vector sGbGM. La expresión de HbF del vector sGbGM en 
ratones falciformes Berkeley muestra una expresión de HbF superior por copia del vector, cuando se compara con el 30
vector sGbG (Figura 32A). Los ratones falciformes trasplantados con células madre hematopoyéticas transducidas con 
sGb GM muestran una reducción en el recuento de reticulocitos que es proporcional a la producción de HbF (Figura 
32B). Los ratones con 30% o más de HbF producida a partir del vector sGbGM tienen recuentos de reticulocitos casi 
normales. Los valores normales de reticulocitos se representan a través del rectángulo sombreado.

La Figura 33 representa la expresión de HbF del vector sGbGM en comparación con el vector sGbG en ratones 35
falciformes. La expresión de HbF del vector sGbGM en ratones falciformes Berkeley (Figura 33A) y ratones falciformes 
UAB knock-in (Figura 33B) muestra una expresión de HbF superior por copia de vector, en comparación con el vector 
sGbG. Los ratones falciformes trasplantados con células madre hematopoyéticas transducidas con sGbGM muestran 
una corrección superior de la anemia (Figuras 33C-D) y una reducción de la reticulocitosis (Figuras 33E-F) que es 
proporcional a la producción de HbF. Los ratones con 30% o más de HbF producida a partir del vector sGbGM tienen 40
recuentos de reticulocitos casi normales y corrección del fenotipo falciforme.

Descripción de la invención

Se refiere a la Solicitud no provisional de EE. UU. No. 12/928,302, presentada el 6 de diciembre de 2010, publicada 
como solicitud de patente de EE. UU. No. 2011-0294114 y a la Solicitud provisional No. 61/267.008, presentada el 4 
de diciembre de 2009. También se refiere a un vector del gen de la gammaglobina humana para la corrección génica 45
de la anemia de células falciformes en un modelo de ratón humanizado y determinantes críticos para la corrección 
exitosa de la misma como se describe en "A novel human gamma-globin gene vector for genetic correction of sickle 
cell anemia in a humanized mouse model: critical determinants for successful correction". Blood (2009) 114: 1174-
1185 Perumbeti A, Higashimoto T, Urbinati F, Franco R, Meiselman H et al.

A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y científicos usados en el presente documento tienen el 50
mismo significado que comúnmente entiende un experto en la materia a la que pertenece esta invención. Singleton et 
al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 3rd ed., J. Wiley & Sons (Nueva York, NY 2001); Marzo, Advanced 
Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure, 5ª ed., J. Wiley & Sons (Nueva York, NY 2001); y Sambrook 
y Russel, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (Cold Spring Harbor, 
NY 2001), proporcionan a un experto en la materia una guía general de muchos de los términos utilizados en la 55
presente solicitud.

Como se usa en el presente documento, el término "SIN" es una abreviatura de auto-inactivación.
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Como se usa en el presente documento, el término "VIH" es una abreviatura del virus de inmunodeficiencia humana.

Como se usa en el presente documento, el término "GFP" es una abreviatura de proteína verde fluorescente.

Como se usa en el presente documento, el término "ADNc" es una abreviatura de ADN complementario.

Como se usa en este documento, el término "LTR" es una abreviatura de repetición terminal larga.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia de USO" se refiere a un elemento de secuencia aguas 5
arriba.

Como se usa en el presente documento, el término "poliA" es una abreviatura de poliadenilación.

Como se usa en el presente documento, el término "cHS4" es una abreviatura de elemento hipersensible de sitio 4 de 
pollo.

Como se usa en el presente documento, el término "HSC" es una abreviatura de células madre hematopoyéticas.10

Como se usa en el presente documento, el término "GOI" es una abreviatura de gen de interés.

Como se usa en el presente documento, el término "HbF" es una abreviatura de hemoglobina fetal.

Como se usa en el presente documento, el término "RBC" es una abreviatura de glóbulo rojo. Como se usa en el 
presente documento, el término "IDUA" es una abreviatura de alfa-L-iduronidasa.

Como se usa en el presente documento, el término "LCR" es una abreviatura de la región de control de locus.15

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a cualquier miembro del reino animal. En algunas 
realizaciones, un sujeto es un paciente humano.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento", "tratar", "tratar", "corregir" y similares, con respecto 
a una afección específica, se refieren a obtener un efecto farmacológico y/o fisiológico deseado. El efecto puede ser 
profiláctico en términos de prevenir total o parcialmente una enfermedad o síntoma de la misma y/o puede ser 20
terapéutico en términos de una cura parcial o completa de una enfermedad y/o un efecto adverso atribuible a la 
enfermedad. El "tratamiento", como se usa en este documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un 
sujeto, particularmente en un ser humano, e incluye: (a) prevenir que la enfermedad ocurra en un sujeto que puede 
estar predispuesto a la enfermedad pero que aún no ha sido diagnosticado como tenerlo; (b) inhibir la enfermedad, es 
decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresión de la enfermedad y/o aliviar 25
uno o más síntomas de la enfermedad. El "tratamiento" también puede abarcar la administración de un agente o la 
administración de una terapia para proporcionar un efecto farmacológico, incluso en ausencia de una enfermedad o 
afección. El término "tratamiento" se usa en algunas realizaciones para referirse a la administración de un compuesto 
de la presente invención para mitigar una enfermedad o un trastorno en un huésped, preferiblemente en un sujeto 
mamífero, más preferiblemente en humanos. Por lo tanto, el término "tratamiento" puede incluir incluye: prevenir que 30
ocurra un trastorno en un huésped, particularmente cuando el huésped está predispuesto a adquirir la enfermedad, 
pero aún no se le ha diagnosticado la enfermedad; inhibiendo el desorden; y/o aliviar o revertir el trastorno. En la 
medida en que los métodos de la presente invención están dirigidos a prevenir trastornos, se entiende que el término 
"prevenir" no requiere que el estado de la enfermedad sea completamente frustrado (ver el Noveno Diccionario 
Colegiado Webster). Más bien, como se usa en el presente documento, el término prevención se refiere a la capacidad 35
del experto en la materia para identificar una población que sea susceptible a trastornos, de modo que la administración 
de los compuestos de la presente invención pueda ocurrir antes del inicio de una enfermedad. El término no significa 
que el estado de la enfermedad deba evitarse por completo.

Como se usa en el presente documento, los términos "mutado", "mutación", "mutante" y similares, se refieren a un 
cambio en una secuencia, tal como una secuencia de nucleótidos o aminoácidos, de un patrón nativo, de tipo natural, 40
estándar o versión de referencia de la secuencia respectiva, es decir, la secuencia no mutada. Estos términos pueden 
referirse a uno o más genes mutados, como los ácidos desoxirribonucleicos, ácidos ribonucleicos y similares, o uno o 
más productos génicos mutados, como las proteínas. Un gen mutado puede dar como resultado un producto génico 
mutado. Un producto génico mutado diferirá del producto génico no mutado en uno o más residuos de aminoácidos.

En algunas realizaciones, un gen mutado que da como resultado un producto génico mutado puede tener una identidad 45
de secuencia del 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o más de la secuencia de nucleótidos no mutada correspondiente. 
En algunas realizaciones, un gen mutado que da como resultado un producto génico mutado puede tener una identidad 
de secuencia del 96%, 97%, 98%, 99% o mayor a la secuencia de nucleótidos no mutada correspondiente. El gen 
mutado en la presente invención es un gen de gammaglobina humana mutada que codifica una proteína que 
comprende la SEC ID NO: 1.50

En algunas realizaciones, el gen de gamma-globina humana mutado se usa para corregir genéticamente la anemia 
falciforme o la β-talasemia o reducir los síntomas de la misma, incluidas las etapas de identificar a un sujeto que 
necesita tratamiento para la anemia de células falciformes o la β-talasemia; transfectar células madre hematopoyéticas 
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autólogas (HSCs) con un lentivirus modificado que comprende el gen gamma-globina humano mutado; y trasplantar 
las HSC transfectadas en el sujeto.

En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera al menos el 20%; las células F constituyen 
al menos 2/3 de los glóbulos rojos circulantes; la hemoglobina fetal por células F representa al menos 1/3 de la 
hemoglobina total en los glóbulos rojos falciformes; y al menos el 20% de HSC modificadas genéticamente repobla la 5
médula ósea del sujeto. En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera el 25%, 30%, 
35%, 40%, 45%, 50% o más. En algunas realizaciones, la hemoglobina fetal posterior al trasplante supera el 55%, 
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o más. En algunas realizaciones, las células F constituyen al menos 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o más de los glóbulos rojos circulantes. En algunas realizaciones, la hemoglobina 
fetal por células F representa al menos 1/3 de la hemoglobina total en los glóbulos rojos falciformes. En algunas 10
realizaciones, la hemoglobina fetal por células F representa al menos 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 
80%, 85%, 90%, 95% o más de la hemoglobina total en los glóbulos rojos falciformes. En algunas realizaciones, 20%, 
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95 %, o más, las HSC modificadas 
genéticamente repoblan la médula ósea del sujeto.

Elementos cis esenciales y la optimización del diseño vectorial15

Como se describe en el presente documento, se realizó una experimentación para determinar si las secuencias cis no 
codificantes de lentivirus desempeñaban un papel específico en la exportación de ARN, el empaquetamiento o la 
expresión de β-globina. El ciclo de vida del vector se estudió en los virus auto-activadores (SIN), portadores del gen 
de la β-globina y la región de control del locus (BG), o ADNc de GFP. El análisis sistemático comenzó con un lentiviral 
SIN mínimo completamente "destripado" que portaba sólo la región de empaquetado; y el lentiviral SIN que contienen 20
elementos cis de VIH crecientes, junto con un gamma retrovirus SIN para identificar elementos cis óptimos para incluir 
en la cadena principal SIN-LV. Para clonar el vector sSIN-GFP, el LTR 3' de una estructura principal de SIN-LV 
estándar utilizada previamente, como se describe en este documento, se modificó para mejorar la terminación de la 
transcripción. Específicamente, se añadió la señal de poliadenilación de la hormona de β-crecimiento inversa del LTR 
3' y se añadió una secuencia USE derivada de la señal de poliadenilación tardía de SV40 en la deleción de U3.25

Como se describe adicionalmente en el presente documento, el retrovirus de gamma SIN o un GFP destripado/mínimo 
de lentiviral SIN que codifica GFP generó títulos elevados y medió una alta expresión de GFP. Sin embargo, el gamma 
retrovirus SIN o el lentiviral SIN destripado que codifica BG o un transgén grande de tamaño similar tenían títulos 
apenas detectables en comparación con el lentiviral SIN que portaba elementos cis. La adición sistemática de 
elementos cis demostró que Rev/RRE era lo más esencial, seguido de secuencias aceptoras de empalme gag y env, 30
para el ensamblaje/empaquetamiento eficaz de partículas de lentivirus, no para la exportación de ARNm. Sin embargo, 
estas secuencias cis de VIH eran prescindibles para transgenes más pequeños. Estos estudios identifican elementos 
cis clave de lentivirus y el papel que desempeñan en vectores que portan insertos grandes, y tienen implicaciones 
importantes para la terapia génica.

En una realización, se describe en el presente documento un método para aumentar el título de un vector de expresión 35
lentiviral SIN modificado en comparación con un vector de expresión lentiviral SIN estándar. En otra realización, el 
vector de expresión lentiviral SIN se modifica insertando una secuencia señal de poliadenilación heteróloga (poliA) 
inversa de una secuencia de repetición terminal larga viral 3' en una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar. 
En otra realización, la señal poliA es la secuencia señal de la hormona de crecimiento bovina poliA. En otra realización, 
el vector lentiviral SIN se modifica insertando una o más de una secuencia potenciadora de poliA inversa (secuencia 40
USE) en un LTR 3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar. En otra realización, la secuencia USE se 
deriva de la señal de poliA tardía de SV40. En otra realización, se insertan 2-3 copias de la secuencia USE en un LTR 
3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar. En otra realización, se insertan de 2 a 10 copias de la 
secuencia de USO en un LTR 3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar. En otra realización, se 
insertan 3-5 copias de la secuencia USE en un LTR 3' de una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar. En 45
otra realización, una o más copias de la secuencia USE se inserta en la región U3. En otra realización, la señal de 
poliA de la hormona de crecimiento β y una o más copias de la secuencia de USO derivada de la señal de poliA tardía 
de SV40 se incorporan al vector de expresión. En otra realización, el vector de expresión contiene un gen de interés 
(GOI). En otra realización, el gen está operativamente unido a un promotor. En otra realización, el promotor es un 
promotor específico de linaje. En otra realización, el promotor es un promotor específico eritroide. En otra realización, 50
del GOI es β-globina. En otra realización, el GOI es gamma-globina. En otra realización de la invención, el gen de 
gamma-globina está bajo el control de elementos reguladores de β-globina. En otra realización, el vector se usa para 
tratar la anemia falciforme mediante terapia génica. En otra realización, el vector se usa junto con acondicionamiento 
de intensidad reducida para tratar la anemia falciforme. En otra realización, el lentiviral SIN comprende una variedad 
de lentivirus derivados de bovinos, equinos, felinos, ovinos/caprinos o primates. En otra realización, el lentiviral SIN es 55
un lentiviral SIN derivado del VIH. En otra realización, el vector lentiviral SIN modificado se introduce en una célula 
eucariota por transfección.

En una realización, la presente descripción proporciona un método para diseñar un vector lentiviral SIN recombinante 
y menos seguro, y por lo tanto menos recombinigénico y más seguro para la expresión de pequeños transgenes
terapéuticos que no requieren elementos cis extensivos para la eficacia. En otra realización, los pequeños transgenes60
terapéuticos son de igual tamaño o más pequeños que la proteína verde fluorescente (GFP). En otra realización, los 
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pequeños transgenes terapéuticos son más pequeños que la β-globina humana.

Elementos aislantes de cromatina

Como se describe en el presente documento, los elementos aislantes de cromatina evitan la propagación de la 
heterocromatina y el silenciamiento de los genes, reducen los efectos de posición de la cromatina y tienen una 
actividad de bloqueo mejorada. Estas propiedades son deseables para la expresión predecible consistente y la 5
administración segura de transgenes con vectores de integración aleatoria. Superar los efectos de la posición de la 
cromatina puede reducir el número de copias requeridas para un efecto terapéutico y reducir el riesgo de genotoxicidad 
de los vectores. La genotoxicidad del vector se ha convertido en un área de estudio intenso desde la aparición de 
leucemia relacionada con la terapia génica en pacientes en los ensayos de X-SCID. Los vectores gamma-retrovirales 
y los vectores lentivirales se han modificado a un diseño auto-inactivador (SIN) para eliminar los potenciadores 10
ubicuamente activos en la región U3 de las repeticiones terminales largas (LTR). Se ha insertado un sitio 4 
hipersensible a ADNsa de 1,2Kb (cHS4) del locus de p-globina de pollo en el LTR 3' para permitir su duplicación en el 
LTR 5' en vectores de gamma retrovirus y lentivirus. Los vectores aislados tienen efectos de posición de cromatina 
reducidos y proporcionan una expresión general consistente y, por lo tanto, mejorada. Se realizó una comparación 
lado a lado de los vectores de lentivirus aislados y no aislados de cHS4 que portaban hβ-globina y la región de control 15
de locus, y resultó en el descubrimiento de que los vectores aislados mostraban una expresión consistente y 
predecible, independientemente del sitio de integración en la progenie diferenciada de células madre hematopoyéticas, 
lo que resulta en una expresión general 2-4 veces mayor. La evidencia reciente también sugiere que los vectores de 
lentivirus aislados con cHS4 pueden reducir el riesgo de activación por inserción de oncogenes celulares. A pesar de 
los efectos beneficiosos de los vectores aislados, también conducen a una reducción significativa en los títulos con la 20
inserción del elemento de aislador cHS4 de 1,2Kb de longitud completa en el LTR 3' de los vectores lentivirus. Hay 
informes similares de disminución de títulos virales o transmisión inestable con vectores de gamma retrovirus que 
contienen inserciones en el 3' LTR. Esta reducción en los títulos se vuelve prácticamente limitante para la ampliación 
de la producción de vectores para ensayos clínicos, especialmente con vectores que portan casetes de expresión 
relativamente grandes, como el gen de la β-globina humana (hβ) y la región de control de locus (LCR), que tienen 25
títulos moderados incluso sin elementos aislantes.

No se han abordado los efectos de las inserciones de fragmentos exógenos en el LTR en el ciclo de vida viral. Por lo 
tanto, se estudió el mecanismo por el cual se insertó cHS4 u otros insertos en los títulos inferiores víricos LTR 3' de 
los vectores lentivirales. La LTR grande inserta títulos más bajos a través de una restricción posterior a la entrada en 
la transcripción inversa, y aumenta la recombinación homóloga en las LTR del ADNc viral, reduciendo así la cantidad 30
de ADN del virus disponible para la integración. Estos resultados tienen implicaciones importantes para el diseño 
vectorial para la terapia génica clínica. Los estudios sobre el elemento (cHS4) del sitio 4 hipersensible de pollo, un 
aislador prototípico, han identificado motivos CTCF y USF-1/2 en los 250 bp proximales de cHS4, denominados 
"núcleo", que proporcionan actividad de bloqueo potenciador y reducen los efectos de posición. Sin embargo, el núcleo 
por sí solo no aísla eficazmente los vectores virales. Mientras que el cHS4 de longitud completa tiene excelentes 35
propiedades aislantes, su gran tamaño compromete severamente los títulos de los vectores. Se realizó un análisis de 
estructura-función de los vectores lentivirus flanqueantes de cHS4 y se analizó la expresión transgénica en la progenie 
clonal de células madre hematopoyéticas y se analizaron los cambios epigénicos en cHS4 y el promotor transgénico.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, el núcleo solo redujo la variedad clonal en la expresión. 
La actividad única del aislador residía en las secuencias distales de cHS4 de 400 bp, que cuando se combinaban con 40
el núcleo, restauraban la actividad completa del aislador y abrían marcas de cromatina sobre el promotor transgénico 
y el aislador. Estos datos consolidan la actividad del aislador conocida del núcleo 5' canónico con un nuevo elemento 
3' 400 bp con propiedades similares al núcleo. Juntos, tienen excelentes propiedades aislantes y títulos virales. Estos 
datos tienen implicaciones importantes con respecto a la comprensión de la base molecular de la función del aislador 
y el diseño vectorial de terapia génica.45

En una realización, la presente descripción proporciona un método para aumentar el título de vectores lentivirales 
mediante la incorporación de uno o más aisladores de cromatina de longitud reducida que contienen partes funcionales 
de un aislador de cromatina de longitud completa. En otra realización, las partes funcionales se derivan de un único 
tipo de aislador de cromatina de longitud completa. En otra realización, el aislador funcional de longitud reducida 
comprende partes funcionales de dos o más variedades separadas de aisladores de cromatina. En otra realización, el 50
aislador de cromatina de longitud reducida funcional se deriva de un elemento (cHS4) de sitio 4 hipersensible de pollo. 
En otra realización, el aislador funcional de longitud reducida es un aislador derivado de cHS4 de 650 pares de bases 
o menos. En otra realización, uno o más aisladores derivados de cHS4 de longitud reducida se combinan con otras 
modificaciones con un vector de expresión de lentiviral SIN para aumentar el título y mejorar la estabilidad de la 
expresión transgénica. En otra realización, se añaden uno o más aisladores derivados de cHS4 de longitud reducida 55
a un vector que contiene una secuencia señal (poliA) de poliadenilación heteróloga inversa de una LTR 3' viral y una 
secuencia USE en la deleción de U3.

Enfermedad de anemia falciforme

La enfermedad de anemia falciforme (por sus siglas en inglés, SCD) afecta al gen de la β-globina y es uno de los 
defectos génicos más comunes, lo que resulta en la producción de una globina falciforme defectuosa (HbS, comprende 60
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dos moléculas normales de globina βfalciforme y dos moléculas de globina, denominadas como a2βS
2). La HbS polimeriza 

tras la desoxigenación y cambia la forma de los glóbulos rojos discoides (RBCs) a formas extrañas de 
falciformes/gancho. Los RBCs falciformes obstruyen la microvasculatura, causando dolorosos eventos isquémicos 
agudos de órganos y daño crónico de órganos que acorta la vida útil de los pacientes con SCD a 45 años. Esta 
enfermedad afecta a más de 110,000 americanos, con 1000 recién nacidos con SCD nacidos cada año y casi 1000 5
bebés nacidos con esta enfermedad anualmente en África.

Las opciones terapéuticas para SCD son extremadamente limitadas e implican un trasplante de células madre 
hematopoyéticas (HCT) de la médula ósea. HCT está disponible solo para el 10-15% de los pacientes con donantes 
de hermanos normales compatibles y a menudo se asocia con efectos secundarios inmunes graves. La hemoglobina 
fetal (HbF, compuesta de globinas α y γ, α2γ2) se produce durante la vida fetal y los primeros 6-9 meses de edad y 10
tiene fuertes propiedades anti-falciformes y protege al bebé de la falciformación en el primer año de vida. De hecho, 
las personas con persistencia hereditaria de HbF que tienen SCD son asintomáticas. La hidroxiurea, un fármaco 
quimioterapéutico que aumenta la HbF, está aprobada por la FDA para mejorar los síntomas de SCD. Sin embargo, 
la hidroxiurea no funciona para todos los pacientes y, debido a la ingesta diaria de por vida, se asocia con un 
cumplimiento deficiente. Por lo tanto, se necesitan mejores opciones terapéuticas para SCD.15

La corrección génica de las células madre autólogas de la médula ósea (células madre hematopoyéticas) con un 
vector lentivirus que codifica el gen de la γ-globina podría producir permanentemente la producción de la HbF anti-
falciforme, evitando así la anemia falciforme eritrocítica. Este método tiene ventajas sobre las terapias disponibles en 
la actualidad, incluida su disponibilidad para todos los pacientes, particularmente aquellos que no tienen un hermano 
donante compatible, y el hecho de que sería un tratamiento único, que da como resultado una corrección de por vida 20
y carente de cualquier efecto secundario inmune. Un enfoque efectivo de terapia génica revolucionará la forma en que 
se trata la SCD y mejorará los resultados de los pacientes con este trastorno devastador.

Determinación de parámetros críticos de la corrección de la enfermedad: anemia falciforme

Como se describe en el presente documento, la administración lentiviral de γ-globina humana bajo elementos de 
control reguladores de β-globina en HSC da como resultado una expresión de HbF posnatal suficiente para corregir 25
SCA en ratones. La cantidad de HbF y HSC transducidas se redujo, utilizando acondicionamiento de intensidad 
reducida y multiplicidad variable de infección (MOI), para evaluar los parámetros críticos necesarios para la corrección. 
Una cuantificación sistemática de los índices funcionales y hematológicos de RBC, la patología de los órganos y la 
duración de la vida fueron críticos para determinar la cantidad mínima de HbF, células F, células HbF/F y HSC 
modificados genéticamente necesarios para revertir el fenotipo falciforme.30

Como se describe adicionalmente en el presente documento, la mejoría de la enfermedad se produjo cuando la HbF 
excedió el 10%, las células F constituyeron dos tercios de los RBCs circulantes, y las células HbF/F representaban un 
tercio de la hemoglobina total en los glóbulos rojos; y cuando aproximadamente el 20% de las HSC modificadas con 
sGbG repoblaron la médula. La corrección génica se mantuvo en receptores de trasplante primario o secundario 
seguidos a largo plazo. El presente estudio describe un método para determinar el quimerismo mínimo de HSC para 35
la corrección de una enfermedad hematopoyética en un modelo in vivo, lo que contribuiría al diseño de dosis de células 
y regímenes de acondicionamiento para lograr HSC genéticamente corregidos en ensayos clínicos en humanos. 
Además, este estudio aborda la dosis del gen y la dosis de células madre hematopoyéticas modificadas por el gen 
necesarias para la corrección de un defecto genético.

En una realización, la presente descripción proporciona un método para determinar el quimerismo mínimo de HSC 40
para la corrección de una enfermedad hematopoyética en un modelo in vivo. En otra realización, el acondicionamiento 
de intensidad reducida antes del trasplante se usa como un método para variar el quimerismo de HSC. En otra 
realización, la proporción de HSC transducidas y copia/célula del vector varía transduciendo las células en un intervalo 
de MOI (30-100). En otra realización, el MOI es 20-120. En otra realización, el quimerismo mínimo determinado y la 
dosis génica se pueden usar para diseñar regímenes de dosis y acondicionamiento celular para lograr HSC 45
genéticamente corregidas equivalentes en ensayos clínicos en humanos. En otra realización, el acondicionamiento de 
intensidad reducida se usa antes del trasplante en un entorno clínico para reducir la morbilidad relacionada con el 
trasplante. En otra realización, la enfermedad hematopoyética es anemia falciforme. En otra realización, la enfermedad 
hematopoyética es la β-talasemia.

Terapia génica para la enfermedad de células falciformes a través de la gamma globina mutante50

Como se describe en el presente documento, un gen de γ-globina mutante mejorado se ha diseñado a partir de un 
vector lentivirus, sGbGM. Este vector tiene una mayor tendencia a formar HbF y mejores propiedades anti-falciformes, 
lo que resulta en una corrección superior de SCD en modelos de ratón SCD homocigotos estrictos. El gen diseñado 
para la γ-globina tiene una mayor afinidad para unirse a la α-globina sin alterar su función, mejorando así en gran 
medida la eficacia de la formación de HbF en los RBCs y dando como resultado un efecto anti-falciformación mucho 55
más eficaz que corregirá el fenotipo SCD.

Como se describe adicionalmente en el presente documento, el vector sGbGM diseñado tiene una tendencia dos veces 
mayor a formar HbF que el gen de γ-globina nativo del vector sGbG y corrige fácilmente los ratones falciformes UAB 
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eficazmente. Ambos vectores corrigen SCD en ratones falciformes Berkeley. Por lo tanto, el vector sGbGM proporciona 
el doble de la cantidad de HbF por copia de vector en ratones falciformes en comparación con el vector sGbG. Además 
de proporcionar una mayor cantidad de HbF, la HbF mutante producida por el vector sGbGM también confiere RBCs 
falciformes con una vida útil mucho más larga en comparación con la HbF natural, debido a la reducción de la 
falciformación. Por consiguiente, este vector puede corregir eficazmente la MSC en pacientes humanos.5

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor la invención reivindicada y no deben interpretarse como 
limitantes del alcance de la invención. En la medida en que se mencionen materiales específicos, es meramente para 
fines de ilustración y no pretende limitar la invención.

Ejemplo 110

Los elementos Cis lentivirales necesarios para el empaquetado eficaz de casetes transgénicos grandes como la β-
globina

Este estudio investigó si las secuencias cis no codificantes de lentivirus desempeñaron un papel específico en la 
exportación de ARN, el empaquetamiento o la expresión de β-globina. El ciclo de vida del vector se estudió en los 
auto-inactivadores del lentivirus-(SIN), portadores del gen de la β-globina y la región de control de locus (BG), o ADNc 15
de GFP. El análisis sistemático comenzó con un lentivirus SIN mínimo completamente "destripado" que portaba solo 
la región de empaquetado; y lentivirus SIN que contienen elementos cis de VIH crecientes, junto con un gamma-
retrovirus-SIN. Se descubrió que (i) el gamma retrovirus SIN o un GFP destripado/mínimo lentiviral SIN que codificaba 
GFP generaba títulos elevados y mediaba la expresión de GFP alta. (ii) Sin embargo, el gamma-retrovirus-SIN o el 
lentiviral SIN destripado que codifica BG o un transgén grande de tamaño similar tenían títulos apenas detectables en 20
comparación con el lentiviral SIN que portaba los elementos cis. (iii) La adición sistemática de elementos cis demostró 
que Rev/RRE era más esencial, seguido de secuencias aceptoras de empalme gag y env, para el 
ensamblaje/empaquetamiento eficaz de partículas de lentivirus, no para la exportación de ARNm. Sin embargo, estas 
secuencias cis de VIH eran prescindibles para transgenes más pequeños. Estos estudios identifican elementos cis
clave de lentivirus y el papel que desempeñan en vectores que portan insertos grandes, y tienen implicaciones 25
importantes para la terapia génica.

Ejemplo 2

Expresión de BG del SIN-γRV destripado

Se ha postulado que los γRV no pueden expresar con éxito la hβ-globina debido a la interferencia transcripcional entre 
los fuertes elementos promotores/potenciadores de γRV LTR y el potenciador interno de LCR. SRS11.SF es un SIN-30
γRV que codifica el ADNc de GFP bajo el control de un promotor/potenciador interno del virus de formación de foco 
de bazo (SFFV). El SFFV-GFP en SRS11.SF se reemplazó con BG, un casete de expresión que se utilizó con éxito 
en un SIN-LV estándar para lograr la expresión terapéutica de la β-globina humana en la talasemia, para generar 
SRS11.BG. La razón para usar SRS.11, a pesar de la notoriedad de β-globina γ RV fue: (i) contiene la región mínima 
de empaquetado (Ψ), carece de secuencias de gag y puede portar una carga útil de vector más largo, pero retiene 35
títulos extremadamente altos; (ii) porta una eliminación U3 de 400 bp larga del LTR 3', comparable a la eliminación en 
SIN-LV. (iii) Los elementos LCR grandes nunca se han probado en γRV debido a restricciones en la carga útil del 
vector.

Los títulos infecciosos y la expresión de los vectores SRS11.BG y SRS11.SF γRV se compararon en la línea celular 
de eritroleucemia murina (MEL). La expresión de la proteína p-globina humana era casi indetectable a partir de células 40
MEL transducidas con SRS11.BG, en contraste con la alta expresión de GFP en células transducidas con SRS.11 SF. 
Los títulos virales no concentrados de SRS11 BG versus SRS11.SF vector fueron 6,8 ± 5x103 UI/mL versus 4 ± 0,2x106

UI/mL. Las transcripciones de ARN viral (ARNv) apenas se detectaron en células 293T con el SRS11.BG mediante 
análisis de transferencia Northern (datos no mostrados). Por lo tanto, la producción de ARNv de BG y partículas virales 
a partir de yRV, incluso aquellas optimizadas para un diseño SIN y una alta carga útil de vectores, se vio gravemente 45
afectada.

Ejemplo 3

Expresión de transgenes grandes/pequeños a partir de LV estándar o destripado/mínimo

En contraste con el SIN- γ RV usado en el presente documento, el SIN-LV "estándar" comúnmente usado retiene 
partes relativamente grandes de secuencias virales que representan aproximadamente el 20-25% del genoma del 50
VIH. Estos elementos cis son: el LTR (634 bp para VIH LTR de tipo natural (wt) o 235 bp para SIN-LV LTR), la señal 
de empaquetamiento Ψ (150 bp), la parte 5' del gen gag (300 o 600 bp), secuencias env que incluyen el elemento de 
respuesta rev (RRE, 840 bp) y el tracto tejido/tracto de polipurina (cPPT) del gen pol (120 bp).

Para examinar el requisito de secuencias cis para GFP versus BG, el casete CMV-GFP se clonó en a) las secuencias 
cis que contienen SIN-LV "estándar» enumeradas anteriormente (sSIN-GFP), y b) un SIN-LV mínimo "destripado" 55
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donde la secuencia gag, RRE y el resto de las secuencias env se eliminaron y solo se retuvo la región Ψ (dsSIN-GFP; 
Fig. 1A). Los títulos del mínimo dsSIN-GFP LV fueron solo 2 veces más bajos que los títulos del LV sSIN-GFP 
"estándar» Fig. 1B; p<0,01; n = 3. En marcado contraste con los vectores GFP, la diferencia en títulos de los vectores 
BG LV-SIN, sBG-6 y sBG-1 estándar análogos y destripados BG fue de 1100 veces p <0,01; n = 4; (Fig. 1B). 
Claramente, las secuencias no codificantes de LV son necesarias para la producción de partículas de LV y/o para la 5
expresión de β-globina; y estas secuencias tienen un efecto pronunciado en los títulos infecciosos de LV que codifican 
el gen de la β-globina, pero no en los que codifican GFP. A continuación, los vectores se construyeron con un casete 
transgénico de tamaño similar, CMV-FANCA-IRES-GFP (FIG) como sBG (Fig. 1A) en el SIN LV "estándar" (sFIG) o 
destripado (dsFIG). La misma dependencia de la FIG en las secuencias cis del LV: los títulos del vector dsFIG fueron 
tres órdenes de magnitud más bajos que los de sFIG (Fig. 1B). Por lo tanto, los elementos cis del LV son prescindibles 10
para insertos pequeños, pero necesarios para títulos altos de insertos grandes.

Ejemplo 4

Construcciones del LV diseñadas para estudiar el papel de las secuencias cis

Para estudiar qué secuencias cis del LV particulares eran importantes para este efecto, y en qué etapa del ciclo de 
vida del vector afectaban, se clonó una serie de diez vectores SIN-LV; todos ellos con el casete BG pero con diferentes 15
elementos cis no codificantes lentivirales (Fig. 2). La razón para estudiar secuencias específicas de env (RRE y SA) y 
gag en el contexto de BG fue: (i) El elemento RRE en el fragmento env en un LV "estándar" facilita el transporte de 
transcripciones no empalmadas/empalmadas individualmente desde el núcleo después de la unión con la proteína 
Rev. (ii) Los sitios de empalme env juegan un papel fundamental en la estabilidad del ARNv y su disponibilidad para 
el empaquetamiento, y la ausencia de secuencias conocidas de aceptor de empalme inversa (SA) da como resultado 20
actividad de la secuencia represora (CRS) que actúa en cis, lo que dificulta la acumulación citoplasmática de ARN de 
VIH-1. (iii) Una parte del gen gag se retiene en vectores para ayudar al empaquetamiento de ARNv. Las secuencias 
gag promueven el plegamiento de la estructura secundaria de ARN de la señal de empaquetamiento, facilitan la 
interacción del ARNv con las proteínas Gag durante la formación de partículas y son importantes para la dimerización 
del ARNv. Las secuencias asignadas al sitio donante de empalme 5' y los primeros 360 bp del gen gag dirigen el 25
ARNm viral sin empalmar y empalmado individualmente a compartimentos subnucleares específicos desde donde se 
exporta con la ayuda de Rev/RRE.

El primer vector (sBG-1) mantuvo solo la señal de empaquetamiento (que contiene el sitio donante de empalme 5') y 
el cPPT/tejido (Fig. 2). A partir de este vector, el RRE, el resto del fragmento env que contiene el SA y dos fragmentos 
gag de diferentes tamaños (360 bp y 630 bp) se clonaron secuencialmente en sBG-2, sBG-3, sBG-5 y sBG-6. Para 30
verificar la actividad del aceptor de empalme (SA), la secuencia en el fragmento env fue mutada por mutagénesis 
específica de sitio de PCR (sBG-4). En los últimos cuatro vectores, todo el fragmento env, incluido el RRE, se eliminó 
por primera vez, dejando solo la versión larga y corta de los fragmentos gag (sBG-9, sBG-10); o adicionalmente 
añadido RRE (sBG-7, sBG-8) inversa de los fragmentos gag largos y cortos.

Ejemplo 535

Títulos virales con inclusión de diferentes secuencias cis del VIH

Los vectores sin el elemento RRE (sBG-1, sBG-9 y sBG-10) tenían un título concentrado que variaba de 5,5 ± 2,1x105

UI/mL a 1,7 ± 1,4x106 UI/mL, que era de 2-3 órdenes de magnitud menor que los vectores que llevan la secuencia 
RRE (sBG-2 a sBG-8; p<0,01). De hecho, cuando solo se añadió la secuencia RRE a sBG-1 para generar sBG-2, el 
título aumentó en más de 100 veces (5,5 ± 2,1x105 UI/mL versus 8,7 ± 6,5x107 UI/mL; p <0,01; Fig. 3).40

La adición del fragmento env que contiene el sitio SA aumentó los títulos de los vectores 3-5 veces: 2,9 ± 0,9x108

UI/mL para sBG-3 versus 8,7 ± 0,7x10 7 UI/mL para sBG-2 (p <0,01). Este efecto fue específico para el SA, ya que los 
títulos del vector sBG-4, que contiene la secuencia env con un SA mutado, fueron 1,1 ± 0,61x108 UI/mL, y fueron 
similares a los del sBG-2 que solo transporta el RRE (sBG4 vs. sBG-3 p <0,01). La adición de un fragmento largo y 
corto de gag a env (RRE y SA) que contiene los vectores sBG-5 y sBG-6, respectivamente, mostró un aumento 45
adicional en los títulos en ~ 4-5 veces, con títulos de sBG-6 llegando a 6,3 x108 UI/ml (sBG-4 frente a sBG-5 y sBG-6 
p <0,01). Los datos sugirieron que la parte más larga de gag no era necesaria para títulos altos de BG. Sin embargo, 
los títulos de los vectores que portan solo los fragmentos gag cortos/largos, sin RRE y env de fueron bajos (sBG-9 y 
sBG-10), en comparación con aquellos que también contienen RRE (sBG-7 y sBG-8; p<0,01). Los títulos de sBG-7, 
8, 9 y 10 variaron de 9,4 ± 4,7x105 UI/ml a 1,4 ± 0,4x108 UI/ml. Los títulos mejoraron más de 3 a 5 veces con la 50
inclusión de env de SA. Por lo tanto, el fragmento gag solo, o la combinación gag/RRE no fue suficiente para conferir 
títulos óptimos a los vectores BG, lo que sugiere que las secuencias cis del VIH-1 actuaron cooperativamente.

Para estudiar si el fuerte efecto del RRE sobre los títulos virales dependía de Rev, el vector sBG-6 se empaquetó con 
y sin Rev. En estos experimentos, el sistema de empaquetamiento se cambió de 3 plásmidos a un sistema de 4 
plásmidos, en donde Rev y Gag-Pol se proporcionaron a partir de diferentes plásmidos. Los títulos de sBG-6 fueron 55
aproximadamente 400 veces más altos con Rev (3,8 ± 0,3x107 UI/mL) que sin la proteína Rev (9,4x ± 5,8x104 UI/ml; 
p <0,01), lo que demuestra la interacción de Rev con RRE fue necesario para títulos altos.

Tomados en conjunto, estos datos indican que VIH-1 Rev/RRE, gag y env de SA fueron críticos para títulos altos de 
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LV que transportan una carga grande como BG o FIG, aunque son prescindibles para casetes pequeños basados en 
GFP.

Ejemplo 6

Papel de los elementos cis del LV en el ciclo de vida del vector

Con el fin de evaluar el papel de los elementos cis del LV en la estabilidad y expresión proviral, se realizó un análisis 5
de transferencia Southern genómico en células MEL transducidas.

Sorprendentemente, dadas las dificultades previas con los reordenamientos genómicos de hβ-globina que contiene γ 
RV, solo se detectó una banda proviral del tamaño esperado en la mayoría de los LV Fig. 4A. Algunos vectores de 
título bajo eran indetectables al nivel de sensibilidad de una transferencia Southern. El posterior análisis de 
transferencia Northern en las células de empaquetamiento confirmó que los transcritos de ARNv de longitud completa 10
esperados se generaron a partir de todo el LV (Fig. 5A), confirmando que el LV que porta el casete BG grande no 
requiere secuencias cis para una transmisión estable.

Para determinar si las secuencias cis del LV afectaban el nivel de expresión de los provirus BG integrados, las células 
MEL se transdujeron con los vectores sBG-1 a sBG-10 en un intervalo de multiplicidad de infección. La intensidad de 
fluorescencia media (MFI) se comparó en grupos de células MEL con un porcentaje similar de células que expresan 15
hβ-globina (15-20%), excepto en vectores con títulos bajos, donde solo se pudo lograr un pequeño porcentaje de 
transferencia génica. El MFI de la población de células MEL transducidas fue comparable entre todos los vectores 
(que van desde 62 a 110 unidades arbitrarias), incluido el de los vectores de bajo título (Fig. 4B). Por lo tanto, los 
elementos cis del LV no jugaron un papel importante en la regulación de la expresión de BG.

Con el fin de determinar el papel de RRE, gag y env de SA en la producción de ARNv y la exportación citoplasmática, 20
las etapas del ciclo de vida del vector que podrían perjudicar la generación de ARNv de longitud completa en las 
células de empaquetamiento, su posterior exportación citoplasmática, ensamblaje y empaque en partículas de 
vectores fue estudiado.

ARN El ARN total, citoplasmático y nuclear se fraccionó a partir de células de empaquetamiento 293T transfectadas 
con sBG-1 a través de sBG-10. La Figura 5A muestra un análisis de transferencia Northern en el ARN total sondeado 25
con la sonda de hβ-globina. Se determinaron correctamente las bandas de tamaño de ARNv intacto de todos los 
vectores, incluidos los vectores sin RRE (sBG-1, sBG-9 y SBG-10). Las transcripciones de ARNv empalmadas y no 
empalmadas solo estaban presentes para los vectores sBG-3, sBG-5 y sBG-6, ya que estos vectores portan el sitio 
env de SA. Por lo tanto, no se produjo un empalme aberrante apreciable en ninguno de los esqueletos del LV, lo que 
confirma la falta de recombinación del gen de la hβ-globina y los elementos LCR, y los resultados contrastantes 30
informados con γ RV.

Significativamente, todos los vectores con títulos muy bajos, incluidos sBG-1, sBG-9 y sBG-10 que no contienen RRE, 
produjeron ARNv en cantidades que eran comparables o superiores a los vectores de título más altos (sBG-5 y sBG-
6) Dado que este hallazgo fue inesperado, la transferencia Northern se repitió en un experimento separado, con 
fraccionamiento de ARN total y citoplasmático, con resultados idénticos.35

Rev/RRE se ha caracterizado mejor por la exportación de ARNv de longitud completa al citoplasma. Por lo tanto, la
siguiente etapa fue determinar si RRE contribuyó a títulos altos a través de la exportación de ARNv. El análisis de 
transferencia Northern mostró cantidades similares de ARNv en el citoplasma de vectores análogos sin o con RRE 
(sBG-1 versus sBG-2, sBG10 versus sBG-8 y sBG-9 versus sBG-7; Fig. 5B). La relación de ARN citoplasmático a ARN 
total en transferencias Northern de dos experimentos separados se muestra en 6E. Las transcripciones de ARNv 40
citoplasmático fueron solo 2 veces mayores en sBG-2, en comparación con sBG-1. Lo contrario se observó con los 
vectores sBG-10 y sBG-9, donde las transcripciones de ARNv citoplasmático fueron ~ 2 veces más altas que los 
vectores análogos sBG-8 y sBG-7, que contenían el RRE. Dado que la diferencia en títulos entre vectores con y sin 
RRE fue de 2-3 órdenes de magnitud, RRE probablemente jugó un papel mínimo en el aumento de la exportación 
nuclear de transcripciones de ARNv a través de estos vectores.45

Ejemplo 7

Los elementos cis del LV, incluyendo el RRE, mejoran el empaquetamiento

Después se determinó el efecto de las secuencias cis sobre la eficacia del empaquetamiento analizando los niveles 
de ARNv, p24 y la transcriptasa inversa (RT) viral asociada en partículas de virus purificadas de los diez vectores 
procesados de manera idéntica. La Figura 6A muestra un análisis representativo de transferencia de puntos de sBG1 50
a través de LV de sBG-10. La cantidad de ARNv detectado es proporcional al título del vector para la mayoría de los 
vectores, según lo determinado por el análisis de fosfo-imager, lo que indica un bloqueo en la eficacia de 
empaquetamiento en vectores que carecen de secuencias cis (Fig. 6B-C).

Hubo algunas excepciones que sugirieron que las secuencias cis pueden tener algún efecto en las etapas posteriores 
a la entrada de células objetivo: el ARN en las células 293T y los títulos infecciosos de sBG-2 y sBG-4 fueron 55
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comparables, aunque el ARNv de sBG-4 fue 4 veces mayor. Parece que el ARNv de sBG-4, incluso cuando se 
empaqueta más eficazmente, puede no ser estable después de la entrada de la célula objetivo debido a la ausencia 
de env de SA, que se sabe que estabiliza el ARN. sBG-6 y sBG-7 tenían la misma cantidad de ARNv pero el título de 
sBG-7 fue 4-5 veces menor; aquí de nuevo sBG-7 no tenía la env de SA. sBG-5, que contiene la región inhibidora de 
gag, tenía un ARNv más alto, pero títulos más bajos.5

En general, la cantidad de ARNv de BG empaquetada en partículas virales se correlacionó con la transducción/títulos 
infecciosos en las células diana, a pesar de los altos niveles de ARNm producidos en las células de empaquetamiento 
con los 10 vectores. La actividad de p24 fue similar en todas las preparaciones de virus concentrados (Fig. 6D), lo que 
sugiere que las partículas virales similares (que no contienen ARNv) se formaron eficazmente con todos los vectores.

Ejemplo 810

Tamaño, carga útil y título de γRV y LV 

Los títulos del LV estándar que portan BG son bajos para comenzar, y requieren una gran concentración. Sin embargo, 
los títulos caen precipitadamente (en tres órdenes de magnitud) con la eliminación de los elementos cis del VI. Quizás 
estas secuencias LV protegen el ARNv largo de la degradación en las células de empaquetamiento mientras 
promueven el ensamblaje, mientras que el ARNv corto de GFP se empaqueta eficazmente sin tales requisitos. El título 15
bajo del BG LV 'destripado' no proviene del ARN antisentido que surge del promotor del gen de la β-globina insertado 
en la orientación inversa con respecto al transcrito de ARNv LTR 5' en células 293T. No hubo transcripción antisentido 
en la transferencia Northern con ninguno de los vectores. Además, las transcripciones de β-globina son específicas 
de eritroides y no se producen en células 293T. Además, el casete FIG que era similar en tamaño a BG, pero en 
sentido de orientación también tuvo el mismo efecto en títulos que BG.20

Ejemplo 9

Elementos cis y ciclo de vida del vector

Varios resultados únicos e inesperados surgieron de este estudio: (i) en células de empaquetamiento, se produjeron 
grandes cantidades de transcripciones con todo BG LV en contraste con ARN apenas detectable con BG γRV. Una 
posibilidad es que las secuencias mínimas del VI (regiones R, U5 y)) confieran estabilidad al ARNv de BG en 25
compartimentos subcelulares específicos. Por lo tanto, se observan grandes cantidades de ARNv en las células 293T 
incluso del LV destripado, una diferencia esencial del BG γRV. (ii) BG ARNv tenía el tamaño esperado y se exportó 
eficazmente al citoplasma incluso en ausencia de Rev/RRE, lo que contradice la creencia de que el éxito de los 'genes 
de globina' en LV es secundario a las funciones arquetípicas de RRE de prevenir el empalme y exportación de ARNv. 
(iv) el ARNv se empaquetó eficazmente en viriones cuando el LV destripado codificó un pequeño transgén tal como 30
GFP. Estos datos confirman que las secuencias cis del LV, además de la secuencia de empaquetamiento mínima, 
son prescindibles para pequeños transgenes.

Ejemplo 10

Papel de RRE en el empaquetamiento

La interacción Rev/RRE fue más crítica para el empaquetamiento y la producción de virus de título alto, mientras que 35
la función bien establecida de Rev/RRE en la exportación del ARNv genómico y la supresión del mensaje empalmado 
no fue prominente en BG LV. En el virus del VIH de tipo natural, se requiere la presencia de Rev/RRE a lo largo de 
toda la ruta de transporte y utilización de ARNm para la estabilización, la localización subcelular correcta y la traducción 
eficaz de ARNm que contiene RRE. Los datos presentados aquí confirman y amplían un estudio reciente que muestra 
que RRE tuvo un efecto menor en los niveles de ARNv citoplasmático, pero redujo los títulos virales aproximadamente 40
100 veces. Además, muestra que el requisito de Rev/RRE es específico para grandes transgenes, pero prescindible 
para casetes de expresión pequeños. A diferencia de un informe anterior en la literatura, la presente investigación no 
vio un papel de RRE en la estabilización de ARNv, ya que se observaron cantidades iguales o mayores de ARNv con 
vectores sin RRE. El mecanismo probable es la capacidad de RRE de participar en el ensamblaje y empaquetamiento 
viral.45

Ejemplo 11

Papel de las secuencias env de SA y gag

Se ha demostrado que la presencia de env de SA estabiliza el genoma viral, lo que resulta en una mayor producción 
de virus. La presencia de SA también puede estabilizar el ARNv a un nivel posterior a la entrada, ya que algunos 
vectores sin el env de SA, en comparación con los vectores análogos con el env de SA, tenían el mismo ARN-v pero 50
tenían una transducción/título más bajo en las células diana. La secuencia gag, con una mutación de codón de inicio 
para evitar la traducción de la proteína gag, ayuda a la producción de LV durante el empaque viral. En este estudio se 
determinó que este requisito era específico para casetes transgénicos grandes. También se demostró que la 
eliminación de una secuencia inhibidora presente entre 414 bp y 631 bp del gen gag que previamente se ha 
demostrado que disminuye la estabilidad de los ARN que contienen gag, aumentó los títulos en 3,5 veces.55
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En conclusión, esta investigación describe las etapas en el ciclo de vida viral afectado por las secuencias cis no 
codificantes cuando LV codifica casetes transgénicos grandes; y su dispensabilidad para transgenes más pequeños 
como GFP. Estos resultados proporcionan una nueva visión en el diseño vectorial LV. El LV destripado/mínimo podría 
diseñarse para pequeños transgenes terapéuticos, que serían menos recombinogénicos y más seguros en 
aplicaciones de terapia génica.5

Ejemplo 12

Diseño vectorial virales

LV: para clonar el vector sSIN-GFP, se modificó el LTR 3' de una cadena principal SIN-LV estándar utilizado 
previamente para mejorar la terminación de la transcripción: se añadió la señal de poliadenilación de la hormona de 
crecimiento β inversa del LTR 3' y una secuencia USE derivada señal de poliadenilación tardía de SV40 se añadió en 10
la deleción de U3. El dsSIN-GFP se obtuvo eliminando el fragmento ClaI-NruI del plásmido sSIN-GFP. Se clonó un 
sitio de clonación múltiple (MCS-ClaI-Eco47III, XhoI, SmaI, SalI, EcoRI: 
CCATCGATAGCGCTCTCGAGCCCGGGGTCGACGAATTCC) en los sitios ClaI y EcoRI de sSIN. El casete de β-
globina-LCR (BG) se clonó en orientación inversa en los sitios XhoI y SmaI y esta construcción original se denominó 
sSIN-BG. Se obtuvo sBG-0 eliminando la región entre Eco47III y NruI, dejando solo la secuencia de empaquetamiento 15
de VIH-1 (Ψ) siguiendo el LTR 5' de sSIN-BG. El cPPT se clonó en el sitio sBG-0 ClaI (sBG-1). Los fragmentos de 
PCR para RRE, RRE-env, gag corto (360 bp), gag largo (630 bp) se clonaron en el sitio romo XhoI, y estos vectores 
se denominaron sBG-2, sBG-3, sBG-10, sBG-9, respectivamente. Secuencias de cebadores, donde F denota 
cebadores directos y R denota cebadores inversos:

RRE_F: ATAAACCCGGGAGCAGTGGGAATA; 20

RRE_R: ACATGATATCGCAAATGAGTTTTCC;

ENV_R: ACATGATATCATACCGTCGAGATCC;

GAG_F: ACTGCTCTCGAGCAATGGGAAAAAATTCGGT;

GAG_1R: ACTGCTCTCGAGGCAGCTTCCTCATTGATG;

GAG_2R: ACTGCTCTCGAGATCAGCGGCCGCTTGCTGT.25

Se insertó una mutación de cambio de marco en la secuencia 5' de gag en el codón de inicio para desactivar el sitio 
de inicio de gag, usando el cebador Gag F que inserta el dinucleótido CA en el gag ATG. Los vectores SBG-7 y SBG-
8 se obtuvieron clonando fragmentos de PCR gag largo y gag corto en el sitio XhoI de SBG-2. Se realizó una mutación 
puntual para interrumpir el sitio SA en la secuencia env usando los cebadores MutSA_F 
(TATCGTTTCGAACCCACCTCC) y MutSA_R (GGAGGTGGGTTCGAAACGATA) para generar sBG-4 (la secuencia 30
CA wt SA dentro del fragmento Env fue mutada en CGA). Se obtuvo sBG-5 clonando el fragmento de PCR gag largo 
en el sitio Xhol de sBG-3. El PLÁSMIDO Γ RV: SRS11.SF Γ RV FUE PROPORCIONADO AMABLEMENTE POR LOS DRS. AXEL 

SCHAMBACH Y CHRISTOPHER BAUM, (HANNOVER, ALEMANIA). EN EL VECTOR SRS11.BG, LA Β-GLOBINA-LCR HUMANA (BG), SE 

CLONÓ EN ORIENTACIÓN INVERSA EN EL SITIO PSTI DEL PLÁSMIDO DEL VECTOR RETROVIRAL SRS11.SF. TODOS LOS DIBUJOS 

ANIMADOS DE VECTORES SE REPRESENTAN EN LA FIGURA 2.35

Ejemplo 13

Producción de virus

El LV se produjo por co-transfección transitoria de células 293T, como se describió previamente usando los plásmidos 
del vector, el empaquetado (∆8.9) y los plásmidos de la envoltura (VSV-G); El sobrenadante que contiene el virus se 
recogió a las 60 horas después de la transfección y se concentró por ultracentrifugación. Todos los vectores en un 40
experimento se empaquetaron simultáneamente y el virus se concentró 1400 veces de todos los sobrenadantes virales 
por ultracentrifugación a 25.000 rpm. Los títulos virales se determinaron infectando células de eritroleucemia de ratón 
(MEL) o células HT1080 con dilución en serie de virus concentrado, diferenciándolas y analizándolas para determinar 
la expresión de HbA o GFP mediante un clasificador de células activado por fluorescencia (FACS) como se describió 
anteriormente. γ RV se produjeron de manera similar pero no concentrada. Todas las transfecciones y la valoración 45
posterior se realizaron por triplicado. El empaquetamiento de los vectores, con y sin Rev, se realizó siguiendo un 
método similar, excepto que el plásmido de empaquetamiento ∆8.9 se reemplazó con pMDLg/pRRE y pRSV-Rev. La 
relación del plásmido vector: pM-DLg/pRRE: pRSV-Rev: VSV-G fue 4:4:3:1.

Ejemplo 14

Líneas celulares50

La línea de células de eritroleucemia murina (MEL) y las células 293T se mantuvieron en medio Eagle modificado por 
Dulbecco (DMEM, Mediatech, Inc., Herndon, VA) suplementado con suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor al 
10% (US Biotechnologies, Inc, Parker Ford, PENSILVANIA). Se indujo a las células MEL a diferenciarse en DMEM 
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que contenía FBS al 20% y 5 mM de N, N'-hexametilen bisacetamida (Sigma), como se describió previamente en la 
técnica.

Ejemplo 15

Tinción de HbA y análisis FACS

La metodología utilizada para etiquetar la β-globina humana usando el anticuerpo anti-HbA humano fue como se 5
describió previamente. Brevemente, las células se fijaron en paraformaldehído al 4% durante 60 minutos a temperatura 
ambiente, se lavaron una vez con solución salina tamponada con fosfato (BPS) y el sedimento se resuspendió en 
metanol al 100% durante 5 minutos. Las células fijadas se lavaron después con BPS, y se bloqueó la unión de 
anticuerpos inespecíficos (Ab) usando leche en polvo sin grasa al 5% durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Posteriormente, las células se lavaron en BPS, se granularon y se permeabilizaron. Las células se dividieron en 2 10
tubos y se tiñeron con isotiocianato de anti-zeta globina-fluoresceína (FITC) Ab (1 µg/106 células) como control 
negativo o con anti-HbA-FITC Ab (0,1 µg/106 células) (Perkin Elmer, Waltham, MA) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente en la oscuridad. El Ab sin unir se eliminó mediante un lavado final con BPS antes de analizarlos en FACS 
Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Ejemplo 1615

Transferencia Northern total y ARN citoplasmática

Las células 293T se cultivaron y se lavaron en BPS 72 horas después de la transfección. El aislamiento del ARN 
nuclear y citoplasmático se obtiene con una incubación de 7 minutos en hielo con tampón NEB (Tris-HCl 10Mm pH 
7,4; NaCl 10mM, MgCl2 3mM; IGEPAL al 5%). Después de la centrifugación, se añadió ARN-STAT (Tel-Test, INC, 
Texas) al sobrenadante que contiene ARN citoplasmático, y se procedió a la extracción de ARN siguiendo las 20
instrucciones del fabricante. El ARN total se extrajo de células 293T usando ARN-STAT. La transferencia de Northern 
se realizó según el protocolo estándar. La transferencia se hibridó con una sonda β-globina marcada con 32P. Para 
normalizar la carga de ARN, las membranas fueron despojados y re-sondaron con una sonda 18S marcada con 32PS. 
Para probar la pureza de las membranas de ARN citoplasmático, se despojaron y se volvieron a probar con una sonda 
marcada con 32P específica para la sonda de intrón GAPDH que no detectó transcripción intrónica en la preparación 25
citoplasmática.

Ejemplo 17

Transferencia Southern genómica

El ADN genómico se realizó en ADN aislado de células MEL transducidas y se digirieron 10µg de ADN genómico con 
la enzima AflII y se realizó la transferencia Southern según el protocolo estándar. La transferencia se hibridó con un 30
fragmento HS2 de la sonda LCR de β-globina. Se extrajo ARNb de transferencia de puntos de ARNm de los mismos 
volúmenes de virus concentrados utilizando el Mini Kit de ARNv de QIAamp (Qiagen) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Brevemente, el virus se lisó en condiciones altamente desnaturalizantes y después se unió a una 
membrana a base de gel de sílice. los contaminantes se lavaron eficazmente en dos etapas de lavado y el ARNv se 
eluyó en 30 µl de DEPC-agua. Después de la elución, el ARNv se trató durante 20 minutos a temperatura ambiente 35
con ADNsa I, la ADNsa I de grado de amplificación (Invitrogen, Carlsbad, CA) se inactivó incubando la muestra a 65°. 
El ARNv se desnaturalizó después en 3 vol de tampón de desnaturalización (65% de formamida, 8% de formaldehído, 
MOPS IX) durante 15 minutos a 65°. Después de la desnaturalización se añadieron 2 vol. de 20X SSC enfriados con 
hielo y el ARN se unió a una membrana de nylon por aspiración a través de un aparato de transferencia de puntos. La 
transferencia se hibridó con una sonda específica de β-globina marcada con 32P y se expuso a una película de rayos 40
X durante la noche.

Ejemplo 18

Aisladores de cromatina - generalmente

Los aisladores de cromatina separan los dominios transcripcionales activos y bloquean la propagación de la 
heterocromatina en el genoma. Los estudios sobre el elemento del sitio 4 hipersensible de pollo (cHS4), un aislador 45
prototípico, han identificado motivos CTCF y USF-1/2 en los 250 bp proximales de cHS4, denominados "núcleo", que 
proporcionan actividad de bloqueo potenciador y reducen los efectos de posición. Sin embargo, el núcleo por sí solo 
no aísla eficazmente los vectores virales. El cHS4 de longitud completa tiene excelentes propiedades aislantes, pero 
su gran tamaño compromete severamente los títulos de los vectores. Se realizó un análisis de estructura-función de 
los vectores lentivirus flanqueantes de cHS4 y se analizó la expresión transgénica en la progenie clonal de células 50
madre hematopoyéticas y se analizaron los cambios epigénicos en cHS4 y el promotor transgénico. El núcleo solo 
redujo la variedad clonal en la expresión. La actividad única del aislador residía en las secuencias distales de cHS4 
de 400 bp, que cuando se combinaban con el núcleo, restauraban la actividad completa del aislador y abrían marcas 
de cromatina sobre el promotor transgénico y el aislador. Estos datos consolidan la actividad del aislador conocida del 
núcleo 5' canónico con un nuevo elemento 3' 400 bp con propiedades similares al núcleo. Juntos, tienen excelentes 55
propiedades aislantes y títulos virales. Estos datos tienen implicaciones importantes con respecto a la comprensión 
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de la base molecular de la función del aislador y el diseño vectorial de terapia génica.

Ejemplo 19

Construcciones vectoriales y diseño experimental

Los vectores de lentivirus auto-inactivadores fueron diseñados para incorporar el "núcleo" de 5' 250 bp (sBGC), dos 
repeticiones en tándem del núcleo (sBG2C), 5' 400 bp (sBG400), 5' 800 bp (sBG800) o el aislador (sBG-I) 1,2 Kb de 5
longitud completa. Todos los vectores portaban el gen y el promotor de la β-globina humana y el potenciador de la 
región de control de locus. Los diferentes fragmentos de aislador se clonaron en la orientación hacia adelante en la 
región U3 de 3 'LTR, de modo que, tras la transcripción inversa, el provirus integrado en las células objetivo tiene el 
LTR 3' aislado copiado en el LTR 5', y flanquea la expresión de hβ-globina casete en ambos extremos. Para evaluar 
si los elementos fuera del núcleo de 5' 250 bp simplemente proporcionaban un andamiaje espacial, también se 10
probaron vectores con espaciadores de ADN inerte inversa del núcleo, sBG400S y sBG800S. Todos los vectores se 
compararon con el control no aislado, sBG (Figura 7A).

Primero, las células MEL se infectaron con cada uno de los vectores lentivirus y se identificaron clones MEL integrantes 
individuales (Figura 7B). Todos los análisis se realizaron solo en clones MEL de copia única que portaban hβ-globina 
y se verificó que tenían secuencias de aislador intactas por PCR, y se sometieron a qPCR para el número de copias 15
del vector; La expresión de hβ-globina se analizó mediante FACS: 1) el porcentaje de células que expresan hβ-globina 
(% de células hβ+) se usó para determinar los efectos de posición cromosómica, y 2) la variación de la expresión de 
la expresión de hβ-globina en células dentro de un clon , según lo determinado por el coeficiente de variación (CV), 
se utilizó para determinar la variedad clonal en la expresión (Figura 7C). El análisis de ChIP se realizó en las histonas 
sobre las regiones aislantes y el promotor del gen hβ-globina en los diferentes provirus para estudiar las modificaciones 20
epigenéticas. Los efectos de la posición de la cromatina de estos vectores se confirmaron in vivo, en RBC de ratones 
con talasemia Hbbth3/+ trasplantados con HSC transducidas con vector 24 semanas después del trasplante. Después 
se realizaron trasplantes secundarios y se analizaron las CFU-S de un solo integrante después de los trasplantes para 
determinar la proteína hβ-globina y el ARNm. En ratones, el análisis hematológico y la HPLC para la proteína hβ-
globina se realizaron adicionalmente para cuantificar la expresión.25

Ejemplo 20

Regiones de cHS4 necesarias para proteger de los efectos de posición de la cromatina

Según los resultados anteriores, un porcentaje muy alto de células hβ+ estaba presente en los clones sBG-I de un 
solo integrante en comparación con los clones de control sBG (P<0,01); el % de células hβ+ en los clones sBGC, 
sBG2C, sBG400 y sBG800 no fueron significativamente diferentes de los clones de control sBG (Figura 8A) Para 30
garantizar que la presencia de cHS4 en el LTR no sesgaba la integración, y que el análisis era realizado en distintos 
clones, mediante LM PCR y secuenciación del sitio de integración en diez clones sBG o sBG-I MEL seleccionados al 
azar. Las inserciones ocurrieron cerca/en genes distintos entre clones aislados y no aislados, sin sesgo aparente. La 
presencia del núcleo de cHS4 (sBGC), o secuencias extendidas del aislador inverso del núcleo, hasta 800 bp, no 
aumentó aún más el % de células hβ+; tampoco lo hicieron las repeticiones en tándem de la secuencia central, a pesar 35
de que esta última ha demostrado conferir un efecto de bloqueo potenciador en sistemas basados en plásmidos.

Otro fenómeno visto con la expresión transgénica es la variedad clonal, definida como niveles variables de expresión 
en células hijas con el mismo sitio de integración. Una forma cuantitativa de determinar la variedad clonal es mediante 
el análisis FACS de clones transducidos y el cálculo del coeficiente de variación (CV) de expresión del transgén
alrededor de la expresión promedio del transgén en el clon. El CV es una medida de variabilidad sin unidades calculada 40
como la relación entre la desviación estándar de la muestra (DE) y el promedio de la muestra. Se observó un alto CV 
en los clones sBG no aislados (Figura 2B). El CV se redujo significativamente en todos los vectores que contenían el 
núcleo de 5' 250 bp. Estos resultados se confirmaron en clones derivados de vectores que portaban espaciadores de 
ADN inertes inversos al núcleo: sBG400S y sBG800S, lo que demuestra que la reducción de CV era específica del 
núcleo del aislador, y en contraste con los datos sobre el % de células hβ+, que requirió que el aislante de longitud 45
completa estuviera presente.

Fue notable que la PCR para secuencias de aisladores mostró ausencia de las secuencias de aisladores solo en 
provirus sBG2C, con 6 de 24 clones (25%) de clones MEL que tenían ambas copias del núcleo eliminadas de ambos 
LTR. No se observó deleción de las secuencias aislantes en los clones de todos los demás vectores. El análisis de 
transferencia Southern de los grupos MEL de sBG2C confirmó la deleción de una/ambas copias del núcleo en la 50
mayoría de las células. La transcripción inversa de secuencias repetidas, que se sabe que producen eventos de 
recombinación en vectores retrovirales, probablemente causó una transmisión inestable del vector con secuencias 
centrales repetidas. Este efecto del núcleo frente al cHS4 de longitud completa se confirmó in vivo, en ratones con 
talasemia. Se analizaron los RBC de sangre periférica para determinar la expresión de hβ-globina 6 meses después 
del trasplante. El análisis FACS en los RBC de los grupos de ratones sBG, sBGC, sBG2C, sBG400 y sBG-I (los 55
gráficas representativos que se muestran en la Figura 9A) muestran que el % de RBC hβ+ fue significativamente 
mayor solo en el grupo de ratones sBG-I, en comparación con sBG grupo de ratones, como los datos en las células 
MEL; y el CV fue significativamente menor en todos los vectores que portaban el núcleo (P<0,01; Figura 9B-C). 
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Tomados en conjunto, estos datos indican que se requiere el cHS4 de longitud completa para proteger contra los 
efectos de la posición cromosómica.

Ejemplo 21

Efectos de la posición de la cromatina en la progenie clonal de HSC murino después de trasplantes secundarios

Los efectos de la posición de la cromatina se confirmaron a continuación en una sola copia secundaria de CFU-S. El 5
ensayo de unidades formadoras de colonias secundarias de bazo (CFU-S) se considera el ensayo más estricto que 
es un 'estándar de oro' para estudiar los efectos epigénicos de los elementos aislantes de cromatina en células 
derivadas de células madre hematopoyéticas. Notablemente, no se observaron mediante FACS CFU-S transducidos 
que fueron positivos mediante PCR para secuencias específicas de vectores que no expresaban hβ-globina, lo que 
es consistente con los resultados informados sobre la falta de silenciamiento transgénico con vectores de lentiviral SIN 10
específicos de eritroides. El análisis FACS para (1) % de células hβ+ y (2) eritroblastos positivos para TER-119 no 
mostró diferencias en el porcentaje de células TER-119+ entre los diferentes grupos de vectores (no se muestra). Sin 
embargo, un porcentaje significativamente mayor de células hβ+ solo estaba presente en CFU-S secundario con el 
vector sBG-I. Nuevamente, el CV fue significativamente menor en CFU-S transducido con todos los vectores que 
portan el núcleo, en comparación con sBG transducido CFU-S no aislado (Figura 3D-E). El análisis de RT-PCR en 15
tiempo real en seis CFU-S seleccionados al azar de cada grupo de ratones mostró que, en comparación con el vector 
sBG, la expresión de ARNm a partir del CFU-S de sBG-I fue aproximadamente 2 veces mayor. Sin embargo, la 
expresión de CFU-S transducida de sBGC, sBG2C y sBG400 no fue significativamente diferente de la CFU-S de sBG. 
Tomados en conjunto, estos datos indican que las secuencias centrales de 5' 250 bp en sBGC, sBG400, sBG400S, 
sBG800 y sBG800S redujeron específicamente la variedad clonal de la expresión de hβ-globina. Sin embargo, se 20
requirió el elemento cHS4 de longitud completa para mejorar la probabilidad de expresión de diferentes eventos de 
integración.

Ejemplo 22

Patrones de acetilación y metilación de histonas en la región central y la región promotora de p-globina en vectores 
aislados25

A continuación, las modificaciones epigenéticas que acompañan a los efectos específicos observados con las diversas 
regiones aislantes se determinaron comparando los niveles relativos de las marcas de histona activa acH3, acH4 y 
H3K4me2 y las marcas de histona represiva H3K9me3 y H3K27me3 entre diferentes provirus en clones MEL. El 
análisis de chips se realizó en el núcleo de cHS4 en tres clones representativos que se agruparon para cada vector 
(los clones elegidos se muestran como círculos rellenos en la Figura 8A) mediante PCR semicuantitativa (Figura 10B-30
C) y PCR en tiempo real) (Figura 10D-F). Los clones que llevan los integrantes del vector sBG-I mostraron un 
enriquecimiento de aproximadamente 6 veces las marcas de cromatina activa y disminuyeron las marcas de cromatina 
represiva sobre el fragmento "núcleo" de cHS4, en comparación con sBGC, sBG400 y sBG800, tres vectores que 
portaban el "núcleo".

Las modificaciones de histona se analizaron sobre el promotor de hβ-globina en el vector no aislado (sBG) y todos los 35
demás vectores, que portaban el "núcleo", para evaluar si las diferencias en los patrones de histona sobre el promotor 
transgénico en vectores pueden haber contribuido a la reducción de la variedad clonal. Hubo una reducción pequeña 
pero significativa en los patrones de cromatina represiva H3K27me3 con los provirus sBGC, sBG400 y sBG800, en 
comparación con el provirus sBG no aislado (Figura 10F, panel derecho). Sin embargo, con el provirus sBG-I, donde 
estaba presente la actividad máxima del aislante, la región promotora de la hβ-globina había reducido notablemente 40
los patrones de cromatina represiva.

Estos datos muestran que las secuencias "centrales" y la extensión del núcleo hasta los 5' 800 bp de cHS4 redujeron 
las marcas de activación sobre el promotor transgénico en pequeña medida. Sin embargo, una reducción importante 
en las modificaciones de histonas reprimidas sobre cHS4 y la región promotora del transgén solo se produjo cuando 
las secuencias distales 3' 400 bp de cHS4 estaban además presentes.45

Ejemplo 23

Parámetros hematológicos en ratones con talasemia trasplantados con HSC transducidos con vectores no aislados y 
aislados

La anemia, la reticulocitosis y otros índices de RBC mejoraron incluso con el vector sBG (Figura 11A), según los 
informes publicados con vectores de lentivirus de hβ-globina no aislados. La hemoglobina de los ratones trasplantados 50
control fue de 7,7 ± 0,2 gm/dL y el grupo de ratones sBG fue de 10,4 ± 0,7, con 1,2 copias de vectores por célula. 
Cabe destacar que el grupo de ratones sBG-I tenía una hemoglobina más alta y el recuento de reticulocitos más bajo, 
a pesar de tener la mitad de las copias de vectores por célula en comparación con el grupo de ratones sBG 
(hemoglobina 11 ± 0,2 gm/dL; 0,6 copias de vectores por célula). Cuando se normaliza la eficacia de transducción, 
esto equivale a un aumento de 5,2 gm en la hemoglobina por copia de vector en ratones sBG-I sobre ratones control, 55
en contraste con un aumento de 2,3 gm en la hemoglobina por copia de vector en los ratones sBG. Los parámetros 
de RBC de los ratones experimentales mostraron una mejora significativa (Figura 11A; tenga en cuenta que estos 
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datos no están normalizados para el número de copias de vectores). La mejora en estos índices fue mayor con los 
ratones sBG-I, aunque no significativamente diferente a menos que se normalice para la copia del vector.

El análisis mediante HPLC para la proteína hβ-globina en sangre confirmó una expresión significativamente mayor de 
hβ-globina solo en los ratones sBG-I: el 43 ± 3% de la hemoglobina total en los glóbulos rojos se obtuvo de la hβ-
globina (hβ2mα2) en ratones sBG-I en comparación a 19 ± 6% en los ratones sBG, mientras que en el grupo de 5
ratones sBGC, sBG400 y sBG2C no fue significativamente diferente del control (Figura 11B). La expresión de hβ-
globina humana y los parámetros hematológicos en el grupo de ratones sBG2C fueron similares a los observados en 
el grupo de control no aislado.

Ejemplo 24

Actividad del aislador en la región 3'400 de cHS410

Dado que los 5' 800 bp de cHS4 solo redujeron el CV, mientras que la actividad completa del aislador se restableció 
con el aislador de 1,2 Kb de longitud completa. Se generó un vector que portaba solo la región distal/3' 400 bp de los 
clones MEL derivados de cHS4 (sBG3'400) y los ratones se trasplantaron con células LSK transducidas con sBG3'400. 
Tenga en cuenta que, a diferencia de los vectores descritos anteriormente, este vector no contiene las secuencias de 
"núcleo" de 5'250 bp (Figura 12A). El vector sBG3'400 no tuvo efecto sobre el % de células hβ+ en clones MEL o el % 15
de RBC hβ+ en ratones (Figura 6B, D), un efecto comparable a los clones sBG, o aquellos que portan el "núcleo" de 
5' 250 bp (sBGC). Sin embargo, como todos los vectores que llevan el núcleo 5', sBG3'400 redujo significativamente 
el CV de la expresión de hβ-globina en clones MEL y en RBC (Figura 12C, E).

La cantidad de proteína hβ-globina en los ratones sBG3'400, determinada mediante análisis HPLC, no fue 
significativamente diferente de la sBG (17,5 ± 3% versus 19,5 ± 5,6%), pero fue al menos 2 veces menor que la 20
observada en el ratón-sBG-I (43 ± 3%; P<0,01) (Figura 12F). En general, la 3' 400 bp de cHS4 tuvo una actividad muy 
similar al núcleo de 5' 250 bp (Figura 9): redujo la variedad clonal, reflejada en un CV reducido de la expresión de hβ-
globina en clones MEL y en RBC, pero no tuvo efecto sobre la parte de hβ-globina que expresa los glóbulos rojos. Se 
confirmaron los efectos "similares al núcleo" de la 3' 400 bp en una única copia secundaria de CFU-S secundaria 
(Figura 12G-H), con resultados similares a los del vector sBGC (Figura 9D-E). La región 3' 400 no tiene secuencias 25
de consenso conocidas para CTCF o USF-1, y esta región no ha sido analizada previamente. Cabe señalar que ni el 
núcleo 5' ni la 3' 400 bp, cuando están presentes solos, fueron capaces de mejorar la probabilidad de expresión de 
integrantes/proteger de los efectos de posición.

Ejemplo 25

Actividad del aislador del "núcleo" 5' combinado con la 3' 400 bp30

Cuando se combinaron el núcleo de 5' 250 bp y las secuencias de 3' 400 bp del aislador cHS4 (vector sBG650; Figura 
13A), este vector se comportó de manera similar al vector sBG-I - en clones MEL, en RBCs de ratones trasplantados 
y en CFU-S secundaria. La proporción de células que expresan hβ-globina en clones sBG650 MEL y RBC (Figura 
13B-D) fue significativamente mayor en comparación con los clones sBG (P <0.001), y fue similar a los clones sBG-I. 
Asimismo, el CV de los clones sBG650 fue comparable a los clones sBG-I (Figura 13C). La expresión de hβ-globina 35
en el RBC de ratones primarios fue comparable a la de los ratones sBG-I (Figura 13D). La cantidad de proteína hβ-
globina en los ratones sBG650, determinada mediante análisis HPLC, no fue significativamente diferente de los 
ratones sBG-I (41 ± 2,6% versus 43 ± 3%, respectivamente), pero fue al menos 2 veces mayor que eso visto en los 
ratones sBG (19 ± 6%; P <0,01). Cinco meses después del trasplante, se realizaron trasplantes secundarios para 
generar CFU-S, lo que confirmó que el vector sBG650 restableció una actividad aislante similar a la observada con el 40
vector sBG-I (Figura 13E). La configuración de cromatina sobre el núcleo en los provirus sBG650 (Figura 13F) mostró 
la restauración de los patrones de cromatina abiertos tanto sobre el núcleo del aislador como sobre el promotor de la 
β-globina, idénticos a los observados en los provirus sBG-I (Figura 10).

Ejemplo 26

Modificaciones epigenéticas en la región de 3'400 bp de cHS4 y su interacción con el núcleo45

La configuración de cromatina de la parte distal de 3' 400 bp de cHS4 no se ha estudiado previamente. Los patrones 
de histonas se analizaron primero sobre la región 3' 400 bp (sBG3'400) cuando estaban presentes solos (sBG3'400), 
o cuando se combinaron con el núcleo 5' (en sBG650 y sBG-I) (Figura 14). Los patrones de acetilación y metilación 
de las histonas en la región 3'400 del provirus sBG3'400 (Figura 14B) fueron similares a los observados en la región 
central de 250 bp en el provirus sBGC (Figura 10). Sin embargo, en los provirus sBG650 y sBG-I, las secuencias de 50
3' 400 bp tuvieron marcas de acetilación aumentadas y represión reducida, lo que demuestra una vez más que la 
combinación de los extremos proximal y distal de cHS4 es necesaria para los patrones de cromatina abierta. Este 
efecto era una reminiscencia del análisis de ChIP sobre la región central 5' o la región promotora de β-globina en sBG-
I (Figura 10D y F) o sBG650 (Figura 13F y G). Tomados en conjunto, el análisis génico y epigénico indicó que los 
extremos 5' y 3' del aislante funcionaban como dos núcleos, que interactuaban para modificaciones epigenéticas de 55
la cromatina en el aislador y el promotor, para impartir una actividad aislante adecuada.
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La región 3' 400 bp, sin embargo, no tiene motivos conocidos de CTCF o USF-1, que hayan demostrado impartir 
bloqueo potenciador y actividad de barrera, respectivamente, a cHS4. Es concebible; sin embargo, que CTCF y/o 
USF-1 tal vez puedan ser reclutados para la región 3'400. Usando anticuerpos contra USF-1 y CTCF, la cromatina se 
inmunoprecipitó a partir de los provirus sBGC, sBG3'400, sBG650 y sBG-I de clones MEL. El análisis de ChIP se 
realizó mediante PCR semicuantitativa y qPCR. Cuando se usaron cebadores en la región central para amplificar los 5
productos ChIP, fue evidente el reclutamiento de CTCF y USF-1 en la región central 5' (Figura 14C-D), como se 
anticipó y se mostró anteriormente. Curiosamente, cuando se usaron cebadores de la región 3'400 para amplificar los 
productos ChIP, el provirus sBG3'400 mostró enriquecimiento en CTCF, aunque a niveles algo más bajos que los 
observados en la región central. Más notablemente, sin embargo, los provirus sBG650 y sBG-I mostraron 
enriquecimiento tanto USF-1 en la región 3' 400 bp, un efecto visto cuando tanto el núcleo proximal como las 10
secuencias distales de 400 bp estaban presentes. La región 3' 400 bp, cuando estaba presente sola en sBG3'400, no 
se unía al USF-1 (Figura 14E-F). Estos datos indican que la región 3' 400 bp interactúa con CTCF a pesar de la falta 
del consenso de CCCTC, lo que puede explicar la actividad "similar al núcleo" en esta región y la interacción entre la 
región central 5' y la región 3' 400 de la región del aislador cHS4 (en sBG-I o sBG650) probablemente se produce a 
través de USF-1.15

Ejemplo 27

Títulos vectoriales con el aislador cHS4 de 650 bp

El cHS4 de 1,2 Kb reduce notablemente los títulos de los vectores de lentiviral SIN, limitando la producción de virus a 
gran escala para ensayos en humanos. Recientemente se ha demostrado que el mecanismo de reducción de títulos 
se debe específicamente a la longitud del inserto en el LTR 3'. En comparación con sBG, sBG650 tenía títulos muy 20
razonables que eran solo 2,5 ± 0,9 veces más bajos que sBG, en contraste con títulos de sBG-I 10,4 ± 2 veces más 
bajos (n = 3). Por lo tanto, este aislador optimizado puede usarse para el diseño vectorial de terapia génica más 
seguros que proporcionarían una expresión uniforme y, por lo tanto, más alta y serían escalables a la producción a 
gran escala.

Nosotros y otros hemos demostrado previamente que el aislador cHS4 de longitud completa protege los vectores 25
virales contra los efectos de la posición cromosómica. Sin embargo, los profundos efectos perjudiciales sobre los 
títulos virales han impedido su utilidad. Los intentos de usar solo los 5' 250 bp de cHS4, caracterizado por ser el núcleo 
del aislador, han fallado en los vectores virales a pesar de la actividad significativa del núcleo en los sistemas basados 
en plásmidos, y la pérdida de la actividad del aislador con mutaciones en estas regiones.

Se ha demostrado que las regiones que rodean el aislador cHS4 y el promotor de la β-globina tienen marcas 30
constitutivamente más altas de cromatina activa en la ubicación nativa. El cHS4 previene la propagación de 
heterocromatina al dominio de β-globina, incluso cuando los dominios de heterocromatina adyacentes tienen altas 
marcas represivas de histona, H3K9me3 y H3K27me3. Los clones que portaban los integrantes del vector sBG-I 
mostraron un enriquecimiento de las marcas de cromatina activas y una notable disminución de las marcas de 
cromatina represivas sobre el núcleo de cHS4 en comparación con los vectores sBGC, sBG400 y sBG800, donde no 35
se observaron diferencias significativas en estas marcas epigenéticas.

Mecánicamente, se ha demostrado que el elemento USF-1/2 en el aislador recluta enzimas modificadoras de histonas 
en el núcleo e interactúa con la histona lisina metil transferasa SET7/9 y el factor asociado a la proteína de unión a 
p300/CREB (PCAF), aumentando así marcas de cromatina activa. Sin embargo, no se observó tal aumento en acH3, 
acH4 y H3K4me2 sobre el núcleo o los 3' 400 bp cuando flanquearon el transgén en los vectores sBGC, sBG400, 40
sBG800 y sBG3'400. Este efecto requería que el vector llevara el cHS4 de longitud completa (sBG-I, Figura 10 y 14) 
o el vector sBG650 combinado de núcleo y 3'400 bp (Figura 13 y 14). El análisis de ChIP sobre el promotor de hβ-
globina mostró que, en comparación con un vector no aislado, el núcleo solo redujo las marcas de cromatina represiva 
sobre el promotor en cierta medida (Figura 10F), lo que puede explicar la reducción en CV de los vectores que portan 
el núcleo. Sin embargo, el núcleo dependía de la región de 3' 400 bp y, por el contrario, la región de 3' 400 bp dependía 45
del núcleo para el alto grado de acetilación de histonas y estaba ausente de marcas represivas mínimas en ambas 
regiones.

Los modelos propuestos para explicar el efecto de cHS4 sobre la cromatina circundante incluyen la protección contra 
el silenciamiento transgénico mediante la exclusión de proteínas de unión a metil-CpG; de hecho, se ha demostrado 
que cHS4 bloquea el silenciamiento por vectores retrovirales. No se observó la extinción de la expresión de β-globina 50
a lo largo del tiempo, incluso con el vector no aislado en ratones, o los clones MEL mantenidos hasta 6 meses en 
cultivo (datos no mostrados) Esto puede deberse a varios elementos USF-1 en los sitios hipersensibles de LCR de β-
globina, que han demostrado interactuar con los elementos de la caja E ubicados en HS2 y en el promotor del gen de 
la β-globina. Es concebible que esta resistencia al silenciamiento conferida por el LCR pueda anular cualquier actividad 
observada con el núcleo de cHS4. Estos resultados contrastan con los de Panell et al. de que los retrovirus, incluidos 55
los derivados del VIH-1, silencian predominantemente un gen indicador de beta-globina de la región de control de 
locus (LCR) en ratones transgénicos. Se analizó la metilación y posteriormente se informó que había una falta de 
metilación y extinción de CpG en la expresión con vectores de lentiviral SIN específicos para eritroides in vivo, en 
receptores primarios y secundarios. Estos datos sugieren que en los vectores eritroides, que de otro modo resisten el 
silenciamiento mediante la metilación del promotor, el cHS4 de longitud completa pudo modificar los patrones de 60
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histona sobre el promotor transgénico y sobre sí mismo para reducir los efectos de posición.

Curiosamente, el análisis in silico de la región 3' 400 bp no reveló sitios de unión a CTCF o USF1, sino sitios para 
múltiples factores de transcripción conocidos. Cualquiera de estos factores de transcripción, o tal vez una proteína 
nueva, puede ser el socio que interactúa con el CTCF y/o USF-1. CTCF regula directamente el equilibrio entre las 
marcas de cromatina activas y represivas mediante la unión al complejo de cohesina. Estos datos revelan que la región 5
3' 400 bp también puede interactuar con CTCF: aunque la co-inmunoprecipitación de 3'400 bp y CTCF del provirus 
sBG3'400 (Figura 14C-F) no tuvo éxito.

Curiosamente, los 3'400 bp co-inmunopreciparon con el anticuerpo USF-1 solo cuando las secuencias del núcleo 5' 
también estaban presentes, lo que sugiere que el USF-1 probablemente forma un puente entre el extremo 5' y 3' del 
cHS4 para reducir los efectos de posición. Sería importante determinar si los elementos dentro de 3' 400 bp reclutan 10
acetilasas de histonas que se unen a USF-1 o complejos de cohesina y/o nucleofos-fmina para afectar los efectos de 
posición.

En última instancia, se realizó un análisis génico y epigénico sistemático de la actividad del aislador del cHS4 in vitro 
e in vivo y se identificó una nueva actividad "similar a un núcleo" en los 3' 400 bp. Sin embargo, el 3' 400 bp de cHS4, 
que no contiene sitios de consenso para USF o CTCF, se une a CTCF, mientras que USF-1 parece unir y unir el núcleo 15
5' y los 3' 400 bp de cHS4. Los nuevos sistemas de vectores flanqueados por la secuencia optimizada de '650 bp' de 
cHS4, pueden proporcionar un excelente aislamiento del transgén sin pérdida significativa en los títulos virales y tienen 
importantes implicaciones de seguridad y eficacia para la terapia génica.

Ejemplo 28

Materiales y métodos - vectores lentivirales20

Todos los vectores se obtuvieron clonando los diferentes fragmentos de aisladores en sitios NheI/EcoRV en la región 
U3 de LTR 3' del plásmido lentiviral, como se describe. Este plásmido portaba el gen de la β-globina humana (h) y sus 
elementos reguladores (BG). Todos los fragmentos de aislador se amplificaron por PCR usando el plásmido aislante 
pJCI3-1 (proporcionado amablemente por el Dr. Gary Felsenfeld, NIH, MD) y se verificaron mediante secuenciación, 
como se describe. La clonación del vector hβ-globina con y sin el aislante cHS4 de 1,2 kb se ha descrito anteriormente. 25
El vector sBG1C se clonó insertando el producto de PCR del aislador del núcleo EcoRI/XbaI 250 bp en sBG en los 
sitios de restricción BamHI/EcoRI del plásmido bpS. Después se añadió una segunda copia del núcleo de 250 bp en 
el plásmido bpS de 1 núcleo en los sitios EcoRI/KpnI, obteniendo así el plásmido bpS de 2 núcleos. Las dos copias 
en tándem del núcleo de 250 bp se aislaron después digiriendo el plásmido bpS-2núcleo con KpnI/XbaI, y después se 
clonaron en el vector sBG, obteniendo sBG2C. Los vectores sBG400 y sBG800 se obtuvieron clonando los 2 productos 30
de PCR en los sitios sBG NheI/EcoRV. Los vectores que contienen espaciadores de ADN se obtuvieron amplificando 
diferentes tamaños de ADN de fago λ usando las siguientes combinaciones de cebadores: espaciadorF1 y 
espaciadorR1, espaciadorF1 y espaciadorR2, amplificando el ADN λ de 150 bp, 550 bp, respectivamente. Los 
fragmentos de PCR digeridos con Clal/EcoRI se unieron en sitios EcoRI/Clal en el plásmido central bpS-1, y los 
fragmentos de 400 bp y 800 bp del plásmido central bpS-1 se restringieron con HincII/XbaI y XbaI/XhoI, 35
respectivamente, y se clonaron en sitios NheI/EcoRV de sBG. El virus se produjo por cotransfección transitoria de 
células 293T y se tituló en células MEL.

Ejemplo 29

Materiales y métodos - líneas celulares

Las células MEL y las células 293T se mantuvieron en DMEM (Mediatech, Inc) suplementado con suero bovino fetal 40
inactivado por calor al 10% (FBS; US Bio-technologies, Inc.) y se diferenciaron como se describe. Las células MEL se 
transdujeron para lograr menos del 5% de eficacia de transducción para cada uno de los vectores probados y clonados. 
Aproximadamente 400 clones, derivados de tres transducciones independientes de cada vector, se seleccionaron por 
PCR para el gen de la hβ-globina; Se seleccionaron clones positivos para una región de aislador intacta. Los clones 
así identificados se sometieron a qPCR para integrantes individuales, expandidos y criopreservados. Un conjunto 45
completo de clones fue descongelado, diferenciado y analizado simultáneamente mediante FACS.

Ejemplo 30

Materiales y métodos: transducción y trasplantes de células madre hematopoyéticas murinas

Se usaron ratones de talasemia Hbbth3/+ para trasplantes. Todos los estudios en animales se realizaron utilizando 
protocolos aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales. El enriquecimiento de las células 50
madre/progenitoras hematopoyéticas de linaje-Sca-1 + c-kit + (LSK) se realizó en la suspensión de células individuales 
de la médula ósea mediante separación inmunomagnética y clasificación FACS (detalles en Materiales y Métodos 
suplementarios S1) Las células LSK se transdujeron en Stem Span (Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, BC) con 
sobrenadantes de vectores concentrados a una MOI de 10, dos veces a intervalos de 12 h como se describió 
anteriormente. Se trasplantaron 10.000 células LSK transducidas con células 2x105 LK en receptores de talasemia 55
irradiados con 10,75Gy. Ensayo de CFU-S: se diseccionaron unidades formadoras de colonias de bazo discretas 
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(CFU-S) el día 12 después del trasplante de células de médula ósea de ratones primarios 24 semanas después del 
trasplante, como se describió anteriormente.

Ejemplo 31

Materiales y métodos - Análisis para la expresión de hβ-globina

Se realizaron recuentos sanguíneos completos en un Hemavet (Drew Scientific, Inc, Oxford, CT, EE. UU.). El recuento 5
de reticulocitos se analizó tiñendo 1 µl de sangre completa con 200 µl de reactivo Retic-COUNT (BD Biosciences, CA) 
y se enumeró en el FACSCalibur (BD). El análisis cuantitativo de la proteína hβ-globina en RBC se realizó en 
hemolizados de sangre mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), como se describió anteriormente, 
y el análisis de ARNm cuantificado mediante RT-PCR en tiempo real usando cebadores y sondas validados específicos 
para hβ-globina (ABI Biosystems) usando murina α-globina para la normalización. El análisis FACS después de la 10
tinción intracelular para hβ-globina se realizó como se describió anteriormente.

Ejemplo 32

Materiales y métodos: inmunoprecipitación de cromatina (ChIP)

El análisis de chips se realizó en clones MEL como se describe con modificaciones menores. Brevemente, las 
muestras de ADN de la entrada y la fracción de cromatina unida a anticuerpos se analizaron mediante qPCR usando 15
SYBR green (Applied Biosystems) usando conjuntos de cebadores por triplicado, y los datos se analizaron como se 
describió previamente. La relación de enriquecimiento se determinó calculando la relación de ADN-ChIP a entrada de 
ADN y datos de modificación de histona normalizados para el control "sin anticuerpos" (IgG) y los cebadores 
correspondientes a la región 5' de necdina y la región promotora, como controles para la cromatina reprimida, para 
normalizar la eficacia de la inmunoprecipitación. Todas las partes de ADN-CHIP a entrada de ADN se calcularon como: 20
2 [Ct (Entrada) - Ct (ChIP)] dividido por [tasa de dilución (ChIP)/tasa de dilución (Entrada)]. Los valores de Ct de todos 
los productos de PCR fueron determinados por el software SDS 1.2 (Applied Biosystems). La media y los valores de 
SEM se determinaron para la diferencia de veces, y las pruebas t pareadas de dos colas para determinar la 
significación estadística (p <0,05).

Ejemplo 3325

Materiales y análisis de sitio de métodos-integración 

La reacción en cadena de la polimerasa mediada por ligadura (LM) se realizó según lo descrito por Modlich et al para 
mapear los sitios de integración usando cebadores y condiciones descritas (Arumugam, Mol Ther 2009, en cita de 
prensa).

Ejemplo 3430

Materiales y Métodos-Análisis Estadístico

Los vectores se compararon con el vector sBG de la prueba 't "de Student (sin emparejar y con dos colas). ANOVA 
(prueba de comparación múltiple de Dunnett) también se realizó entre grupos para comparaciones múltiples. Los datos 
se expresaron como media ± SEM. P <0,05 se consideró significativo.

Ejemplo 3535

Los lentivirus auto-inactivadores flanqueados por el elemento de aislador (cHS4) hipersensible de sitio-4 de pollo de 
1,2Kb proporcionan una expresión consistente y mejorada de transgenes, pero tienen títulos significativamente más 
bajos

Los lentivirus auto-inactivadores flanqueados por el elemento del aislador (cHS4) hipersensible del sitio 4 de pollo de 
1,2Kb proporcionan una expresión de transgenes mejorada y consistente, pero tienen títulos significativamente más 40
bajos. El alargamiento del casete transgénico de lentivirus en 1,2Kb adicionales mediante un casete interno no causó 
ninguna reducción adicional en los títulos. Sin embargo, cuando se colocaron secuencias de cHS4 o espaciadores de 
ADN inerte de tamaño creciente en el LTR 3', los títulos infecciosos disminuyeron proporcionalmente a la longitud del 
inserto. La etapa del ciclo de vida del vector afectada por los vectores que portaban el inserto LTR 3' de cHS4 grande 
se comparó con un vector de control: no hubo aumento en la transcripción de lectura completa con la inserción de 45
cHS4 de 1,2Kb en el LTR 3'. Se produjo una cantidad igual de ARNm viral de longitud completa en células de 
empaquetamiento y el ensamblaje/empaquetamiento viral no se vio afectado, lo que resultó en cantidades 
comparables de partículas virales intactas producidas por cualquiera de los vectores. Sin embargo, los lentivirus que 
portaban cHS4 en el LTR 3' se procesaron ineficazmente después de la entrada en la célula objetivo, con una 
transcripción inversa reducida y una eficacia de integración, y por lo tanto títulos de transducción más bajos. Por lo 50
tanto, los vectores con grandes inserciones en el LTR 3' se transcriben y empaquetan eficazmente, pero el inserto 
LTR dificulta el procesamiento del ARN viral y la transducción de las células diana. Estos estudios tienen implicaciones 
importantes en el diseño vectorial integradores.
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Ejemplo 36

El aumento de la longitud del genoma del vector en 1,2Kb no afecta los títulos virales

Un objetivo del estudio fue determinar si la reducción de títulos por cHS4 era secundaria a un alargamiento adicional 
de los genomas virales en el vector lentiviral hβ-LCR (BG) largo por otra parte. Se sabe que los genomas de ARN viral 
largos se empaquetan menos eficazmente en la integración de vectores. La replicación de gamma retrovirus 5
competentes elimina las secuencias añadidas y se recombina para volver a su tamaño viral original. En los vectores 
de gamma retrovirus que exceden el tamaño natural del virus, la reducción en los títulos ocurre en múltiples etapas 
del ciclo de vida viral: generación de genoma completo, encapsidación/liberación viral y eventos de recombinación 
post-entrada. En particular, los lentivirus de BG contienen insertos transgénicos de ~ 7 Kb y, por lo tanto, no producen 
genomas de ARN viral mayores que el tamaño natural/capacidad de empaquetamiento del virus VIH-1 de tipo natural. 10
Sin embargo, en los vectores de lentivirus, se ha demostrado que la disminución de los títulos virales de los insertos 
transgénicos de 6 Kb o más se debe a la reducción de la eficacia del empaquetamiento.

Los vectores no aislados BG y BGM se compararon recientemente con los vectores aislados análogos BG-I y BGM-I 
para efectos de posición. El vector de lentivirus BG lleva el hp y el LCR, mientras que un vector similar BGM lleva 
adicionalmente un inserto de ADNc de metilguanina metil transferasa (P140K) dirigido por el promotor PGK (PGK-15
MGMT) inversa del hp-LCR. El casete PGK-MGMT tiene un tamaño de 1,2Kb. Los vectores BG-I y BGM-I llevan 
además el aislador cHS4 de 1,2Kb en el LTR 3'. El virus se produjo y procesó de manera idéntica a partir de los cuatro 
vectores y se determinaron los títulos infecciosos, como se describió previamente. Los títulos del vector BG 
concentrado fueron 2 ± 0,5x108 UI/mL, mientras que el de BGM, que transportaba un casete interno adicional de 1,2Kb 
fue ligeramente mayor a 5 ± 0,8x108 UI/mL (n = 4). Por el contrario, la adición de cHS4 de 1,2Kb en el LTR 3' al vector 20
BG, denominado BG-I, dio como resultado una reducción en los títulos de casi 6 veces a 3,8 ± 0,8x107 UI/mL. Una 
adición adicional de un casete interno PGK-MGMT de 1,2Kb al vector BG-I, denominado BGM-I, no redujo más los 
títulos (Fig. 20B). Estos datos indican que la inserción de cHS4 en el LTR, y no el tamaño general del genoma viral, 
redujo los títulos virales. Ramezani et al observaron una reducción de 3 veces en los títulos de lentivirus cuando se 
insertó el cHS4 de 1,2Kb en vectores de lentivirus que codifican casetes de expresión transgénica relativamente 25
pequeños (2Kb de tamaño o menos). Los datos actuales son consistentes con sus resultados, aunque indican una 
reducción de 6-10 veces en los títulos con la adición de cHS4. También se observó en el presente estudio que la 
reducción en los títulos mediante la inserción de elementos aislantes en el LTR se produjo por un mecanismo distinto 
que no dependía del aumento del tamaño del genoma viral.

Ejemplo 3730

El tamaño del inserto en el LTR 3' es responsable de la reducción de títulos

Aunque los vectores LV utilizados no excedieron el tamaño natural del virus VIH-1, el tamaño del inserto de cHS4 
(1,2Kb) excedió el tamaño natural de la LTR de tipo natural (tenga en cuenta que la LTR wt tiene un potenciador de 
U3 de 400 bp adicional, que se elimina del LTR 3' auto-inactivador). Se realizó una experimentación para determinar 
si la disminución de los títulos virales se debió al alargamiento del SIN LTR más allá de su capacidad natural (400 bp), 35
o si los títulos fueron más bajos debido a secuencias específicas en el aislador, lo que podría afectar el 
plegamiento/unión del ARN viral proteínas celulares y por lo tanto limitan el empaquetado. Se construyeron series de 
vectores de p-globina en una cadena principal de lentivirus auto-inactivador, sSIN, que portaba fragmentos de cHS4 
de diferente longitud en el LTR 3' (Fig. 15a): los primeros 250 bp del aislador, también llamado núcleo, un fragmento 
de cHS4 de 400 bp, que coincide con el tamaño de la deleción del promotor/potenciador U3 en el 3' SIN LTR, y un 40
fragmento de cHS4 de 800 bp, para generar vectores sBGC, sBG400, sBG80, respectivamente. Estos vectores se 
compararon con un vector análogo "sin aislar", sBG, y un vector que porta el aislante de 1,2Kb de longitud completa, 
sBG-I. Además, se clonó un vector con dos copias del núcleo como repeticiones en tándem (250bpx2), sBG2C. Se ha 
demostrado que el núcleo de cHS4 tiene un 50% de actividad de bloqueo potenciador del aislador de longitud completa 
(1,2Kb); Se ha demostrado que el efecto del núcleo depende del número de copias, y se ha informado que las 45
repeticiones en tándem del núcleo de cHS4 tienen la misma capacidad de aislamiento que el cHS4 de 1,2Kb de 
longitud completa.

El virus se generó a partir de plásmidos sBG, sBGC, sBG400, sBG2C, sBG800, sBG-I mediante transfecciones transitorias 
concurrentes y concentración, y se tituló mediante citometría de flujo de células de eritroleucemia (MEL) de ratón
infectadas con diluciones en serie de los virus, como se describe. Las células MEL apoyan la producción de globina 50
de tipo adulto. Cada experimento fue replicado cuatro veces.

Se determinó que a medida que aumentaba el tamaño del inserto de cHS4 en el LTR 3', disminuían los títulos virales 
(Fig. 15b). Hubo una reducción leve, pero estadísticamente significativa, en títulos con insertos de 250 bp y 400 bp. 
Sin embargo, los títulos cayeron bruscamente a partir de entonces, proporcionalmente a la longitud del fragmento de 
aislador (Fig. 15b). Los títulos del vector con un aislador cHS4 de 1,2Kb de longitud completa, sBG-I fueron un orden 55
de magnitud menor que el vector de control no aislado, sBG. Es de destacar que el vector sBG2C, con una repetición 
en tándem de dos secuencias centrales de cHS4 (inserto de 500 bp) tenía títulos similares a sBG800.

Para garantizar que la reducción en los títulos no se debiera a secuencias específicas de cHS4 sino a un efecto del 
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tamaño del inserto LTR, se construyeron tres vectores adicionales, sBG400-S, sBG800-S y sBG1200-S. Estos vectores eran 
análogos a sBG400, sBG800 y sBG-I, excepto que contenían elementos espaciadores del ADN del fago λ inversa del 
núcleo de cHS4 para generar insertos 3 'LTR de 400 bp, 800 bp y 1,2 Kb, respectivamente (Fig. 15a) Las secuencias 
centrales de cHS4 se mantuvieron ya que la reducción en los títulos fue mínima (y no se observó en los experimentos 
iniciales) con el núcleo; y era importante determinar si las secuencias adicionales inversa del núcleo son necesarias 5
para una actividad óptima del aislador. Los títulos de los vectores que contenían espaciadores de ADN eran idénticos 
a los que contenían fragmentos de cHS4 de tamaño similar, y disminuyeron al aumentar el tamaño del fragmento en 
el LTR 3' (Fig. 15d). Estos datos muestran que el alargamiento de los 3 'LTR disminuyó los títulos y este efecto no fue 
de secuencias específicas en cHS4. Se ha informado que la RT del VIH-1 no es una polimerasa fuertemente procesiva; 
se disocia de su plantilla con frecuencia y el ADN viral se sintetiza en segmentos relativamente cortos. Por lo tanto, es 10
probable que a medida que aumenta el tamaño del inserto en el U3 LTR, haya una procesividad reducida a través del 
3 'LTR.

Ejemplo 38

La recombinación ocurre con elementos repetidos en el LTR 3'

Para detectar si se produjeron eventos de recombinación en las LTR a partir de la inserción de 2 copias del núcleo o 15
fragmentos de diferentes tamaños en la LTR, ~ 12-20 clones de células MEL transducidos con toda la serie de vectores 
aislados (sBGC, sBG400, sBG2C, se generaron sBG800 y sBG-I). Todos los clones que tenían una única copia de provirus 
integrado se identificaron usando qPCR, como se describió anteriormente. El núcleo de 250 bp del ADN genómico de 
cada clon se amplificó después, por una PCR estándar. Las secuencias del núcleo aislante podrían amplificarse a 
partir de clones derivados de todos los vectores excepto los derivados de células transducidas con sBG2C. En los 20
clones MEL sBG2C, el núcleo del aislador era indetectable en 6 de 24 (25%) clones de copia única por PCR, lo que 
sugiere la deleción de ambas repeticiones en tándem de secuencias centrales de cHS4 en la LTR 5' y 3' del provirus 
(Fig. 20D) Para analizar más a fondo la frecuencia de provirus recombinados, se realizó un análisis de transferencia 
Southern genómico en grupos de células MEL transducidas con sBG2C. El ADN genómico de las poblaciones de 
células sBG2C y sBG-I MEL se restringió con una enzima que cortaba dentro de las LTR. La figura 15E muestra las 25
longitudes esperadas del provirus con el vector sBG2C y el vector sBG-I, usados como control. Mientras que se observó 
una banda proviral única en las células MEL transducidas con sBG-I, el provirus sBG2C en las células MEL mostró la 
pérdida de una o ambas copias de las secuencias centrales de cHS4. De hecho, las bandas provirales que contienen 
dos copias intactas del núcleo no se detectaron al nivel de sensibilidad del análisis de transferencia Southern. Estos 
datos muestran que las repeticiones en tándem en sBG2C se recombinan a alta frecuencia. El vector sBG2C, por lo 30
tanto, tenía títulos virales más bajos de eventos de recombinación durante la transcripción inversa, en lugar del tamaño 
del inserto LTR. Estos resultados no fueron inesperados, ya que se ha demostrado que los elementos repetidos dentro 
de los vectores de gamma retrovirus y lentivirus se recombinan con frecuencia.

Ejemplo 39

Etapas en el ciclo de vida del vector afectado por insertos grandes en el LTR 3'35

Se ha demostrado que los genomas virales grandes en los vectores de ARN están limitados a nivel de 
empaquetamiento de ARN. En el presente estudio, no hubo ningún efecto sobre los títulos al aumentar la carga útil 
del virus en 1,2Kb, pero los títulos disminuyeron al aumentar la longitud del inserto en el LTR. A continuación, se 
exploró el mecanismo por el cual esto afectaba a los títulos virales. Se estudiaron las siguientes etapas en el ciclo de 
vida viral: 1) características del ARN viral producido en las células de empaquetamiento, 2) producción de partículas 40
virales, 3) etapas posteriores a la entrada: transcripción inversa, translocación nuclear, integración e integridad proviral.
Para todos estos estudios, el vector con el inserto más grande, sBG-I, se comparó con el vector sin el aislador, sBG.

Ejemplo 40

La inserción de cHS4 en el LTR 3' no altera la cantidad o la calidad del ARN viral en las células de empaquetamiento

El análisis de transferencia Northern se realizó en ARN derivado de las células de empaquetamiento 293T después 45
de la transfección transitoria con plásmidos sBG, sBG-I, junto con plásmidos de empaquetamiento (D8.9 y VSV-G). 
La transferencia se sondeó con fragmento de HP. La figura 16 muestra transcripciones de ARN viral de intensidad 
similar de las longitudes esperadas de los vectores sBG y sBG-I. La sonda no sondeó específicamente el ARN 28S y 
18S. Sin embargo, no hubo bandas adicionales aparte del ARN viral de longitud completa de la longitud esperada, lo 
que sugiere que no se produjo recombinación o empalme aberrante con la inserción del aislante. Por lo tanto, el ARN 50
viral se produjo eficazmente en las células de empaquetamiento, independientemente de la presencia de un inserto 
en el LTR.

Ejemplo 41

La inserción de cHS4 en el LTR 3' no aumenta la transcripción de lectura

Se realizó una experimentación para determinar si el inserto de cHS4 inverso de la señal de poliadenilación viral en el 55
LTR podría perjudicar la terminación de la transcripción del ARN viral. Se ha demostrado que las transcripciones leídas 
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están excluidas de la encapsidación y pueden disminuir los títulos virales. Aunque la transferencia Northern en la Fig. 
16 mostró el tamaño esperado de la banda de ARN viral y no hay transcripciones extrañas, se ha demostrado que la 
lectura transcripcional es mucho menor en los vectores de lentivirus, en comparación con los vectores de gamma 
retrovirus, que pueden no ser fácilmente detectable a través de una transferencia de Northern. Por lo tanto, se utilizó 
un ensayo basado en enzimas sensibles para estudiar la transcripción de lectura completa.5

Las construcciones de plásmidos se clonaron, en las que el LTR de VIH-1 de tipo natural, el LTR 3' de VIH-1 SIN con 
o sin el aislador (de los vectores sBG-I o sBG, respectivamente) se colocaron inversa al promotor EF1-α. Se colocó 
un casete IRES- cre sin promotor inverso de los LTRs, de modo que la expresión cre solo se produciría a partir de la 
lectura transcripcional del LTR. Un plásmido EF1a-IRES-cre sirvió como control positivo. Se transfectaron cantidades 
iguales de estos plásmidos en la línea celular indicadora, TE26, que expresa la β-galactosidasa proporcional a la 10
expresión de cre. Un plásmido GFP se co-transfectó con las construcciones de plásmido de lectura para normalizar la 
actividad de β-galactosidasa para la eficacia de la transfección. Un plásmido que portaba el receptor del factor de 
crecimiento del nervio de rata truncado sirvió como control negativo. Se generó una curva estándar que mostró una 
correlación lineal de la cantidad del plásmido IRES-cre de control positivo transfectado en células y la actividad de β-
galactosidasa medida por espectrofotómetro. No se observó un aumento significativo en la actividad de β-15
galactosidasa de las construcciones transfectadas que contienen el LTR lentiviral SIN aislado, en comparación con 
los que portal el LTR SIN el aislador cHS4. Los resultados del ensayo de β-galactosidasa fueron idénticos cuando se 
confirmaron por tinción con Lac-Z de células TE26 en placas en cubreobjetos. Estos resultados mostraron que la 
inserción del elemento cHS4 inverso de la señal de poliadenilación viral no aumentó la transcripción de lectura desde 
el LTR.20

Ejemplo 42

La producción de partículas virales que contienen genomas virales no se ve afectada por cHS4

Para determinar si el ARN viral se encapsidaba eficazmente en viriones, se midieron los niveles de p24, la actividad 
de la transcriptasa inversa (RT) asociada al virus y los niveles de ARN viral (Figs. 17a-c). El virus se generó de manera 
idéntica simultáneamente con los dos vectores, y se concentró de manera similar en tres experimentos separados. 25
Para garantizar la pureza de la preparación viral y la falta de contaminación de proteínas o plásmidos, el virus se 
sedimentó en un cojín de sacarosa y se sometió a digestión con ADNse para estos experimentos. La falta de 
contaminación del plásmido fue confirmada por un qPCR para el gen de resistencia a la ampicilina, presente en la
cadena principal del plásmido. Los mismos volúmenes de preparación de virus se sometieron después a ELISA p24 y 
ensayos de RT asociados a virus; y el ARN viral se extrajo para un análisis de transferencia de puntos. La Figura 17a 30
muestra que no hubo diferencia en la cantidad de RT asociada a virus entre los dos vectores. Los niveles de p24 en 
las preparaciones de virus sBG y sBG-I también fueron similares (Fig. 17b). Para garantizar que los viriones de sBG-
I contenían genomas virales y no eran virus vacíos como partículas; el virus se sometió a análisis de transferencia de 
puntos de ARN. Las figs. 17c-d muestra uno de los dos experimentos representativos. El ARN viral de sBG y sBG-I se 
cargó por duplicado en 4 diluciones diferentes de p24 (Fig. 17c); y la intensidad de los puntos cuantificados por 35
fosfoimager (Fig. 17d). Hubo una cantidad similar de ARNm viral encapsidado de cualquier vector. Estos datos 
sugieren que la inserción de un fragmento de 1,2Kb en el LTR no afectó la eficacia de empaquetamiento del ARNm 
viral o la producción de partículas virales.

Los resultados actuales con insertos grandes en el LTR contrastan con los de Sutton y sus colegas, donde los vectores 
de lentivirus con casetes transgénicos internos alargados se empaquetan de ineficazmente en viriones. Cantidades 40
iguales de partículas de virus producidas a partir de los vectores sBG y sBG-I, pero títulos significativamente más 
bajos infecciosos/de transducción sugieren un bloqueo posterior a la entrada de grandes virus portadores de insertos 
LTR, lo que resulta en unidades menos integradas.

Ejemplo 43

Grandes inserciones de LTR afectan la transcripción inversa y la integración del ADNc viral45

Se investigaron las etapas posteriores a la entrada; incluyendo transcripción inversa, translocación nuclear, integración
e integridad proviral. Transcripción inversa: las etapas de la transcripción inversa, la ubicación de los cebadores y las 
sondas qPCR y los productos de ADN viral se resumen en la Figura 18a. La transcripción inversa se inicia desde el 
sitio de unión del cebador cerca del extremo 5' del ARN genómico, y la síntesis de la cadena negativa procede al 
extremo 5' del genoma (ADN de parada fuerte de la cadena negativa (-ADNsss)). El -ADNsss recién formado se une 50
a la región 3'R del genoma (transferencia de la primera cadena), se reanuda la síntesis de ADN de cadena negativa, 
acompañada por la digestión con ARNsa H del molde de ARN viral. Se ha demostrado que la estructura secundaria 
del ARN viral en el extremo 3' es un determinante crítico para la transferencia de -ADNsss, para que el proceso de 
transcripción inversa sea eficaz. Por lo tanto, es probable que la presencia del aislador/inserto en la región U3 de la 
LTR 3' altere la estructura secundaria de la región involucrada en este proceso complejo, resultando en una 55
disminución general de la eficacia de la transcripción inversa.

Para evaluar la eficacia de la transcripción inversa, las células MEL se infectaron con cantidades iguales de partículas 
virales sBG y sBG-I, en base a los niveles de p24, y las células recolectadas en diferentes momentos después de la 
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infección. La ausencia de contaminación por plásmidos se confirmó mediante un qPCR para el gen de resistencia a la 
ampicilina presente en la cadena principal del plásmido (datos no mostrados). La cinética de la transcripción inversa 
temprana (producción de ADNsss-) se estudió utilizando cebadores y una sonda que abarca la región R/U5 (Fig. 18b). 
Como se esperaba, no se detectaron diferencias en la cinética entre los dos virus, ya que los extremos 5' de sBG o 
sBG-I viral ARN eran idénticos. Sin embargo, los datos validaron que qPCR determinó con precisión la transcripción 5
inversa viral.

Sin embargo, es concebible que cuando RT cambia las plantillas (menos salto de cadena) para transcribir 
inversamente la LTR 3', la alteración de la estructura secundaria por la presencia de un inserto en la región U3 reduciría 
los productos de transcripción inversa. Se realizaron PCR cuantitativas que amplificaron las regiones U3/R y Ψ para 
cuantificar la cantidad de ADNc viral transcrito inverso intermedio y tardío en células infectadas con vectores sBG y 10
sBG-I, respectivamente (Figs. 18c-d). Se descubrió que la eficacia de RT poco después de la transferencia de la 
primera cadena se vio afectada. En particular, los cebadores U3/R amplificaron el ADN viral que se transcribió 
inversamente antes de las secuencias del aislante, lo que sugiere que la inserción en el LTR 3' afectó la transcripción 
inversa al alterar o "envenenar" el LTR 3'. De hecho, la ineficacia en la formación de productos RT intermedios fue 
similar a la observada con los productos RT tardíos. En ambos análisis, el pico de síntesis de ADNc viral se produjo a 15
las 12 h para el vector sBG no aislado y después disminuyó gradualmente, según la integración del ADNc viral y la 
cinética de transcripción inversa previamente informada. La cantidad de ADN viral del vector aislado sBG-I fue menor 
después de la entrada en comparación con sBG en aproximadamente 2 veces en todos los puntos de tiempo, tan 
pronto como 6 horas después de la entrada de células objetivo. Estos datos sugieren fuertemente que la transcripción 
inversa después del salto de cadena negativa fue limitante en el vector sBG-I.20

Translocación nuclear: después de que el ADN viral se sintetiza en el citoplasma, se transloca al núcleo de las células 
infectadas, donde se puede encontrar como ADN lineal o ADN circular (círculos 1-LTR y 2-LTR) (Fig. 18a). La forma 
lineal se circulariza en los LTR y es el precursor directo del proceso de integración; Los círculos 1-LTR y 2-LTR, en 
cambio, son productos abortivos de recombinación homóloga y unión de extremos de ADN no homólogos, 
respectivamente. Sin embargo, los círculos 1LTR y 2LTR están localizados específicamente en el núcleo y se usan 25
como un marcador para la translocación nuclear. La presencia de un inserto en el LTR de los lentivirus puede interferir 
posiblemente con la formación del complejo de preintegración (PIC) y la translocación nuclear del ADN viral puede 
disminuir los títulos de transducción. De hecho, se ha demostrado que los complejos PIC se unen a LTR del VIH en el 
citoplasma, y son responsables del transporte al núcleo y de la integración del ADNc en el genoma de las células 
infectadas.30

Para detectar la translocación nuclear, se analizó la cantidad de círculos 2-LTR en ambos vectores usando un qPCR 
en el ADN de células MEL infectadas en diferentes puntos de tiempo en células infectadas con sBG versus sBG-I. 
Como se muestra en la Figura 19a, las cantidades de círculos 2-LTR no fueron significativamente diferentes entre los 
dos vectores en los puntos de tiempo tempranos. Sin embargo, a las 48 h después de la infección, el pico en el que 
normalmente se detectan los círculos 2-LTR, los círculos 2-LTR fueron 6,7 veces más altos en las células infectadas 35
con sBG, pero apenas estaban en el límite de detección en las células infectadas con sBG-I. Los puntos de tiempo 
posteriores (72 y 96 horas) también se analizaron, pero no se determinó ningún retraso en la cinética de la formación 
del círculo 2LTR en los vectores aislados. De hecho, los círculos 2- LTR apenas eran detectables mediante qPCR en 
las células infectadas con sBG-I después de 24 horas. Estos datos sugirieron que la translocación nuclear 
probablemente se redujo debido a la presencia del inserto U3 largo.40

Integración: Sin embargo, también es concebible que dos copias de insertos U3 grandes proporcionen una plantilla 
para la recombinación homóloga, y la tasa de recombinación homóloga entre los dos LTR antes de la integración 
aumenta, lo que resulta en más círculos 1-LTR y círculos 2-LTR reducidos (como se propone en la caricatura de la 
Figura 20). Esto disminuiría la cantidad de plantilla disponible para la integración. Debido a la naturaleza del ADNc 
viral transcrito inversamente con un vector aislado y no aislado, los círculos 1LTR no pueden cuantificarse mediante 45
una técnica basada en PCR. Por lo tanto, se realizó un análisis de transferencia Southern para detectar ADNc viral 
lineal, círculos 1-LTR y 2-LTR a las 72 horas después de la infección con cantidades iguales de sBG y sBG-I 
(cuantificado usando niveles de p24) (Figura 19b). El análisis de transferencia Southern mostró que (i) la forma lineal 
de ADNc viral transcrito inversamente, la forma que se integra, era indetectable en el carril sBG-I a la sensibilidad del 
análisis de transferencia Southern, mientras que era fácilmente detectable en el carril sBG. (ii) Los círculos 2-LTR 50
también fueron indetectables en el análisis Southern en el carril sBG-I, pero detectables en el carril sBG, corroborando 
los datos de qPCR en los círculos 2-LTR. (iii) Sin embargo, una gran cantidad de círculos 1-LTR estaban presentes 
en el carril sBG-I, similar en cantidad a los observados en el carril sBG. Las relaciones relativas de los círculos lineales 
1-y 2-LTR en los carriles sBG versus sBG-I sugirieron que hubo una mayor recombinación homóloga del ADN viral de 
sBG-I. De hecho, estos datos indicaron que la translocación nuclear no se vio afectada en gran medida por el inserto 55
U3. Pero después de que el ADNc transcrito inverso entró al núcleo, se formaron círculos de 1-LTR aumentados, que 
representan productos de integración recombinante abortiva debido al gran inserto de LTR y, por lo tanto, se redujo la 
integración.

Es concebible que la maquinaria de integración también se vea directamente afectada por la presencia de secuencias 
extrañas en el LTR. Por lo tanto, los virus sBG y sBG-I se empaquetaron usando un plásmido de empaquetamiento 60
defectuoso con integrasa, de modo que el efecto del aislador sobre la transcripción inversa, la localización nuclear y 
la formación del círculo 1LTR podría estudiarse independientemente de la integración. Se realizó el mismo análisis 
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que con los virus que contienen integrasa activa: una q-PCR para estudiar el producto de transcripción inversa tardía 
(usando cebadores psi), círculos 2LTR y un análisis de transferencia Southern genómico para determinar los círculos 
1LTR y otras formas de ADNc viral. Los resultados fueron idénticos a los observados con sBG y sBG-I empaquetados 
con integrasa activa (mostrados en la Figura 19b): se observó la misma reducción en productos de RT tardía y círculos 
2LTR mediante qPCR, pero aumentó los círculos 1LTR mediante análisis genómico Southern (datos no mostrado). 5
Por lo tanto, las secuencias insertadas en el LTR lentiviral interfirieron principalmente con el proceso de transcripción 
inversa y aumentaron la frecuencia de recombinación homóloga mediante un mecanismo independiente de la 
maquinaria de integrasa.

Finalmente, se analizaron los provirus sBG y sBG-I integrados para determinar la estabilidad de la transmisión y la 
eficacia de la integración. El análisis de transferencia Southern en la Fig. 19b muestra el ADN integrado como un frotis, 10
que es de mayor intensidad en el sBG que el carril sBG-I. Para confirmar y cuantificar la integración, las células MEL 
se transdujeron con la misma cantidad de niveles de p24 del virus sBG o sBG-I, se cultivaron durante 21 días y se 
realizó un análisis qPCR y transferencia Southern para comparar la eficacia y estabilidad de la integración proviral 
(Fig. 19c). Hubo 6,2 copias provirales por célula en la población de células sBG MEL mediante qPCR, mientras que 
solo se detectaron 0,8 copias provirales en las células sBG-I MEL, una diferencia de 7,8 veces que es consistente con 15
las diferencias observadas en los títulos de transducción entre los dos vectores. Después, el ADN se restringió con 
Afl-II, una enzima que corta dentro de las LTR (Fig. 19c, panel izquierdo). Según los títulos de transducción y qPCR, 
la cantidad de provirus sBG-I integrado fue 8 veces menor que la sBG, como lo indica la cuantificación fosfoimager de 
las bandas de transferencia Southern (Fig. 19c). El vector sBG-I no se recombinó, como se muestra por la banda 
proviral única del tamaño esperado. A continuación, el aislador de longitud completa se detectó mediante PCR en 20
todos los clones de copia única de células MEL transducidas con sBG-I (Fig. 20D). Por lo tanto, el ADNc lineal de 
sBG-I, aunque formado ineficazmente, se integró como un provirus intacto.

La integración viral reducida global se debió principalmente a una combinación de transcripción inversa ineficaz y una 
recombinación homóloga aumentada que dificulta la disponibilidad de ADN proviral para la integración. Dado que los 
aisladores son importantes para generar vectores virales que serían seguros y proporcionarían una expresión 25
predecible constante, es importante encontrar una solución al problema de los títulos virales bajos con virus aislados. 
Una forma de superar el problema sería flanquear el casete de expresión interno con cHS4 en cada extremo, ya que 
un alargamiento adicional del casete interno no disminuyó los títulos. Sin embargo, este enfoque no se intentó porque 
se sabe que los elementos repetidos dentro de los retrovirus resultan en recombinación. Dado que se sabe que el VIH
RT tiene baja procesividad y se disocia con frecuencia de su plantilla, se hizo un intento para aumentar la cantidad de 30
RT administrada por partícula de vector, para evaluar si eso mejoraría la transcripción inversa de grandes insertos de 
LTR. RT se empaquetó en los viriones como proteína de fusión vpr-RT. No se observó un aumento significativo en los 
títulos al proporcionar más RT en el virión. La siguiente etapa fue un intento de aumentar la integrasa (IN) por virión 
usando la misma estrategia, y la proteína de fusión RT-IN-vpr empaquetada en el virión. Hubo un ligero aumento en 
los títulos que proporcionaron RT-IN en la partícula viral, pero la diferencia no fue significativa.35

A continuación, se realizó un análisis detallado de la función de la estructura del aislador cHS4 de 1,2Kb y se 
determinaron secuencias definidas de 650 bp como las secuencias mínimas necesarias para un efecto de aislamiento 
completo. Los títulos de sBG650 fueron 3,6x108 UI/mL, en comparación con un título de 8,2x108 UI/mL y 9,8x107 UI/mL 
de los vectores sBG y sBG-I (Fig. 20C). Los vectores con el inserto de 650 bp tenían títulos virales muy razonables 
(títulos 2,2 veces menores que el vector sBG no aislado, en comparación con títulos menores de 9-10 veces de sBG-40
I) sin pérdida de actividad del aislador.

Finalmente, se determinó que los títulos de baja transducción no se debían a un aumento en el tamaño del provirus, 
sino a un aumento en la longitud del LTR 3'. La cantidad y calidad de los genomas de ARN viral producidos no se 
vieron afectados y la encapsidación/empaquetamiento de ARN viral fue comparable en vectores con y sin un inserto 
LTR de 1,2Kb. Los títulos virales reducidos se produjeron a partir de las etapas posteriores a la entrada, por la 45
transcripción inversa ineficaz, el aumento de la recombinación homóloga en las LTR del ADN viral, haciendo que haya 
menos ADN viral disponible para la integración. Se realizaron mejoras en el diseño vectorial al incluir insertos de 
aislador más pequeños que contenían elementos esenciales necesarios para una actividad óptima del aislador.

Los estudios actuales tienen implicaciones importantes para el diseño futuro de vectores con insertos dentro de LTR 
3', dada la utilidad de elementos aislantes de cromatina, vectores LTR específicos de linaje personalizados o vectores 50
de doble copia.

Ejemplo 44

Construcciones vectoriales

La clonación de los vectores BG, BGM, BG-I y BGM-I se ha descrito previamente. Todos los demás vectores se 
clonaron en la cadena principal sSIN (detalles proporcionados en Urbinati F, Xia P y Malik P, manuscrito en revisión). 55
Todos los vectores se obtuvieron clonando los diferentes fragmentos de aislador en un único sitio Nhe I/EcoR V se 
insertó en la región U3 LTR 3' del plásmido vector sSIN LV, que portaba el gen de la beta-globina humana y el sitio 
hipersensible 2, 3 y 4 fragmentos, como se describió previamente. Los fragmentos de aislador se amplificaron por 
PCR usando el plásmido aislante pJCI3-1 como plantilla. Todos los amplicones se secuenciaron después de la PCR 
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y después de la inserción en el LTR 3'. La clonación del vector beta-globina no aislado y uno que porta el aislador 
cHS4 de 1,2Kb de longitud completa se ha descrito previamente. Brevemente, el fragmento de aislador de 1,2Kb se 
obtuvo al digerir el plásmido pJCI3-1 con Xba I y se clonó en el sitio de restricción Nhe I/EcoR V de sBG. Se clonó 
sBGC insertando en el vector sBG el fragmento EcoR I/Xba I que contenía el núcleo de 250 bp del núcleo del plásmido 
bpS 1. Este último se obtuvo clonando el producto de PCR aislador de núcleo de 250 bp (usando cebadores Núcleo 5
IF y Núcleo 1R, como se describe en el presente documento) en sitios de restricción BamH I/EcoR I de un plásmido 
bpS. Después se añadió una segunda copia del núcleo de 250 bp en el plásmido central bpS 1, clonando en los sitios 
EcoR I/Kpn I el producto de PCR (Núcleo 2F y Núcleo 2R), obteniendo el plásmido central bpS 2. Después se aislaron 
2 copias en tándem del núcleo de 250 bp para digerir el último plásmido con Kpn I/Xba I, y después se clonaron en el 
vector sBG, obteniendo sBG2C. Los vectores sBG400 y sBG800 se obtuvieron clonando los 2 productos de PCR (usando 10
cebadores InsF e Ins400R y cebadores InsF e Ins800R, respectivamente) en los sitios sBG Nhe I/EcoR V. El vector 
sBG650 se obtuvo clonando el fragmento 3' 400 del aislador en sitios EcoRV/BspEI del vector sBG1c. El fragmento 3' 
400 se amplificó por PCR a partir del plásmido pJCI3-1 usando los siguientes cebadores: 3' 400 R (BspEI) y 3' 400 F 
(EcoRV).

Los vectores que contienen los espaciadores de ADN λ se obtuvieron amplificando ADN de fago λ de diferente tamaño 15
usando las siguientes combinaciones de cebadores: espaciadorF1 y espaciadorR1, espaciadorF1 y espaciadorR2 y 
espaciadorF1 y espaciadorR3 amplificando fragmentos de ADN λ de 150 bp, 550 bp y 950 bp, respectivamente. Los 
tres fragmentos de PCR se digirieron con enzimas de restricción Cla I y EcoR I y se unieron en sitios EcoR I/Cla I en 
el plásmido central bpS-1, los fragmentos de 400 bp, 800 bp y 1200 bp se digirieron del plásmido central bpS-1 con 
HincII y XbaI para el fragmento de 400 bp, y con Xba I y Xho I para los dos fragmentos restantes, y clonado en los 20
sitios de restricción EcoR V/Nhe I en el vector sBG. Todos los vectores clonados fueron confirmados por 
secuenciación. La lista de todos los cebadores está disponible en (Fig. 20E).

Ejemplo 45

Líneas celulares

La línea de células de eritroleucemia murina (MEL) y las células 293T se mantuvieron en medio Eagle modificado por 25
Dulbecco (DMEM, Mediatech, Inc) suplementado con suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor al 10% (US Bio-
technologies, Inc.). Se indujo a las células MEL a diferenciarse en DMEM que contenía 20% de FBS y 5 mM de N,N'-
hexametilen bisacetamida (Sigma), como se describió previamente. Para derivar clones integrales individuales, las 
células MEL transducidas se clonaron y los clones se seleccionaron por secuencias de β-globina mediante PCR para 
identificar los clones transducidos. Los clones de copia única se identificaron mediante qPCR para los y-secuencias 30
lentivirales, y se realizó una PCR para las secuencias centrales de cHS4 en los clones integrantes individuales para 
confirmar la presencia de secuencias del aislador en el provirus.

Ejemplo 46

Tinción de HbA y análisis FACS

La tinción usando el anticuerpo anti-HbA humano fue como se describió previamente. Brevemente, las células se 35
fijaron en paraformaldehído al 4% durante 60 minutos a temperatura ambiente, se lavaron una vez con solución salina 
tamponada con fosfato (BPS) y el sedimento se resuspendió en metanol al 100% durante 5 minutos. Las células fijadas 
se lavaron después con BPS, y se bloqueó la unión de anticuerpos inespecíficos (Ab) usando leche en polvo sin grasa 
al 5% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se lavaron en BPS, se granularon y se 
permeabilizaron. Las células se dividieron en 2 tubos y se tiñeron con isotiocianato de globina-fluoresceína anti-Zeta 40
(FITC) (1 µg/106 células) como control negativo o anti-HbA-FITC (0,1 µg/106 células) (Perkin Elmer) durante 30 minutos 
a temperatura ambiente en la oscuridad. El Ab sin unir se eliminó mediante un lavado final con BPS antes de 
analizarlos en FACS Calibur (Becton Dickinson).

Ejemplo 47

Producción de virus45

El virus se produjo por cotransfección transitoria de células 293T, como se describió previamente, usando los 
plásmidos del vector, el empaquetado (∆8.9 o ∆8.2 para la integrasa activa o inactiva, respectivamente) y los plásmidos 
de la envoltura VSV-G; el sobrenadante que contenía virus se recogió a las 60 horas después de la transfección y se 
concentró por ultracentrifugación. Todos los vectores en un experimento fueron empaquetados simultáneamente. El 
virus se trató con ADNsa y/o DpnI para eliminar la contaminación del ADN plasmídico y se colocó en capas sobre un 50
colchón de sacarosa al 20% para obtener partículas virales purificadas para experimentos específicos sobre el ciclo 
de vida del vector indicado en los resultados. El virus se concentró 1400 veces de todos los sobrenadantes virales 
después de la ultracentrifugación a 25.000 rpm durante 90 minutos. Los títulos virales se determinaron infectando 
células de eritroleucemia de ratón (MEL) con diluciones en serie de virus concentrado, diferenciando y analizando la 
expresión de HbA mediante un escáner clasificador de células activado por fluorescencia (FACS).55
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Ejemplo 48

Transferencia Northern 

El ARN total se extrajo de células 293T usando ARN-STAT (Tel-Test, INC, Texas), 72 horas después de la 
transfección. La transferencia de Northern se realizó según el protocolo estándar. La transferencia se hibridó con una 
sonda de β-globina marcada con 32-P.5

Ejemplo 49

Transferencia de puntos de ARN 

El ARN viral se extrajo de los mismos volúmenes de virus concentrados utilizando el Mini Kit de ARN Viral QIAamp 
(Qiagen, Valencia, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el virus se lisó en condiciones 
altamente desnaturalizantes y después se unió a una membrana a base de gel de sílice. Dos etapas de lavado lavaron 10
eficazmente los contaminantes y el v-ARN se eluyó en 30 µl de DEPC-H2O. Después de la elución, el ARN viral se 
trató durante 20 min. a temperatura ambiente con amplificación de ADNsa I (Invitrogen). La ADNsa se inactivó 
incubando la muestra a 65°. El ARN viral se desnaturalizó después en 3 volúmenes de tampón de desnaturalización 
(65% de formamida, 8% de formaldehído, MOPS IX) durante 15 minutos a 65°. Después de la desnaturalización, se 
añadieron 2 volúmenes de 20XSSC helado y el ARN se unió a una membrana de nylon por aspiración a través de un 15
aparato de transferencia de puntos. La transferencia se hibridó con una sonda específica de β-globina marcada con 
32-P y se expuso una película durante la noche. La cuantificación de los puntos se realizó con un fosfoimager (Biorad, 
Hercules, CA).

Ejemplo 50

Ensayo de transcriptasa inversa20

El virus concentrado (1 µL) y las diluciones en serie (1:10, 1;100, 1:1000) se lisaron y procesaron siguiendo el "ensayo 
de transcriptasa inversa (RT), protocolo (Roche) del Kit colorimétrico". Brevemente, las partículas virales concentradas 
se lisaron con tampón de lisis y se transcribió inversamente el ARN viral usando digoxigenina y nucleótidos marcados 
con biotina. La detección y cuantificación del ADN sintetizado como parámetro de actividad de RT siguió un protocolo 
ELISA en sándwich: el ADN marcado con biotina se unió a la superficie de los módulos de microplaca que fueron 25
recubiertos previamente con estreptavidina. En la siguiente etapa, un anticuerpo contra digoxigenina, conjugado con 
peroxidasa (anti-DIG-POD), se unió al ADN marcado con digoxigenina. En la etapa final, se añadió el sustrato de 
peroxidasa ABTS, que dio como resultado un producto de reacción coloreado que se cuantificó usando un lector ELISA 
a una longitud de onda de 405 nm. La cantidad de producto coloreado se correlacionó directamente con el nivel de 
actividad de RT en la muestra.30

Ejemplo 51

Ensayo P24

La concentración de antígeno P24 se determinó mediante el kit EIA de antígeno p24 VIH-1 (Beckman Coulter). 
Brevemente, el virus diluido en serie se lisó y se incubó en micropocillos recubiertos con antígeno p24, y se lavó 
siguiendo el protocolo del fabricante. La absorbancia del color se midió usando un espectrofotómetro a una longitud 35
de onda de 450 nm. El ensayo de p24 se realizó por duplicado.

Ejemplo 52

Transferencia Southern

Para analizar la integridad del provirus, infectamos las células MEL, las expandimos durante 21 días y extrajimos el 
ADN con el Mini kit de Qiagen Sangre y Cultivo celular de ADN (Qiagen). Se digirieron 10 µg de ADN con Afl II, una 40
enzima que corta las LTR. Para determinar la presencia de ADN lineal viral, se extrajo ADN genómico 72 h después 
de la infección de las células MEL y se restringió con Stu I, una enzima que corta dos veces dentro del provirus. El 
ADN se separó en un gel de agarosa al 0,8%, se transfirió a una membrana de nylon y se sondeó durante la noche 
con un fragmento de β-globina.

Ejemplo 5345

PCR en tiempo real para productos RT y círculo 2LTR

Se usó la misma cantidad de p24 para transducir células MEL con vectores sBG y sBG-I, en medios DMEM, en 
presencia de 8 µg/ml de polibreno. Las células se cosecharon en diferentes puntos de tiempo (0,5 h, 3 h, 6 h, 8 h, 12 
h, 24 h, 48 h, 72 h) y se extrajo el ADN usando el Mini kit de Qiagen Sangre y Cultivo celular de ADN (Qiagen). El ADN 
genómico (50 ng) de una copia única del clon MEL (confirmado por Southern para un solo integrante) se diluyó con 50
ADN no transducido para generar estándares de número de copias (1-0,016 copias/célula). Los cebadores y la sonda 
para el producto RT se diseñaron utilizando el software Primer Express de Applied Biosystems, Foster City, CA. Los 
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cebadores y la secuencia de la sonda para los primeros productos de RT (R/U5) ensayo qPCR son: cebador directo 
5'-GAACCCACTGCTTAAGCCTCAA-3 ', cebador inverso: 5'-ACAGACGGGCACACAC- TACTTG-3' La reacción se 
realizó con la sonda TaqMan MGB: 5 «-AAAGCTTGCCTTGAGTGC-3». Los cebadores y la secuencia de la sonda 
para productos RT intermedios (U3/R) ensayo qPCR son: cebador directo 5'-CCCAGGCTCAGATCT- GGTCTAA-3 ', 
cebador inverso: 5'-TGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTT-3' La reacción se llevó a cabo con la sonda TaqMan MGB: 5
5 «-AGACCCAGTACAAGCAAAAAGCAGACCGG-3». Para el ensayo tardío del producto RT (psi), los cebadores se 
diseñaron para reconocer la región Ψ del provirus: cebador directo: 5'-ACCTGAAAGCGAAAGGCAAAC-3 ', cebador 
inverso: 5'-AGAAGGAGAGAGATGGGTGCG-3'. La reacción se llevó a cabo con TaqMan Probe: 5'-AGCTCTCTC-
GACGCAGGACTCGGC-3' con colorante TAMRA como inactivador. La normalización para la carga se llevó a cabo 
utilizando controles del gen apoB de ratón. Las condiciones de ciclismo fueron 2 minutos a 50 °C y 10 minutos a 95 10
°C, después 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. Los cebadores y la sonda para el 
círculo 2LTR fueron como se describió anteriormente. La mezcla de PCR se termocicló según el protocolo del 
termociclador para placas de 96 pocillos en la unidad base del sistema de PCR en tiempo real 7900HT de Applied 
Biosystems.

Ejemplo 5415

Generalmente

La anemia de células falciformes (SCA) resulta de una mutación puntual en el gen de la globina (β S), lo que resulta 
en hemoglobina falciforme (HbS). La HbS se polimeriza tras la desoxigenación, lo que produce RBCs en forma de hoz 
que ocluyen la microvasculatura. Los pacientes con SCA tienen oclusiones vasculares agudas intermitentes y daño 
orgánico acumulativo, lo que reduce la vida útil de 42 a 58,5 años. Además de la hoz, existe una hemólisis excesiva y 20
un estado de inflamación crónica. Los pacientes con SCA representan aproximadamente 75.000 hospitalizaciones por 
año, lo que resulta en un gasto anual estimado de $ 1,2 mil millones de dólares solo en los Estados Unidos. A nivel 
mundial, SCA es el segundo después de la talasemia en la incidencia de trastornos monogénicos, con más de 200.000 
niños nacidos anualmente en África.

Las terapias actuales incluyen atención de apoyo para la anemia falciforme episódica, transfusiones crónicas con 25
quelación de hierro e hidroxiurea para inducir la hemoglobina fetal (HbF). Estas terapias afectan la morbilidad de la 
enfermedad, pero su efectividad es variable y depende del cumplimiento de un régimen de tratamiento indefinido. Un 
trasplante de células madre hematopoyéticas (HSC) alogénicas compatible es curativo, pero está restringido por la 
disponibilidad de donantes 5 relacionados compatibles y tiene posibles complicaciones graves. Un meta-análisis de 
187 trasplantes de SCA muestra un 6% a 7% de mortalidad por peritrasplante relacionada con el acondicionamiento, 30
un 7% a 10% de rechazo agudo y un 13% a 20% de enfermedad crónica de injerto contra huésped (EICH) en 
receptores.

La terapia génica de HSC autólogas seguida de trasplante podría resultar en una cura única, evitar consecuencias 
inmunológicas adversas y no estar limitada por la disponibilidad de donantes; También puede no requerir regímenes 
de acondicionamiento mieloablativo y, por lo tanto, tener menor toxicidad. Se desconoce la cantidad de HbF/globina 35
anti-falciforme requerida para corregir SCA a través de un transgén.

La expresión de HbF postnatalmente puede ser terapéutica, como lo demuestra el efecto protector de HbF en los 
RBCs falciformes neonatales y en pacientes con persistencia hereditaria de HbF y SCA. Se desconoce la proporción 
de HSC genéticamente corregidas, la cantidad de HbF expresada exógenamente y la proporción de células F que 
corregirán la fisiopatología. Se ha demostrado la corrección completa de la talasemia humana mayor in vitro y en 40
ratones xenoinjertados in vivo, con un vector lentivirus que lleva el gen de la β-globina y los elementos de la región de 
control del locus (LCR). En este informe, este vector de lentivirus de β-globina se modificó para codificar exones de γ-
globina y se transdujeron HSCs falciformes murina. La corrección funcional se caracterizó primero, con una 
cuantificación cuidadosa y detallada de la anemia falciforme, la vida media y la capacidad de deformación de los RBC, 
con trasplantes de falciformes a normales y una alta producción de HbF para definir los parámetros de corrección. 45
Después, usando acondicionamiento de intensidad reducida y variando el porcentaje de HSC transducidas, los 
trasplantes se realizaron en ratones falciformes con daño orgánico significativo y demostraron las partes de (1) HSC 
genéticamente corregidos, (2) HbF y (3) células F, y (4) porcentaje de células HbF/F requerido para la corrección de 
los RBC falciformes y la mejora del daño orgánico en SCA.

Ejemplo 5550

Vector

Se ha demostrado que un gen híbrido de β-γ-globina que porta el vector lentiviral, I8H β/γ W, 11 expresa ARNm de γ-
globina alta en las células eritroides que expresan globinas "adultas". Todas las secuencias de codificación de β-
globina se cambiaron a γ-globina usando mutagénesis dirigida al sitio y el gen híbrido de γ-β-globina, y los elementos 
LCR se clonaron en orientación inversa a la unidad de transcripción viral para generar el vector lentiviral sGbG. El 55
virus se hizo con cotransfección de células 293T.
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Ejemplo 56

Enriquecimiento de HSC murino

Se recolectó médula ósea de ratones falciformes BERK de 6 a 20 semanas de edad y se agotó el linaje con anticuerpos 
biotinilados CD5, CD8, B220, Mac-1, CD11b, Gr-1 y TER-119 y gránulos magnéticos. Las células libres de gránulos 
se tiñeron con anticuerpos contra Sca-1, c-kit. Las células que eran 7-AAD-, Linaje-, c-kit + después Sca-1+ (células 5
LSK) se clasificaron en FACS-Vantage (BDBiosciences). Todos los experimentos con ratones falciformes transgénicos 
Berkeley y ratones C57/BL6 se realizaron según los protocolos aprobados por el Centro Médico del Hospital Infantil 
de Cincinnati.

Ejemplo 57

Transferencia génica y trasplante de médula ósea10

Los trasplantes mieloablativos se realizaron a partir de ratones BERK3C57Bl/6 debido a la facilidad del trasplante y la 
disponibilidad inmediata de los receptores normales (9,5 +/- 0,6 semanas de edad) después de la radiación de 11,75 
Gy. Los experimentos de control de radiación mostraron que los ratones BERK que recibieron radiación de 8 a 9 Gy 
sobrevivieron sin recibir células LSK; y la dosis letal fue menor que en ratones C57Bl/6. Los ratones BERK que 
recibieron más de 10,5 Gy murieron cuando no se administraron células LSK; los que recibieron rescate de LSK 15
sobrevivieron a largo plazo. Los ratones BERK son difíciles de reproducir en grandes cantidades en un momento dado, 
por lo tanto, 2 ratones/nivel de dosis de radiación determinarían la dosis subletal. Todos los receptores de BERK (12,9 
+/- 0,4 semanas de edad) recibieron 3 transfusiones de RBC de peritrasplante (días 1-7). La patología de los órganos 
en receptores BERK 1 año después del trasplante se comparó con ratones BERK de 12 semanas de edad que no se 
sometieron a un trasplante. La radiación fue mayor que la dosis clásica de radiación de intensidad reducida de 4 Gy 20
para permitir un alto grado de quimerismo HSC del donante. Se usó un intervalo de MOI para variar la proporción de 
HSC de donantes transducidos en el injerto. Las células LSK se estimularon previamente durante la noche y se 
transdujeron dos veces a un MOI de 30 para los trasplantes BERK3C57BL/6 y MOI de 30 a 100 para los trasplantes 
BERK→BERK durante 22 a 24 horas; 10.000 a 24.000 células LSK y células LK no transducidas se cotrasplantaron 
en ratones receptores C57BL/6 o BERK.25

Ejemplo 58

Análisis de número de copia

El análisis del número de copias se realizó en el ADN genómico mediante reacción en cadena de la polimerasa en 
tiempo real utilizando cebadores y sondas descritos anteriormente.

Ejemplo 5930

Análisis hematológico

El análisis hematológico se obtuvo en Hemavet 950FS (Drew Scientific) bajo la configuración de ratón. El análisis de 
reticulocitos se realizó de la siguiente manera: se mezclaron 0,1 µl de sangre y 200 µl de reactivo BD Retic-COUNT 
(Becton Dickinson), se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y se analizaron mediante clasificación 
celular activada por fluorescencia (FACS).35

Ejemplo 60

Análisis de hemoglobina

La electroforesis de hemoglobina se realizó en placas de acetato de celulosa, como se describió anteriormente. La 
cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) de intercambio iónico se realizó con una máquina Alliance 2690 HPLC 
(Waters) usando una columna PolyCATA (artículo no. 3.54CT0510; Poly LC Inc).40

Ejemplo 61

Análisis funcional de glóbulos rojos

Las células falciformes irreversibles (ISCs) se enumeraron anotando 500 glóbulos rojos en campos consecutivos. La 
desoxigenación gradual se realizó mediante tonometría. La capacidad de deformación de los glóbulos rojos se 
determinó usando un analizador de células rotacionales ópticas asistido por láser (LORCA; RR Mechatronics).45

Ejemplo 62

Vida media de los RBC

Los ratones fueron inyectados con 3 mg de biotina Sulfo-NHS (Sigma) en 300 µL de BPS como 2 inyecciones 
separadas con 1 hora de diferencia; se extrajeron de 2 a 5 µL de sangre en tiempos de serie, y se tiñeron con 
estreptavidina conjugada con APC-Cy7.50
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Ejemplo 63

Histología

Se recogieron bazo, hígado, huesos, cerebro y riñón y se colocaron en 5 ml de formalina al 10%. Los bloques de 
parafina se seccionaron y se tiñeron con hematoxilina y eosina.

Ejemplo 645

HbF alta después de terapia génica y trasplante mieloablativo corrige SCA

El vector sGbG transporta exones de γ-globina y regiones no codificantes y reguladoras de β-globina. Sobre la base 
de un vector sBG previamente estudiado, que expresa altos niveles de β-globina humana, se trasplantaron células 
LSK transducidas con 13 sGbG de ratones falciformes Berkeley (BERK) en ratones C57Bl/6J normales irradiados 
letalmente (mieloablados) (denominados ratones sGbG). Las transducciones simuladas en células LSK de BERK del 10
mismo grupo de médula ósea seguido de trasplante dieron como resultado ratones con SCA. La mayoría de los RBCs 
en ratones sGbG expresaron HbF. Solo los ratones sGbG con RBCs donantes al 100% (HbS+), sin evidencia de 
hemoglobina murina receptora residual mediante electroforesis y HPLC, se analizaron para análisis hematológicos, 
funcionales y patológicos. Los ratones sGbG con una pequeña parte de RBCs murinos receptores se usaron solo para 
evaluar la copia de HbF/vector y la frecuencia de HSC transducidas. El porcentaje de HbF (HbF/HbS+HbF) en sangre, 15
cuantificado mediante FACS, fue aproximadamente del 40% en ratones primarios seguidos durante 6 meses y en 
receptores secundarios seguidos durante 7,5 meses (Figura 21A). Dos tercios de los RBCs eran células F; su 
proporción también fue estable en receptores primarios y secundarios (Figura 21B). La proporción de células F y 
copias de vectores se correlacionó con HbF (Figura 21C-D). Tomados en conjunto, estos datos muestran una 
expresión significativa de HbF del vector sGbG en la mayoría de los RBC con expresión estable a largo plazo.20

Ejemplo 65

Los altos niveles de HbF dan como resultado una corrección hematológica sostenida

La Figura 21E muestra la mejora de los parámetros hematológicos en ratones sGbG. La proporción de reticulocitos 
disminuyó de aproximadamente 50% en ratones control a aproximadamente 15% en ratones sGbG (P <,005; Figura 
22A). Hubo corrección de la anemia a las 12 semanas, que persistió durante todo el período posterior al trasplante 25
(Figura 22B-C)}.

Los recuentos altos de glóbulos blancos (WBC) en humanos con ratones SCA y BERK reflejan la inflamación basal 
en esta enfermedad. El WBC volvió a los niveles normales en ratones sGbG (Figura 22D; Figura 21E).

En particular, los recuentos de leucocitos fueron más bajos en los ratones control en comparación con los ratones 
BERK que no se sometieron a un trasplante, probablemente porque en el primero, las HSC falciformes se trasplantaron 30
a un fondo C57/BL6 "no inflamado" normal. De hecho, 6 semanas después del trasplante, los recuentos de leucocitos 
en el grupo de ratones control fueron casi normales, después aumentaron gradualmente a niveles altos observados 
en SCA (Figura 22D). En general, los parámetros hematológicos mostraron una marcada mejoría a niveles casi 
normales, y la mejora fue estable durante un período prolongado período en ratones sGbG primarios y secundarios. 
El grado de corrección se correlacionó con la proporción de células F (Figura 22E-H) y HbF (datos no mostrados). Los 35
altos niveles de HbF mejoran los parámetros funcionales de los RBCs en ratones falciformes. (1) Falciformación: las 
células falciformes irreversibles (ISCs) se redujeron significativamente a 2,3% más o menos 0,7% en ratones sGbG, 
en comparación con el 12% más o menos 0,8% en controles BERK y 10,2% más o menos 0,3% en ratones control
(Figura 23A-B). La desoxigenación de la sangre de un ratón sGbG representativo muestra una reducción drástica de 
la falciformación (Figura 23C). Una cuantificación sistemática mostró una marcada disminución en la parte de RBCs 40
falciformes en ratones sGbG con hipoxia creciente (Figura 23D). (2) Capacidad de deformación de la membrana de 
los RBCs: los RBC normales se deforman fácilmente a bajo esfuerzo de cizalla (3 Pascales [Pa]), representativo del 
esfuerzo de cizalla en vasos pequeños. Los RBCs falciformes tienen membranas relativamente rígidas con una 
capacidad de deformación notablemente reducida incluso con un alto esfuerzo de cizalla (28 Pa; representativo del 
esfuerzo de cizalla en vasos grandes). Hubo una capacidad de deformación notablemente mejorada de los glóbulos 45
rojos de los ratones sGbG, aunque no alcanzó niveles normales (Figura 23E). Esto puede reflejar la parte de RBCs 
falciformes circulantes que no contenían HbF. (3) Supervivencia de RBC: la supervivencia de los RBCs falciformes 
humanos es un orden de magnitud menor que los RBCs normales. Se midió el tiempo hasta la reducción del 50% 
(vida media) en los ratones falciformes sGbG y control/BERK. La supervivencia general de los RBCs de sGbG mejoró 
notablemente, con una reducción del tieRBCs glóbulos rojos de los ratones sGbG en comparación con los ratones 50
BERK o control (Figura 23F). (4) Hemólisis de RBC: la hemólisis de los RBC detectada midiendo la lactato 
deshidrogenasa (LDH) en sangre se redujo de 2706 más o menos 148 mg/dL en ratones control a 1286 más o menos 
345 mg/ml en ratones sGbG (n=5; P <,004).
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Ejemplo 66

Los altos niveles de HbF previenen el daño crónico de órganos asociado con SCA

La médula ósea, el bazo, el hígado y los riñones a las 24 semanas mostraron una prevención completa de la patología 
orgánica. Hubo una reducción de la hiperplasia eritroide en la médula ósea y el bazo, disminución del tamaño del bazo 
y la preservación de la arquitectura folicular esplénica, en comparación con la arquitectura folicular obliterada de la 5
hiperplasia eritroide severa en ratones control. La atrofia tubular focal y el infarto glomerular segmentario observados 
en ratones control estaban ausentes en los riñones de ratones sGbG. Los infartos y la hematopoyesis extramedular 
observados en hígados de ratones control estaban ausentes en hígados de ratones sGbG (la Fig. 23G resume los 
datos en todos los grupos de ratones). En general, excepto por una hiperplasia eritroide leve, no se observó patología 
orgánica en los ratones sGbG.10

Ejemplo 67

La alta expresión de HbF mejora la supervivencia de los ratones falciformes.

La vida útil de los ratones falciformes BERK se reduce significativamente, como en humanos con SCA antes del 
tratamiento moderno. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier mostraron una supervivencia del 100% de los 
ratones sGbG a las 24 semanas, en contraste con la supervivencia del 20% en ratones control (n=14, P <,001).15

Ejemplo 68

Parámetros mínimos requeridos de corrección de SCA

El acondicionamiento mieloablativo permite la repoblación no competitiva de HSC de donantes con corrección génica, 
lo que da como resultado un alto injerto de HSC modificado por un transgén y una expresión transgénica. Se planteó 
la hipótesis de que los altos niveles de expresión de γ-globina logrados por el acondicionamiento mieloablativo pueden 20
no ser necesarios para la corrección y, de ser así, reducirían la morbilidad relacionada con el trasplante.

El trasplante de intensidad reducida se logró trasplantando células LSK DE BERK modificadas por genes en ratones 
BERK irradiados de forma letal, pero con dosis de radiación significativamente altas. La proporción de HSC 
transducidas y copia/célula de vector en el injerto se varió transduciendo células LSK con un intervalo de MOI (30-
100). Como la vida media de los RBCs de BERK era de 1,5 a 2 días (Figura 24G-H), los ratones se transfundieron en 25
el período de peritrasplante y se analizaron después de 12 semanas. Se llevaron a cabo tres experimentos en serie 
con ratones seguidos durante 1 año. Los ratones sGbG se analizaron separándolos en 3 grupos según el porcentaje 
de HbF a las 18 semanas: HbF = 0% (control, n=4), HbF inferior al 10% (denominado sGbG<10; n=17) y HbF de 10% 
o más (denominado sGbG≥10; n=9); (Figura 24A). Se seleccionó el punto de corte al 10% de HbF, ya que parecía ser 
un nivel umbral de HbF que reflejaba la corrección de la enfermedad: los ratones sGbG 10 mostraron una mayor 30
mortalidad y una corrección hematológica inconsistente, en comparación con sGbG≥10 que se describe en el párrafo 
siguiente. Los números de ratones en los grupos cambiaron con el tiempo principalmente debido al aumento de la 
mortalidad relacionada con SCA en ratones sin/bajo HbF. El grupo de ratones sGbG>10 tenía 16% (± 1,2%), 17% (± 
1,8%) y 21% (± 2,3%) HbF, mientras que el grupo de ratones sGbG<10 tenía 5% (±1,4%), 4% (±0,6%) y 4% (±0,5%) 
de HbF a las 12, 18 y 24 semanas, respectivamente, que fue estable hasta 1 año (Figura 24B). La repoblación de 35
células F fue significativamente mayor en ratones sGbG≥10 (65%±14%) en comparación con los ratones sGbG<10 
(30%±9,4%; (Figura 24C). Los ratones sGbG≥10 tenían 2 a 2,5 copias de vectores/célula, mientras que los ratones 
sGbG<10 tenían 1,4 copias/célula (Figura 24D).

Ejemplo 69

La mejora hematológica se produjo con trasplantes de intensidad reducida40

Los parámetros hematológicos se estabilizaron a las 18 semanas, debido a los glóbulos rojos transfundidos 
persistentes en el período inicial de postrasplante. Hubo una mejora significativa en los parámetros hematológicos en 
el grupo de ratones sGbG≥10 (Figura 23G), en contraste con una mejora pequeña e inconsistente en los ratones 
sGbG<10.

Ejemplo 7045

La mejora en la función de los glóbulos rojos ocurre con trasplantes de intensidad reducida

Falciformación: Hubo una reducción muy significativa en ISCs en ratones sGbG≥10 (P <,005) y una pequeña pero 
significativa reducción en ISCs en ratones sGbG<10 en comparación con los controles control/BERK (P <,05, Figura 
24E). Los RBCs de los ratones sGbG>10 mostraron una reducción de la falciformación cuando se exponen a hipoxia 
graduada, en comparación con los RBCs de los ratones sGbG<10 o control/BERK (n=20, P <,01; Figura 24F). En 50
contraste, no hubo diferencias significativas en la falciformación entre los ratones sGbG<10 y los control/BERK. (2) 
Capacidad de deformación de la membrana RBC: Sorprendentemente, a pesar de un grado similar de falciformación 
con hipoxia en los RBCs de los ratones sGbG<10 y los ratones control/BERK, hubo una ligera mejora en la capacidad 
de deformación de los RBC en los ratones sGbG<10. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadísticamente 
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significativas de los ratones control/BERK debido a la alta variación (Figura 24G). En contraste, hubo una mejora 
significativa consistente en la capacidad de deformación de los glóbulos rojos en ratones sGbG≥10 (P <,001, Figura 
24H). El patrón de capacidad de deformación sugirió un mejor flujo de glóbulos rojos a través de grandes vasos y 
microvasos. (3) Supervivencia de RBC: la semivida de los ratones BERK fue de 1,5 días. Los RBCs de los ratones 
sGbG con 1%, 3% y 7% de HbF tuvieron una vida media ligeramente mayor (2 días). Dos ratones sGbG con 18% de 5
HbF mostraron una vida media de RBC de 6 días, un aumento de 4 veces, similar al observado en ratones que 
portaban 40% de HbF en el modelo de trasplante mieloablativo.

Tomados en conjunto, el vector sGbG resultó en una corrección hematológica y funcional significativa y consistente de 
SCA, cuando la producción de HbF excedió el 10% de la hemoglobina total. En particular, la mejora en el fenotipo fue 
comparable con la lograda con el acondicionamiento mieloablativo.10

Ejemplo 71

Mejora notable en la patología de los órganos cuando las concentraciones de HbF superan el 10%

Una característica única de este modelo de trasplante BERK→BERK fue la presencia de una importante patología 
falciforme en los receptores en el momento del trasplante (determinado usando controles BERK de edad comparable 
a los ratones receptores cuando se sometieron al trasplante). Por lo tanto, se podría evaluar el potencial de reversión 15
de la patología de los órganos después de la terapia génica. La patología de los órganos en los ratones supervivientes 
aproximadamente 50 semanas después del trasplante se comparó con los ratones BERK de 3 meses que no se 
sometieron a un trasplante (Figura 25A; Figura 25C). El grupo de ratones sGbG<10 mostró una ligera mejoría en la 
patología de los órganos: hubo una ligera reducción en el peso del bazo (717 ± 162 mg en sGbG<10 frente a 870 ± 71 
mg en ratones BERK/control; P valor, NS) La médula ósea y el bazo mostraron hiperplasia eritroide moderada a 20
severa; los hígados tenían infartos y hematopoyesis extramedular; y los riñones mostraron ocasionales lesiones 
segmentarias focales, atrofia tubular focal y congestión vascular (Fig. 25D). En contraste, se observó una reversión 
dramática de la patología de los órganos en ratones sGbG≥10: hubo una reducción del 50% en el peso del bazo a 363 
más o menos 85 mg, preservación de los folículos esplénicos e hiperplasia eritroide leve en la médula ósea y el bazo. 
Sorprendentemente, no se detectaron infartos de hígado ni patología renal, excepto en un ratón con un solo foco de 25
atrofia tubular focal. En general, los ratones sGbG≥10 mostraron corrección de la patología de los órganos. La falta de 
patología de los órganos en ratones sGbG a los 15 meses de edad en comparación con los controles BERK de 3 
meses de edad demuestra que la terapia génica con el vector sGbG en un entorno de trasplante de intensidad reducida 
previene cualquier daño de los órganos adicional, y la existencia del daño a los órganos al momento del trasplante 
probablemente se revierte de la regeneración.30

Ejemplo 72

Supervivencia

Hubo una mejora significativa en la supervivencia general en los ratones sGbG≥10 en comparación con los ratones 
sGbG<10 o control (Figura 25B; P <,05). De hecho, a las 24 semanas, la supervivencia de los ratones sGbG≥10 fue 
comparable con la supervivencia en ratones con aproximadamente 40% de HbF en el modelo de trasplante 35
mieloablativo que se siguió durante 24 semanas. Hubo alguna mejora en la supervivencia temprana en ratones 
sGbG<10 en comparación con ratones control (P <,05). Sin embargo, en 1 año, no hubo diferencia en la supervivencia 
de los ratones sGbG<10 sobre los ratones control.

Ejemplo 73

Las células F y las células HbF/F son críticas para mejorar la supervivencia de los RBC y la corrección de SCA40

Usando el marcado de la superficie de biotina y la tinción intracelular de HbF, se estudió la supervivencia de las células 
F y las células no F en el mismo animal, lo que permitió la cuantificación de las células HbF/F necesarias para mejorar 
la supervivencia de los RBC falciformes y la capacidad de deformación Las células F mostraron una supervivencia 
prolongada selectiva, como se anticipó (Figura 26A). El promedio de células 20 HbF/F en ratones sGbG en el modelo 
BERK3C57Bl/6 fue del 64% (en estos ratones, HbF fue del 41%±5%, las células F fueron del 64%±6%). En el modelo 45
de trasplante de intensidad reducida, los ratones sGbG 10 tenían un 32% de células HbF/F (en estos ratones, la HbF 
era del 21%±2%, las células F eran del 65%±14%) y los ratones sGbG<10 tenían 13% de células HbF/F (HbF, 
4%±0,1%; células F, 30%±9,4%). Tenga en cuenta que los ratones sGbG en el modelo mieloablativo y los ratones 
sGbG≥10 tuvieron una repoblación de células F similar (64%--65%), lo que sugiere que el 32% de células HbF/F fue 
suficiente para corregir el fenotipo falciforme. Sin embargo, los ratones sGbG<10 con 13% de células HbF/F y 30% de 50
células F tuvieron una mejora inconsistente e insignificante del fenotipo de la enfermedad.

Por lo tanto, se determinó la vida media de las células F en ratones, agrupadas por el porcentaje de células HbF/F. 
Los ratones sGbG con células bajas (16%; n=2), intermedias (33%; n=4) y muy altas (89%; n=2) HbF/F fueron 
inyectadas con biotina y después se tomaron muestras de sangre periódicamente. Se determinó que los ratones con 
células bajas de HbF/F no mejoraron la vida media de los glóbulos rojos con respecto a los controles BERK (Figura 55
26B), aquellos con 33% de células HbF/F tuvieron una mejora de 3 a 4 veces en la vida media, y los ratones con 
cantidades muy altas de células HbF/F mostraron una supervivencia de glóbulos rojos similar a la de los ratones 
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normales. Estos datos demuestran que si un tercio de la hemoglobina dentro de un RBC falciforme es HbF, hay una 
mejora significativa en la supervivencia de los RBC. Los ratones con estos niveles de células HbF/F mostraron 
aproximadamente 65% de células F, más del 10% de HbF.

Para confirmar el impacto del porcentaje de células F circulantes en la capacidad de deformación global de los RBC, 
los ratones de los experimentos mieloablativos y de intensidad reducida (n=34) se agruparon en 3 grupos: ratones con 5
menos del 33% de células F circulantes, 33% a 65 % F células y 66% o más células F y capacidad de deformación de 
RBC medida. Solo los datos de las velocidades de corte bajas (3 Pa) y altas (28 Pa) se representan en la Figura 26C. 
Los ratones con más del 66% de células F tuvieron una mejora muy significativa en la capacidad de deformación de 
los RBC tanto en esfuerzo de cizalla alto como bajo (P <,01). Los ratones con células F del 33% al 66% habían 
mejorado significativamente la capacidad de deformación de los RBC solo con un alto esfuerzo de cizalla (P <,05). 10
Los ratones con menos de 33% de células F mostraron una mejora inconsistente en la capacidad de deformación de 
RBC a esfuerzo de cizalla alto o bajo, que no fue significativamente diferente de los controles control. Estos datos 
cuantifican la cantidad crítica de células HbF/F, la parte de células F y HbF general que son necesarias para la 
corrección de la enfermedad de células falciformes.

Ejemplo 7415

Proporción de HSCs transducidas requeridas para la corrección fenotípica

La proporción de HSC transducidas con sGbG en ratones sGbG se analizó mediante el ensayo de la unidad secundaria 
de formación de colonias de bazo (CFU-S) realizado a los 6 meses en ambos modelos (Figura 27A-B). Los aspirados 
de médula ósea se realizaron a los 6 meses en los ratones BERK→BERK que fueron seguidos durante 1 año. La 
proporción de CFU-S transducidas se determinó mediante la expresión de HbF. Se ha demostrado previamente que 20
todas las UFC con vectores positivos expresan el transgén en un vector idéntico que codifica la β-globina. Los ratones 
sGbG en el grupo de acondicionamiento mieloablativo tenían 16% a 87% de CFU-S transducidas con sGbG (la 
transducción HSC promedio era ~ 50%), y las del grupo de intensidad reducida tenían HSC transducidas de 5% a 60% 
( la transducción HSC promedio fue de -30%). Cabe señalar que en el modelo de intensidad reducida, la transducción 
de HSC se sobreestima, secundaria a la mayor mortalidad de ratones sGbG<10% en los primeros 6 meses.25

Es importante destacar que 3 ratones con 16%, 20% y 22% de CFU-S transducidas tenían más del 10% de HbF (HbF 
fue del 20%, 11% y 18%, respectivamente) y mostraron una corrección fenotípica completa. Se realizó un análisis de 
número de copias de vectores simultáneamente a las 24 semanas en células de médula ósea y mostró de 1 a 3 
copias/célula y de 1 a 2,5 copias/célula en ratones sGbG que se sometieron a trasplante utilizando los modelos de 
acondicionamiento mieloablativo y acondicionamiento de intensidad reducida, respectivamente. Cuando se corrigió la 30
transducción de HSC, hubo 1,5 a 5 copias de vectores/celda.

Ejemplo 75

Transducción de células CD34+ humanas

El porcentaje de HSC modificados genéticamente necesarios para una terapia génica efectiva es crítico en esta 
enfermedad. Los estudios in vitro sobre la médula de SCA se pueden realizar solo a pequeña escala y leerían la 35
corrección en progenitores, no en HSC. La corrección de HSC se mostró en modelos humanizados de SCA con análisis 
a largo plazo. El número extremadamente limitado de RBCs producidos por la inyección de células CD34+ de médula 
ósea de talasemia humana es prohibitivo para los estudios sobre la anemia falciforme. Por lo tanto, la transducción de 
lentivirus en células CD34+ humanas normales se optimizó para una ampliación preclínica, usando un vector de 
lentivirus GFP y el ensayo de repoblamiento inmunodeficiente combinado grave (SCID). Las células CD34+ de sangre 40
periférica movilizadas por factor estimulante de colonias de granulocitos transducidas con un vector de lentivirus GFP 
se trasplantaron a ratones IL2Rγnid (NSG) diabéticos no obesos (NOD). Aquí, los ratones control fueron aquellos que 
recibieron un trasplante de células CD34+ no transducidas inmediatamente después de la selección, como controles 
para el efecto de la transducción sobre el injerto y la clonogenicidad. A las 6 semanas, las UFC se colocaron en placas 
de médula ósea derivada de ratones NSG, y se analizaron 36 UFC/ratón individuales para determinar el porcentaje 45
de colonias marcadas con genes. La transducción de 18 horas no afectó el injerto o la clonogenicidad (datos no 
mostrados). Se observó una transferencia de genes del 77% en promedio en el ensayo de células repobladoras de 
SCID, similar a los datos anteriores en células CD34+ de talasemia humana.

Los datos de este estudio indican que la administración lentiviral de γ-globina humana bajo elementos de control 
reguladores de β-globina en HSC da como resultado suficiente expresión postnatal de HbF para corregir SCA en 50
ratones. La cantidad de HbF y HSC transducidas se descalcificó, utilizando acondicionamiento de intensidad reducida 
y variando MOI, para evaluar los parámetros críticos necesarios para la corrección. Una cuantificación sistemática de 
los índices funcionales y hematológicos de RBC, la patología de los órganos y la duración de la vida fueron críticos 
para determinar la cantidad mínima de HbF, células F, células HbF/F y HSC modificados genéticamente necesarios 
para revertir el fenotipo falciforme.55

Los resultados indican lo siguiente: (1) La mejoría de la enfermedad se produjo cuando la HbF excedió el 10%, las 
células F constituyeron dos tercios de los RBCs circulantes y las células HbF/F representaron un tercio de la 
hemoglobina total en los RBCs; y cuando aproximadamente el 20% de las HSC modificadas con sGbG repoblaron la 
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médula. (2) La corrección génica se mantuvo en receptores de trasplante primario o secundario seguidos a largo plazo. 
(3) Existe un método para determinar el quimerismo mínimo de HSC para la corrección de una enfermedad 
hematopoyética en un modelo in vivo, que contribuiría al diseño de dosis celulares y regímenes de acondicionamiento 
para lograr HSC genéticamente corregidos equivalentes en ensayos clínicos en humanos.

Un aspecto novedoso de este estudio es que aborda, por primera vez, la dosis génica y la dosis de células madre 5
hematopoyéticas modificadas genéticamente necesarias para la corrección de un defecto genético. Expresar una 
tremenda cantidad de hemoglobina fetal/antifaciforme indudablemente corregirá la enfermedad, como han demostrado 
otros, pero no es prácticamente posible en un entorno clínico. Como ejemplo, se realizó una terapia génica inicial para 
la deficiencia de adenosina desaminasa (ADA) sin acondicionamiento, y no fue terapéutica, a pesar de que se 
injertaron pocas células madre marcadas con genes, y fue evidente una ventaja selectiva para los linfocitos con 10
corrección génica tras la retirada de ADA. En un ensayo posterior, se usó 4 mg/kg de busulfán antes del trasplante, 
como acondicionamiento, lo que resultó en una dosis adecuada de células madre con corrección génica y células T 
modificadas con genes. Aunque estos estudios pioneros nos proporcionaron información invaluable, subrayan la 
importancia crítica de determinar los umbrales para la corrección génica antes de embarcarse en estudios clínicos.

Aunque la enfermedad se corrigió en 1 a 3 copias/célula, el presente estudio indica que el porcentaje de células madre 15
transducidas en este contexto de irradiación/trasplante letal es muy alto (las HSC transducidas promedio son del 50%, 
según lo analizado por un ensayo de CFU-S secundaria estricta). Es probable que este nivel de transducción de HSC 
no se logre en el entorno clínico a menos que se realice mieloablación.

Por lo tanto, se desarrolló un nuevo modelo (trasplante de BERK a BERK) para abordar la mínima transferencia de 
genes necesaria y responder preguntas de corrección de SCA en un ratón con patología falciforme significativa a las 20
12 semanas de vida (Figura 25). Notablemente, un trasplante mieloablativo de falciforme a normal, usado por otros 
grupos que muestran corrección de SCD, es un modelo de prevención de enfermedades, donde no había una patología 
subyacente al momento del trasplante. Los estudios actuales muestran que la reparación de la patología preexistente 
puede ocurrir, si la corrección génica resulta en más del 10% de HbF.

Los ratones BERK tienen cierto grado de talasemia. Por lo tanto, una preocupación al usar este modelo para estudios 25
de terapia génica para la anemia falciforme es que la corrección de la talasemia oscurecería las mejoras realizadas 
por los efectos antideslizantes de la HbF. Sorprendentemente, no se observaron cambios significativos en MCH en 
ratones sGbG<10 o sGbG≥10, incluidos los ratones con células HbF/F de hasta el 89% (como se describe en el 
presente documento). Estos resultados fueron sorprendentes, pero mostraron que la corrección de la anemia 
falciforme en los RBCs no fue secundaria a la corrección de la talasemia, como se observa en el modelo de talasemia 30
murina, donde se observó un aumento de MCH con aumentos en la HbF del 4% o más. Posiblemente, la HbF se 
produce a expensas de la HbS.

Aunque los ratones BERK transportan exclusivamente hemoglobina humana, la hemoglobina total en los RBCs de los 
ratones es un tercio de los RBC humanos. Por lo tanto, las células HbF y HbF/F se expresaron como un porcentaje, 
en lugar de en cantidades absolutas, para comparar mejor los datos murinos con los humanos. Se ha demostrado que 35
un aumento de HbF de 3,6% a 13,6% reduce los eventos de anemia falciforme aguda en pacientes tratados con 
decitabina. Mejora similar en los eventos falciformes ocurre con 25% o más de células HbF/F en pacientes que 
responden a la hidroxiurea. Los datos presentados aquí, que indican una mejoría con 33% de células HbF/F, son 
concordantes con estos informes, pero se parecen más a los RBCs en lactantes con ACS, donde menos de un tercio 
de células HbF/F a los 10 a 12 meses se considera un umbral para polimerización de células falciformes intracelulares. 40
El efecto más notable de la producción de γ-globina con el vector sGbG fue una dramática ausencia de daño orgánico 
crónico y una mejor supervivencia de los ratones falciformes cuando la HbF excedía el 10%. Los pacientes con HbF 
alta tienen una supervivencia mejorada, confirmada por el estudio multicéntrico sobre hidroxiurea. La HbF expresada 
a partir del vector sGbG fue comparable o incluso mejor que el tratamiento eficaz con hidroxiurea. El potencial de una 
corrección única, donde la capacidad de respuesta a la hidroxiurea y el cumplimiento de la administración diaria de 45
por vida no serían factores limitantes, sería una gran ventaja de la terapia génica. De hecho, no anticipamos que 
obtendríamos la misma conclusión con la terapia génica, como se deriva del conocimiento colectivo en (1) ratones 
transgénicos, en los que cada RBC tiene la misma cantidad de HbF aunque estábamos imponiendo HbF en los SS 
RBC; (2) trasplantes quiméricos, en los que están presentes cantidades normales de glóbulos rojos productores de 
HbA (AA RBC) mezclados con SS RBCs7,37,38; o (3) pacientes con SCD en hidroxiurea, en quienes la macrocitosis 50
inducida por hidroxiurea diluiría la HbS y reduciría el umbral de la anemia falciforme. Se esperaba un umbral mucho 
más alto de HSC falciformes genéticamente corregidas necesarias para la repoblación de células F y la corrección del 
fenotipo SCA, ya que la HbF se impuso exógenamente en una célula falciforme con cantidades normales de HbS. 
Notablemente, a pesar de estas diferencias distintivas en transgénicos/quimeras, las conclusiones fueron similares 
con la expresión exógena de γ-globina: de hecho, la expresión de HbF exógena en RBC en concentraciones de 33% 55
a tan alto como 89% no produjo un aumento significativo en MCV o MCH, pero falciformación corregida. Estos datos 
sugieren que el suministro génico de HbF disminuye la HbS endógena.

El porcentaje de HSC transducidas en el contexto de irradiación/trasplante letal es muy alto (50% en promedio, según 
lo analizado por un estricto ensayo secundario de CFU-S a las 24 semanas), un número que sería difícil de lograr en 
un entorno clínico. Sin embargo, el modelo de trasplante BERK→BERK muestra que una corrección de HSC autóloga 60
del 20% puede ser suficiente para una mejora significativa de la anemia falciforme, el daño a los órganos y la 
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supervivencia. Sin embargo, es crucial determinar si este porcentaje de HSC modificadas genéticamente necesarias 
para una terapia génica efectiva es crítico, ya que no hay una ventaja de supervivencia para las HSC modificadas 
genéticamente en esta enfermedad. La alta transducción de HSC humana ha sido una limitación de la terapia génica 
con los vectores tradicionales de gamma retrovirus. Los vectores de lentivirus pueden superar esta barrera: se ha 
demostrado una transducción a largo plazo del 20% en la adrenoleucodistrofia con un vector de lentivirus. La 5
transducción de lentivirus en células CD34+ humanas se optimizó, utilizando el ensayo de células repobladoras de 
SCID y se logró aproximadamente el 75% de transferencia de genes en células repobladoras de SCID, en promedio, 
similar a los datos anteriores en células CD34+ de talasemia humana, donde se observó una transducción del 70% de 
3 a 4 meses después del trasplante en ratones inmunodeficiencia. En particular, este nivel de transferencia de genes 
en los ratones SCID es alentador, y de hecho más alto que la transferencia de genes observada en ratones NOD-10
SCID con el vector lentivirus de adrenoleucodistrofia en estudios preclínicos.

La terapia génica que utiliza este enfoque también podría superar la toxicidad y las consecuencias inmunológicas del 
trasplante alogénico tradicional de médula ósea/trasplante de intensidad reducida. El quimerismo mixto no coincidente 
de la médula drepanocítica y normal en los trasplantes murinos muestra que un quimerismo casi completo es 
típicamente necesario para la corrección del daño orgánico. Es alentador que, en una serie clínica, el trasplante de 15
acondicionamiento de intensidad reducida (RIC) con 8 mg/kg de busulfán junto con fludarabina, globulina antitimocítica 
e irradiación linfoide total en pacientes con ACS haya mostrado un injerto alogénico promedio de 78% a 2 a 8,5 años 
después del trasplante, con corrección del fenotipo SCA. Este alto nivel de quimerismo del donante, incluso en un 
entorno RIC alogénico, donde puede producirse un rechazo inmune, sugiere que la alta eficacia de transferencia de 
genes en células CD34+ autólogas seguidas de RIC puede ser una alternativa potencialmente más segura al 20
acondicionamiento mieloablativo. Se demostró un 77% de eficacia de transferencia de genes en madre/progenitores 
humanos utilizando un ensayo de células repobladas con NOD-SCID, así como una corrección del fenotipo en ratones 
con 1,3 a 1,5 copias por célula y aproximadamente 20% de CFU-S marcadas con genes (Figura 27).

Significativamente, la corrección se produjo en 1 a 3 copias de vectores por celda, un objetivo clínicamente alcanzable. 
Se espera que el flanqueo del virus sGbG con un aislador de cromatina aumente la copia de HbF/vector de 2 a 4 veces. 25
En modelos experimentales, el aislador parece reducir el dominio clonal, aunque se desconoce si el elemento aislante 
reduce el riesgo de oncogénesis insercional. Se ha demostrado que el riesgo de oncogénesis de inserción observado 
con vectores de integración aleatoria es menor con un vector de lentivirus que con un vector de gammaretrovirus. Se 
reduciría aún más cuando el elemento potenciador esté activo solo en un linaje eritroide restringido

Ejemplo 7630

Terapia génica para la enfermedad de células falciformes

Dado que la HbF es la hemoglobina con el mayor efecto anti-falciforme, se usó un vector lentivirus, sGbG, que porta 
un gen de γ-globina humano normal para producir HbF en ratones falciformes Berkeley. Como se describe en el 
presente documento, se diseñó un vector lentivirus que incorpora exones de γ-globina y regiones no codificantes de 
β-globina y elementos reguladores, sGbG. Este vector mostró una corrección completa del fenotipo falciforme en 35
ratones falciformes Berkeley después de la transferencia del vector sGbG a HSC y trasplantes mieloablativos (Ejemplo 
65, Figuras 23A-D, Figura 28 y Tabla 1). Las Figuras 23A y B muestran la reducción de células falciformes 
irreversiblemente en la sangre de los ratones, las Figuras 23C y D muestran la anemia falciforme inducida 
experimentalmente de los ratones y la proporción de células falciformes, y la Figura 28 muestra la mejora en la 
supervivencia de los ratones después del gen exitoso terapia.40

Tabla 1. La corrección hematológica se obtiene en el grupo sGbG de ratones falciformes Berkeley; la corrección se 
mantiene a largo plazo en trasplantes primarios y secundarios.

Ratones N WBC RBC Hb MCV MCH RDW Plt Retic (%

BERK 5 56,8 ± 5,4 5,3 ± 0,4 5,8 ± 0,5 48,2 ± 1 10,7 ± 0,5 35,3 ± 1,6 733 ± 80 60,8 ± 5,0

sGbG

Prim.
5 10,6 ± 3,1 9,4 ± 0,8 10,0 ± 0,8 40,7 ± 1 10,4 ± 0,6 27,6 ± 1,1 733 ± 82 15,8 ± 3,2

Control

Prim.
10 29,7 ± 1,4 5,8 ± 0,4 7,6 ± 0,7 48,5 ± 1 10,7 ± 0,2 32,0 ± 0,9 921 ± 50 40,0 ± 3,0

P Valor* 0,001 0,007 0,03 0,001 0,9 0,009 0,06 0,006

sGbG Sec. 6 6,8 ± 1,4 8,9 ± 0,4 10,1 ± 0,5 40,5 ± 2 11,4 ± 0,5 28,3 ± 1,4 658 ± 33 13,8 ± 2,9

Sec. 
Control

1 31,7 5,2 6,4 47,6 12,2 32,1 923 49

El análisis de los parámetros sanguíneos de los ratones se muestra 18 semanas después de los trasplantes primarios 
(Prim.) y secundarios (Sec.) de células sGbG o de linaje transducido Control (-), Sca (+) y Kit (+).
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Después se determinaron los parámetros críticos necesarios para corregir la fisiopatología SCA utilizando un 
trasplante de intensidad reducida. Se observó una corrección completa de los parámetros hematológicos y funcionales 
de los RBC, la inflamación y la patología de los órganos en ratones SCD después del acondicionamiento mieloablativo 
y el trasplante. La corrección se mantuvo a largo plazo en los receptores de trasplante primario y secundario. También 
se determinaron los parámetros críticos necesarios para corregir la fisiopatología SCA utilizando un trasplante de 5
intensidad reducida. Hubo un 100% de supervivencia a 6 meses de ratones falciformes Berkeley genéticamente 
corregidos, en comparación con un 20% de supervivencia de ratones falciformes Berkeley trasplantados.

Utilizando condiciones de acondicionamiento de intensidad reducida y simulando condiciones de trasplante autólogo, 
se trasplantaron diferentes partes de HSC falciforme de Berkeley modificadas genéticamente en ratones falciformes 
de Berkeley irradiados de forma letal. Después se definieron las proporciones mínimas de HSC genéticamente 10
corregido, HbF, RBC que contiene HbF (células F) y células HbF/F necesarias para la corrección de la anemia 
falciforme. Con un 15-20% de gen HSC modificado repoblando la médula ósea de ratón falciforme de Berkeley, 
aproximadamente 2 copias de vectores por célula, ≥10% de HbF y> 66% de células F, hubo una corrección completa 
del fenotipo falciforme, incluida la patología y la supervivencia de los órganos. Con 15-20% de HSC modificadas 
genéticamente que repoblaron la médula ósea de ratón falciforme de Berkeley, aproximadamente 2 copias de vectores 15
por célula, ≥10% de HbF y> 66% de células F, hubo una corrección completa del fenotipo falciforme, incluida la 
patología de los órganos y la supervivencia.

Ejemplo 77

Terapia génica para la beta talasemia

La expresión de HbF a través de vectores lentivirus que portan el gen de la γ-globina humana se ha demostrado 20
previamente (Persons et al. Blood 10: 2175-83 (2003); Pestina et al. Mol. Ther. 17: 245-52 (2009)). Con el fin de 
confirmar la capacidad del vector sGbG para corregir la β-talasemia, los ratones de talasemia (Hbbth3/+) se trataron 
usando el mismo enfoque que se usó en los ratones transgénicos falciformes. Los ratones con talasemia fueron 
trasplantados con células madre/progenitoras de talasemia (células Lin-Sca + Kit + [LSK]) transducidas dos veces 
aproximadamente con un intervalo de 8 horas con sGbG (MOI de 2 x 20). Los animales de control (Control) se trataron 25
simultáneamente con medias solamente. Aproximadamente 10.000 células LSK+ transducidas fueron inyectadas/co-
trasplantadas con 200.000 células Lin-Sca-Kit-irradiadas en ratones receptores de talasemia irradiados letalmente 
(dosis dividida de 700 + 375 rads). Los animales primarios fueron monitoreados durante un período de 7-8 meses, y 
los trasplantes secundarios se realizaron a partir de entonces para un seguimiento total de 18 meses.

El vector dio como resultado un aumento de HbF a 22 ± 3% (media + SEM); que corrigió el fenotipo de talasemia 30
(Figura 29). Hubo un aumento en la hemoglobina de una media de 8,8 ± 0,2 g/dL en ratones trasplantados Control a 
12,5 ± 0,5 g/dL en ratones trasplantados sGbG (Figura 29A); el hematocrito aumentó de 31,8 ± 0,3 a 42,1 ± 1,07 
(Figura 29B). Esto fue acompañado por una caída en la reticulocitosis de 20,8 ± 0,3% a 8,7 ± 1,4% (Figura 29D). La 
microcitosis observada en la talasemia también se corrigió, con un aumento en el MCV de 38,16 0,3 a 45,3 ± 1,7 fl. 
Esta corrección fue estable en el tiempo y se mantuvo en ratones primarios y secundarios.35

Ejemplo 78

Vector de expresión de HbF mejorado con propiedades anti-falciformación superiores

Como se describió anteriormente, se demostró que la producción de > 10% de HbF corrige el fenotipo SCD en el 
modelo de ratón. Mientras que el vector sGbG corrigió eficazmente el fenotipo en el modelo de ratón falciforme de 
Berkeley (Ejemplo 65, Figuras 23A-D, Figura 28; Perumbeti et al., Blood 114: 1174-85 (2009)), fue mucho menos 40
eficaz en el modelo de ratón falciforme knock-in (ratones UAB), a menos que estuvieran presentes copias de vectores 
muy altas por célula.

Los ratones falciformes de Berkeley son transgénicos para los transgenes de globina α y βS humana, y la desactivación 
de las globinas de ratón y los transgenes humanos conduce a la producción de cadenas de globina desequilibradas. 
Los ratones falciformes Berkeley tienen un exceso relativo de cadenas de globina a humana, en comparación con las 45
cadenas de globina βS, lo que permite que la γ-globina producida por el vector sGbG forme HbF (α2γ2) fácilmente, en 
presencia de βS globina que también une a-globina para formar HbS (α2βS

2). Los ratones UAB, por otro lado, son 
complementos para la α humana en lugar del ratón, una globina y βS humana en lugar del gen de la globina βprincipal

del ratón, produciendo globinas humanas en lugar de las globinas del ratón. Por lo tanto, estos ratones tienen cadenas 
A y βS humanas completamente equilibradas y se parecen a pacientes con anemia falciforme homocigótica 50
(enfermedad de Hb SS). Los pacientes con SCD homocigoto (y el modelo de ratón falciforme UAB) tienen moléculas 
α y βS equilibradas (cantidades iguales de), y la γ-globina introducida genéticamente tiene que competir con βS por la 
α-globina. Por lo tanto, se requiere un exceso lejano de γ-globina para competir con la βS globina para formar HbF.

En consecuencia, en los ratones falciformes de Berkeley, la γ-globina producida por este vector une efectivamente el 
exceso de globina para formar HbF, sin mucha competencia de la βS globina, que se une con α globina para formar 55
HbS. Por lo tanto, en ratones falciformes Berkeley, en copias de vectores clínicamente alcanzables, se observa la 
corrección de la enfermedad. Sin embargo, en ratones UAB, las cadenas de globina a se vuelven limitantes debido a 
cantidades iguales de cadenas de globina pS competidoras. Por lo tanto, se requiere un alto nivel/exceso de γ globina 
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derivada del vector para poder competir con βS globina para formar HbF.

Para abordar esto, se realizaron varios cambios en el protocolo y la estrategia de transferencia de genes. El gen de γ-
globina se modificó con una mutación de punto G→A en bp 50 en el exón 1. Esta modificación cambia el aminoácido 
glicina (GGC) a ácido aspártico (GAC) para mejorar su afinidad por la α-globina sin alterar sus propiedades 
funcionales, de modo que la HbF se forma con mayor eficacia que la HbS en los RBCs. La capacidad del vector de γ 5
globina original (sGbG) se comparó con una mutación puntual en la secuencia de codificación de γ globina (sGbGM) en 
ratones falciformes. El mapa vectorial anotado para el sGbGM se representa en la Figura 30, con las diversas regiones 
de la secuencia identificadas en las Figuras 30 y 31. La secuencia sGbGM se muestra en la Figura 31.

Se realizaron estudios comparativos entre los vectores sGbG y sGbGM en ratones falciformes Berkeley y en ratones 
falciformes UAB, donde las células Sca + Kit + (LSK) empobrecidas en linaje, que están altamente enriquecidas en 10
células madre hematopoyéticas, se clasificaron, se transdujeron con medio único (control), el vector sGbG, o el vector 
sGbGM, y trasplantado a Berkeley o ratones receptores de falciformación UAB irradiados de forma letal, como se 
describió previamente para los estudios de eficacia de sGbG (Perumbeti et al., Blood 114:1174-85 (2009)). Los ratones 
se desangraron a las 6, 12 y 24 semanas después del trasplante para evaluar los parámetros hematológicos y la 
expresión de HbF, y después se realizó un seguimiento de seis a ocho ratones por brazo durante 6-12 meses. Los 15
datos de 12 semanas en ratones falciformes Berkeley se muestran en la Figura 32, que demuestra la producción 
superior de HbF por copia de vector y la reticulocitosis mejorada del vector sGbGM.

Los resultados comparativos entre Berkeley y los ratones falciformes UAB se muestran en la Figura 33. Los datos 
mostrados son resultados de un análisis de 6 meses. La cantidad de HbF producida por copia de vector de los vectores 
sGbG y sGbGM se muestra en ratones falciformes Berkeley (Figura 33A) y ratones falciformes UAB (Figura 33B). Los 20
ratones sGbG M mostraron una capacidad casi 1,5-2 veces superior para formar HbF en comparación con el vector 
sGbG en ambos tipos de ratones falciformes. Es notable que la cantidad de HbF producida por copia del vector sGbGM

es casi el doble en los ratones Berkeley en comparación con los ratones UAB con el vector sGbGM, lo que muestra la 
facilidad con la que se forman los tetrámeros de HbF si el exceso de α- Las cadenas de globina están presentes y la 
dificultad para formar estos tetrámeros si las cadenas de α-globina son limitantes de la velocidad.25

La HbF generada a partir del vector sGbGM fue funcional, mostrando corrección de la falciformación, una reducción 
superior de la reticulocitosis y un aumento de la hemoglobina en ambos tipos de ratones falciformes. Se observó la 
corrección de la anemia en ratones UAB trasplantados con el vector sGbGM pero no con el vector sGbG. Algunos de 
estos ratones han sido seguidos durante casi un año, y la expresión es estable. También se observó una corrección 
mucho mejor de la vida media de los RBC y la capacidad de deformación de la membrana de los RBC con el vector 30
sGbGM en comparación con el vector sGbG cuando los niveles de HbF son los mismos. La Figura 32 muestra que a 
pesar de los niveles de HbF del 30-35% con el vector sGbG (diamantes rellenos, Figura 32B), los ratones tenían un 
recuento promedio de reticulocitos de aproximadamente el 15%, mientras que el recuento de reticulocitos era del 5% 
en los ratones sGbGM con niveles de HbF similares (diamantes abiertos). Esto demuestra que la mutación también 
mejoró la vida útil de los RBCs al reducir la falciformación, a pesar de los niveles similares de HbF. Por lo tanto, el 35
vector de gammaglobina mutada diseñado también produce una HbF anti falciforme superior, mejorando la calidad y 
la vida útil de los glóbulos rojos. Los estudios relacionados con el efecto sobre el daño a los órganos, la capacidad de 
deformación de la membrana de los glóbulos rojos, la vida media de los glóbulos rojos y la afinidad de oxígeno de la 
HbF mutante en comparación con la HbF normal para determinar el mecanismo detrás de esta propiedad favorable 
inesperada de la HbF están en curso.40

Estos resultados demuestran que el gen de γ-globina con mutación puntual en el vector sGbGM previene la 
falciformación y, por lo tanto, prolonga la vida media de los RBC falciformes, lo que conduce a un recuento de 
reticulocitos más bajo (Figura 33). Esta mayor producción de HbF y la reducción de la reticulocitosis dan como 
resultado un aumento proporcional de la hemoglobina y la corrección hematológica del fenotipo falciforme. El vector 
sGbGM no tiene cambios en la cadena principal del vector ni en ninguno de los elementos reguladores de la 45
transcripción.

Los diversos métodos y técnicas descritos anteriormente proporcionan varias formas de llevar a cabo la invención. Por 
supuesto, debe entenderse que no necesariamente todos los objetivos o ventajas descritos pueden lograrse según 
cualquier realización particular descrita en este documento. Por lo tanto, por ejemplo, los expertos en la materia 
reconocerán que los métodos pueden realizarse de una manera que logre u optimice una ventaja o grupo de ventajas 50
como se enseña aquí sin necesariamente alcanzar otros objetivos o ventajas como se puede enseñar o sugerir aquí. 
Una variedad de alternativas ventajosas y desventajosas se mencionan en el presente documento. Debe entenderse 
que algunas realizaciones preferidas incluyen específicamente una, otra o varias características ventajosas, mientras 
que otras excluyen específicamente una, otra o varias características desventajosas, mientras que otras mitigan 
específicamente una característica desventajosa actual mediante la inclusión de una, otra o varias características 55
ventajosas.

En algunas realizaciones, los números que expresan cantidades de ingredientes, propiedades tales como peso 
molecular, condiciones de reacción, etc., usadas para describir y reivindicar ciertas realizaciones de la invención deben 
entenderse como modificadas en algunos casos por el término "aproximadamente". Por consiguiente, en algunas 
realizaciones, los parámetros numéricos establecidos en la descripción escrita y las reivindicaciones adjuntas son 60
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aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se desean obtener mediante una 
realización particular. En algunas realizaciones, los parámetros numéricos deben interpretarse a la luz del número de 
dígitos significativos informados y mediante la aplicación de técnicas de redondeo ordinarias. A pesar de que los 
intervalos numéricos y los parámetros que establecen el amplio alcance de algunas realizaciones de la invención son 
aproximaciones, los valores numéricos establecidos en los ejemplos específicos se informan con la mayor precisión 5
posible. Los valores numéricos presentados en algunas realizaciones de la invención pueden contener ciertos errores 
necesariamente resultantes de la desviación estándar encontrada en sus respectivas mediciones de prueba.

En algunas realizaciones, los términos "un" y "una" y "el" y referencias similares usadas en el contexto de describir 
una realización particular de la invención (especialmente en el contexto de algunas de las siguientes reivindicaciones) 
pueden interpretarse para cubrir ambas el singular y el plural. La recitación de intervalos de valores en el presente 10
documento solo pretende servir como un método abreviado de referirse individualmente a cada valor separado que 
cae dentro del intervalo. A menos que se indique lo contrario en este documento, cada valor individual se incorpora a 
la especificación como si se mencionara individualmente en este documento. Todos los métodos descritos en este 
documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en este documento o 
que el contexto lo contradiga claramente. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo, 15
"tal como") proporcionado con respecto a ciertas realizaciones en el presente documento pretende simplemente 
iluminar mejor la invención y no plantea una limitación en el alcance de la invención reivindicada de otro modo.

Listado de secuencias

<110> Punam Malik Children's Hospital Medical Center
20

<120> Una hemoglobina fetal mejorada para la corrección génica de la anemia falciforme

<130> 0088544-029WO0

<150> 61/933788
<151> 30-01-201425

<160> 5

<170> FastSEQ para Windows Versión 4.0
30

<210> 1
<211> 147
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

35
<220>
<223> Gamma globina humana mutada

<400> 1

40

<210> 2
<211> 444
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial45
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<220>
<223> Región (CDS) que codifica el gen de gamma globina humana mutada, orientación de sentido

<400> 25

<210> 310
<211> 2141
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>15
<223> Gen de gamma globina humana mutada, orientación de sentido

<400> 3

20
<210> 4
<211> 11868
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

25
<220>
<223> Gen de gamma globina humana mutada sSIN
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<220>
<221> característica_misc
<222> (0)...(0)
<223> n=a, t, c, or g

5
<400> 4
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<210> 5
<211> 6651
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sólo sSIN 

10
<220>
<221> característica_misc
<222> (0)...(0)
<223> n=a, t, c, or g

15
<400> 5
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REIVINDICACIONES

1. Un gen de gamma-globina humano mutado, en donde el gen de gamma-globina humana mutado codifica una 
proteína que comprende la SEC ID NO: 1.

2. El gen de la gammaglobina humana mutado de la reivindicación 1, en donde el gen de la gammaglobina humana 
mutado tiene una identidad de secuencia del 70% o mayor que la SEQ ID NO: 2.5

3. Un vector de expresión lentiviral capaz de corregir genéticamente la anemia falciforme o la β-talasemia o reducir los 
síntomas de la misma, que comprende el gen de la gammaglobina humana mutada de la reivindicación 1.

4. El vector de expresión lentiviral de la reivindicación 3, que comprende además:

una secuencia señal heteróloga de poliA inversa de una secuencia viral 3 'LTR en una cadena principal de vector 
lentiviral SIN estándar; y10

una o más secuencias USE derivadas de una señal de poliA tardía de SV40 en una región de deleción de U3 de 
una cadena principal de vector lentiviral SIN estándar.

5. El vector de expresión lentiviral de la reivindicación 4, que comprende además una o más secuencias de aislador 
funcionales de longitud reducida derivadas de CHS4 flanqueantes.

6. El vector de expresión lentiviral de la reivindicación 5, que comprende además uno o más elementos de una región 15
de control de locus de beta-globina clonada en orientación inversa a una unidad de transcripción viral.

7. El vector de expresión lentiviral de la reivindicación 5, que comprende además un elemento potenciador específico 
del linaje eritroide.

8. Células madre hematopoyéticas que tienen un vector de expresión lentiviral como se establece en cualquiera de
las reivindicaciones 3-7.20

9. Las células madre hematopoyéticas de la reivindicación 8, para usar en el tratamiento de la anemia falciforme o la 
talasemia β en un sujeto que lo necesite, en donde las células madre hematopoyéticas se han preparado mediante la 
transfección de células madre hematopoyéticas autólogas (HSC) del sujeto con el vector de expresión lentiviral 
modificado.

10. Las células madre hematopoyéticas para usar según la reivindicación 9, en donde El sujeto es un sujeto humano.25

11. Las células madre hematopoyéticas para uso según la reivindicación 9 o la reivindicación 10, en donde el sujeto 
se trata adicionalmente con acondicionamiento de intensidad reducida antes del trasplante.

12. Un gen de gammaglobina humana mutada de la reivindicación 1 para usar en el tratamiento de la anemia falciforme 
o la talasemia β en un sujeto que lo necesite;

en donde el vector de expresión lentiviral expuesto en una cualquiera de las reivindicaciones 3-7 se introduce en 30
células madre hematopoyéticas autólogas (HSCs) del sujeto mediante transfección; y

en donde las HSC transfectadas son para trasplante en el sujeto.

13. El gen de la gammaglobina humana mutada para usar según la reivindicación 12, en donde El sujeto es un sujeto 
humano.

14. El gen de la gammaglobina humana mutada para usar según la reivindicación 12 o 13, en donde el sujeto se trata 35
adicionalmente con acondicionamiento de intensidad reducida antes del trasplante.
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Figura 10F
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Figura 30
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Figura 31
Datos de secuencia

Molécula:
Nombre del 
arcviho:
Descripción:

sGbGM, ADN circular de 11868 bps

Editado con sGbGM. cmp, de fecha 12 de septiembre 
de 2013
1 a 11868 bps (completo)

13 sep 2013
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 31 (continuación)
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Figura 32A

Figura 32B
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Figura 33A Figura 33B

Figura 33C Figura 33D

Figura 33E Figura 33F
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