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VECTORES LENTIVIRALES Y USOS DE LOS MISMOS
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona composiciones y un método para restablecer la expresion
de RPS19 en células. En particular, en el presente documento se proporcionan métodos y

composiciones para terapia génica de anemia de Diamond-Blackfan.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La anemia de Diamond-Blackfan (DBA, del inglés “Diamond Blackfan anemia”) es una
enfermedad rara con una prevalencia estimada de 5-7 casos por millén de nacimientos vivos
que muestra la incidencia y la distribucion de los pacientes en diferentes paises. El sello
distintivo de la DBA es la anemia macrocitica, que se presenta normalmente en el primer afo,
y con frecuencia evoluciona a neutropenia y trombocitopenia, y en algunos casos a sindrome
mielodisplasico o leucemia mieloide aguda (Ruggero y Shimamura, 2014). Por tanto, aunque
la DBA se asocia normalmente con aplasia pura de globulos rojos, el defecto hematopoyético

generalizado define a la DBA como un sindrome de insuficiencia de la médula ésea (IMO).

Las mutaciones en 20 genes de la DBA, mas 3 genes “similares a la DBA”, representan el 70-
80% de los pacientes con DBA. El RPS19, el gen que codifica para la proteina ribosémica
S19, es el mas comunmente afectado en la DBA (el 25% de los pacientes) (Da Costa, Narla
y Mohandas, 2018). Estos pacientes son normalmente haploinsuficientes para este gen (un
gen no afectado, el otro inactivado), lo que conduce a una produccién sustancialmente

reducida de ribosomas funcionales.

Los corticoesteroides constituyen la primera opcion terapéutica para los pacientes con DBA.
Aproximadamente el 80% de los pacientes responden inicialmente a los corticosteroides con
una mejora o remision completa de su anemia. Sin embargo, el tratamiento prolongado con
corticoesteroides ha mostrado una eficacia limitada en muchos pacientes, de modo que sélo
alrededor del 40% permanecera con corticoesteroides durante un periodo de tiempo
prolongado, lo que implica que, en general, al menos el 40% de los pacientes con DBA son
dependientes de transfusiones. Hasta la fecha, el trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas (alo-HSCT del inglés “alo-hematopoietic stem cell trasplantation”) es el unico
tratamiento curativo disponible para los pacientes con DBA. El consenso es usar donantes
hermanos o donantes no emparentados totalmente compatibles (10/10), sin embargo, sélo
una minoria de pacientes tiene acceso a un donante adecuado. Ademas, el resultado clinico

de los pacientes con DBA trasplantados con donantes alternativos después de los 10 afios de
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edad es muy malo. Ademas, la DBA se identifica ahora como una enfermedad propensa al
cancer, y la incidencia de cancer en estos pacientes podria incluso aumentar después del
acondicionamiento mieloablativo y el trasplante, tal como ya se ha demostrado en pacientes

con anemia de Fanconi (FA, del inglés Fanconi anemia).

La terapia génica destinada a corregir las mutaciones genéticas en las células madre
hematopoyéticas representa una posible estrategia terapéutica para este trastorno genético.
La terapia génica a través de gammaretrovirus, lentivirus, adenovirus y virus adenoasociados
resulta atractiva debido a la capacidad natural de los virus para introducirse en las células e
insertarles material genético. En particular, los vectores lentivirales (LV, del inglés “lentiviral
vectors”) son vehiculos adecuados para la insercion de genes, ya que se consideran
relativamente seguros y son capaces de integrarse de manera estable en el ADN gendémico
de una amplia variedad de tipos de células de mamifero en division y no en division. La
capacidad de integrarse de manera estable en el genoma hace de los LV una herramienta
unica e ideal para la terapia génica, especialmente para corregir y tratar trastornos genéticos

tales como la DBA.

Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad critica de un régimen de tratamiento eficaz
para la DBA, y la presente invencién proporciona LV que no sélo son capaces de restablecer
la expresién de la proteina RPS19, sino que también son capaces de corregir la alteraciéon en

el proceso de biogénesis ribosémica.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Diagrama esquematico de los vectores terapéuticos generados: a)
PGK.CoRPS19.Wpre* y b) EF1a(s) .CoRPS19.Wpre*. 5' LTR: repeticién terminal larga 5
(del inglés “5' long terminal repeat”); PBS: sitio de union del cebador (del inglés “primer binding
site”); W: sefal de empaquetamiento psi; AGAG: secuencia de Gag truncada; SA: aceptor de
empalme (del inglés “splicing acceptor’); RRE: elemento sensible a Rev (del inglés “Rev
responsive element”); cPPT: ADN tracto de polipurina central (del inglés “central polypurine
tract’); PGK: promotor de fosfoglicerato quinasa (del inglés “phosphoglycerate kinase
promoter”); EF1a(s): factor de elongacién 1a (del inglés “elongation factor 1a”) en su versién
corta ((s); del inglés “short”); CoORPS19: secuencia de nucleétidos con coddn optimizado que
codifica la proteina RPS19; Wpre*: elemento regulador postranscripcional mutado optimizado
del virus de la hepatitis de la marmota (del inglés “Woodchuck hepatitis virus
posttranscriptional regulatory element”); 3' LTR: repeticion terminal larga 3' (del inglés “3' long

terminal repeat”); PolyA: secuencia sefial de poliadenilacion.
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Figura 2. Determinaciéon del nimero de células CD34" en la médula 6sea de pacientes
con anemia de Blackfan-Diamond (DBA; del inglés “Diamond-Blackfan anemia”): a)
Porcentaje de células CD34" en médula ésea de pacientes con DBA (DBA), pacientes con
anemia de Fanconi (FA, del inglés “Fanconi anemia”) y donantes sanos (DS), como control.
b) Celularidad de la médula ésea. c¢) Porcentaje de células CD34*/CD38 en la médula ésea.
El grado de significancia se determiné mediante la prueba de Mann Whitney (valor P; * < 0,05;
**<0,01;***<0,001; **** <0,0001). Los graficos muestran la mediana y el rango intercuartilico

junto con los percentiles 90:10.

Figura 3. Cuantificacion del porcentaje de las diferentes subpoblaciones de
progenitores hematopoyéticos en médula 6sea de pacientes con DBA y donantes
sanos: a) HSC (del inglés “hematopoietic stem cells”, células madre hematopoyéticas: Lin
CD34*CD38'CD90"CD45RA"). b) MPP (del inglés “multipotent progenitors”, progenitores
multipotentes:  CD34*CD38 Thy-1"CD45RAFIt3*CD7'CD107). ¢) MLP (del inglés
“multilymphoid progenitors”, progenitores multilinfoides: CD34*CD38 Thy-1P3°CD45RA"
FIt3*CD7*CD10). d) CMP (del inglés “common myeloid progenitors”, progenitores mieloides
comunes: CD34*CD38*Thy-1"CD45RAFIt3*CD7-CD10"). e) MEP (del inglés “megakaryocytic
and erythroid progenitors”: progenitores megacariociticos y eritroides: CD34*CD38"Thy1-
CD45RAFIt3'CD7-CD10°). f) GMP (del inglés “granulocytic-monocytic progenitors”,
progenitores granulo-monociticos: CD34*CD38*Thy-1"CD45RA*FIt3*CD7°CD10'). El grado de
significancia se determiné mediante la prueba de Mann Whitney. Los graficos muestran la
mediana y el rango intercuartilico junto con los percentiles 90:10. DS: donantes sanos; DBA:

pacientes con DBA.

Figura 4. Determinacién del contenido de células formadoras de colonia (CFCs, del
inglés “colony forming cells”) de progenitores hematopoyéticos en la médula ésea: a)
Numero de unidades formadoras de colonias granulo-macréfagicas (CFU-GMs, del inglés
“granulocyte-macrophage progenitor colony forming units”) por cada 10° células
mononucleares (MNC, del inglés “mononuclear cells”) sembradas. b) Numero de unidades de
formacion de colonias eritroides (BFU-Es, del inglés “burst-forming unit-erythroid progenitors”)
por cada 10° células MNC sembradas. El grado de significancia se determiné mediante la
prueba de Mann Whitney (valor P; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001). Los graficos
muestran la mediana y el rango intercuartilico junto con los percentiles 90:10. MO: médula

6sea; DS: donantes sanos; DBA: pacientes con DBA; FA: pacientes con anemia de Fanconi.



10

15

20

25

30

35

WO 2022/238595 4 PCT/ES2021/070343

Figura 5. Determinacién del potencial de reconstitucion de células CD34* de donantes
sanos y pacientes con DBA tras ser trasplantadas en ratones NSG inmunodeficientes:
a) Porcentaje de células CD45" humanas (hCD45") injertadas en la médula ésea de ratones
NSG en el tiempo (30, 60 y 90 dias post-trasplante (dpt)). b) diferenciacién de las células
injertadas a los diferentes linajes hematopoyéticos. CD33": mieloide, CD19": linfoide y CD34":
células madre hematopoyéticas (CMH). El grado de significancia se determind mediante la
prueba de Mann Whitney (valor P; * < 0,05; ** < 0,01; *** <0,001; **** < 0,0001). Los graficos
muestran la mediana y el rango intercuartilico junto con los percentiles 90:10. DS: donantes

sanos; DBA: pacientes con DBA.

Figura 6. Estudio de la expresién endégena del gen RPS719 en una linea celular modelo
de enfermedad (K562 interferida en el gen RPS19 por los vectores LV-THM.shRPS19 y
MISSION® pLKO.1-pure TurboGFP™ shRPS19) posteriormente corregida con los
vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* y EF1a(s).CoRPS19.Wpre*: a) Panel
izquierdo: reduccién de la expresién enddégena de RPS79 por medio del vector LV-
THM.shRPS19 (ShRPS19-LV), panel derecho: deteccién de /a secuencia CoRPS179 tras la
correccién con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* (PGK.CoRPS19-LV) y
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* (EF1a.CoRPS19-LV). b) Panel izquierdo: reduccién de la expresion
endégena de RPS19 por medio del vector LV-MISSION® pLKO. 1-pure TurboGFP™ shRPS19
(ShRPS19-LV); panel derecho: deteccion de la secuencia CoRPS 19 tras la correccién con los
vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* (PGK.CoRPS19-LV) y EF1a(s). CoRPS19.Wpre*
(EF1a.CoRPS19-LV). El grado de significancia se determin6 mediante la prueba t-test (valor
P; *<0,05; ** <0,01; *** <0,001; **** < 0,0001). Los graficos muestran la mediay la desviacion
estandar. La linea discontinua en los paneles izquierdos refleja la expresidén enddgena basal
de RPS19 de un control sin interferir en K562.

Figura 7. Andlisis de la biogénesis ribosomal en la linea celular K562 interferida para el
gen RPS19 y posteriormente corregida con los vectores terapéuticos
PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre*: a) Panel izquierdo: Deteccién del nivel
de ARNr pre-215/21C (asterisco, 21S/21S-C) por transferencia Northern en células
interferidas con el vector de interferencia LV-THM.shRPS19 y posteriormente transducidas
con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* (PGK.CoRPS19-LV) o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* (EF1a.CoRPS19-LV); panel derecho: grafico que muestra la
cuantificacion de la relacién entre el ARNr pre-21Sy 21C (pre ARNr 21S / 215-C) detectado
por Northern blot en células interferidas con el vector de interferencia LV-THM.shRPS19 y

posteriormente transducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o
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EF1a(s).CoRPS19.Wpre*. b) Panel izquierdo: deteccién de los niveles de ARNr pre-21S y
21C (asterisco, pre ARNr 21S / 21S-C) por transferencia de Northern en células interferidas
con el vector de interferencia LV-MISSION® pLKO.1-pure TurboGFP™ shRPS19 y
posteriormente transducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre*; panel derecho: grafico que muestra la cuantificacion de la relacion
entre el ARNr pre-21Sy 21C (pre ARNr 21S / 21S-C) detectado por transferencia Northern en
células interferidas con el vector de interferencia LV-M/SS/ION® pLKO.1-pureTurboGFP™
ShRPS19 y posteriormente transducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*
o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* El grado de significancia se determin6é mediante la prueba
ANOVA y su analisis grupo por grupo (valor P; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001).
Los graficos muestran la desviaciéon estandar y media de tres experimentos. 1.Mock: células
no transducidas; 2.SCRB: células trasducidas con un vector interferente inespecifico LV-
THM.shscramble. 1. Mock y 2.SCRB se incluyen como controles negativos. PGK.CoRPS19:
condicion transducida con el vector PGK.CoRPS19.Wpre*, EF1a.CoRPS19: condicion
transducida con el vector EF71a(s).CoRPS19.Wpre*; Sh+PGK.CoRPS19: condicién co-
transducida con los vectores de interferencia en a) LV-THM.shRPS19 y en b) MISSION®
PLKO. 1-pure TurboGFP™ shRPS19 y el vector PGK.CoRPS19.Wpre*; Sh+EF1a. CoRPS19:
condicion co-transducida con los vectores de interferencia en a) LV-THM.shRPS19 y en b)
MISSION® pLKO. 1-pure TurboGFP™ shRPS19 y EF1a(s).CoRPS19.Wpre* LV.

Figura 8. Determinaciéon del nimero de colonias de progenitores hematopoyéticos
generadas tras la transduccion de células CD34" de pacientes con DBA con los vectores
terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o con el vector control
PGK.EGFP.Wpre*: a) Numero de colonias CFU-GMs por cada 10° células MNC sembradas.
b) Numero de colonias BFU-E por cada 10° células MNC sembradas. El numero de
experimentos realizados con células transducidas con el vector PGK.EGFP.Wpre* (PGK
EGFP) fue N= 3, con el vector PGK.CoRPS19.Wpre* (PGK.CoRPS19) fue N=5y con el vector
EF1o(s).CoRPS19.Wpre* (EF1a0.CoRPS19) fue N= 5.

Figura 9. Eficiencia de correccién y toxicidad nula tras la transduccién con los vectores
terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* en células CD34" de
pacientes con DBA: a) Porcentaje de transducciéon de progenitores hematopoyéticos en
pacientes con DBA tras la correccién con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*
(PGK.CoRPS19) o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* (EF1a .CoRPS19) o el vector control
PGK.EGFP.Wpre* (PGK EGFP). b) Numero de copias del vector (VCN, del inglés “vector copy

number”) integradas en células mantenidas en cultivo liquido (CL) y ¢) en células formadoras
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de colonia (CFCs). El grado de significancia se determiné mediante la prueba de Mann
Whitney. El numero de experimentos realizados para la condicion: PGK.EGFP.Wpre* es N=4,
PGK.CoRPS19.Wpre* es N=5, y para EF71a(s).CoRPS19.Wpre* es N = 3. El gréfico
representa el valor medio correspondiente a la transduccién de células CD34* de 5 pacientes

diferentes con la desviacién estandar correspondiente.

Figura 10. Analisis del efecto de la transduccién con los vectores terapéuticos en la
expansion de progenitores hematopoyéticos de pacientes con DBA en cultivo liquido.
Numero de células obtenidas tras la expansion de progenitores hematopoyéticos de pacientes
con DBA ftras ser ftransducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*
(PGK.CoRPS19) o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* (EF1.CoRPS19). El vector PGK.EGFP.Wpre*
(PGK EGFP) se utiliz6 como control. EI nimero de células se midié el dia 0 antes de la
transduccién (DO) y en dos puntos de tiempo diferentes después de la transduccién (después
de 7 (D7) y 14 dias (D14)).

Figura 11. Analisis del proceso de diferenciacién eritroide de células pacientes con DBA
tras la correcciéon con los vectores terapéuticos: Cuantificacién del porcentaje de
CD71*/CD235a* y CD71/CD235a* (CD71/CD235a) en la poblacion de células CD34" de
medula 6sea (MO) de pacientes con DBA transducidas con los vectores terapéuticos
PGK.CoRPS19.Wpre* (PGK.CoRPS19) o la EF1a(s).CoRPS19.Wpre* (EF1.CoRPS19) o el
vector control PGK.EGFP.Wpre* (PGK.EGFP). La figura muestra a) los analisis individuales
de 3 pacientes (DBA-31, DBA-25, y DBA-36) y b) la media de los tres pacientes en conjunto.
El grado de significancia se determiné mediante la prueba de Mann Whitney. Los graficos

muestran la media y la desviacion estandar.

Figura 12. Analisis del potencial de reconstitucién de células de pacientes con DBA
transducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o el vector control PGK.EGFP.Wpre* trasplantadas en ratones
inmunodeficientes NSG: Nivel de injerto (porcentaje de células hCD45%) de las células
CD34* de laMO de pacientes con DBA corregidas con los vectores terapéuticos en tres puntos
de tiempo diferentes después del trasplante de células (30 dias (D30), 60 dias (D60) y 90 dias
(D90)) y determinacion del potencial de diferenciacién multilinaje de las células injertadas:
mieloide (CD33"), linfoide (CD19*) y CMH (CD34"). El grado de significancia se determin6
mediante la prueba de Mann Whitney (valor P; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001;

ns: no significativo). Los graficos muestran la media y la desviacion estandar. MOCK EGFP:
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vector control PGK.EGFP.Wpre*;, PGKCoRPS19: vector PGK.CoRPS19.Wpre*
EF.CoRPS1:EF1a(s).CoRPS19.Wpre*.

Figura 13. Cuantificacién del niumero de copias del vector (VCN, del inglés “vector copy
number”) el dia 90 después del trasplante en células CD34" de pacientes con DBA
transducidas con los vectores terapéuticos o un vector control EGFP e injertadas en
ratones receptores NSG. La significancia estadistica se determin6 mediante la prueba de
Mann Whitney (valor de p <0,05).

Figura 14. Cuantificacion del namero de colonias generadas a partir de células CD34*
de cordén umbilical de donantes sanos transducidas con los vectores terapéuticos
PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o con el vector control
PGK.EGFP.Wpr*: a) Niumero de CFU-GMs por cada 10° células MNC sembradas. b) Nimero
de BFU-Es por cada 10° células MNC sembradas. El grado de significancia se determind
mediante la prueba de Mann Whitney (valor P; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001).
El grafico muestra la desviacién estandar y media de 5 experimentos. PGK.EGFP: vector
control PGK.EGFP.Wpre*; PGK.CoRPS19: vector PGK.CoRPS19.Wpre*, EF1a.CoRPS19:
vector EF1a(s). CoRPS19.Wpre*.

Figura 15. Determinaciéon del VCN por célula, porcentaje de transducciéon y nivel de
expresion del transgén CoRPS19 en colonias y cultivo liquido de células CD34" de
donantes sanos transducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre*, o el vector control PGK.EGFP.Wpre*. a) Determinacién del
numero de copias del vector (VCN) por célula en colonias y porcentaje de transduccién en
células CD34*. b) Determinacion del VCN por célula en cultivo liquido (CL). ¢) Expresion de
CoRPS19 normalizada para el VCN por célula. La significancia estadistica se determin6
mediante la prueba de Mann Whitney, la prueba de Mann Whitney (valor p; * <0,05; ** < 0,01,
*** < 0,001; **** < 0,000105). El grafico en el panel a) muestra la desviacion estandar y media
de 5 experimentos, el grafico en b) de 4 experimentos y el grafico en c) de 3 experimentos.
PGK EGFP: vector de control PGKEGFP.Wpre*, PGKCoRPS19: vector
PGK.CoRPS19.Wpre* EF1a CoRPS1: vector EF1a(s).CoRPS19.Wpre*.

Figura 16. Curva de crecimiento de células CD34" de cordén umbilical de donantes
sanos transducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre(s)* y el vector control PGKEGFP.Wpre*. El grado de

significancia se determin6 mediante la prueba de Mann Whitney (valor de p <0,05). El grafico
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muestra la desviacién estandar y media de 5 experimentos (N=5). D: dias; PGK EGFP: vector
de control PGK.EGFP.Wpre*, PGK CoRPS19: vector PGK.CoRPS19.Wpre*, EF CoRPS19:
vector EF1a(s). CoRPS19.Wpre*.

Figura 17. Analisis del potencial de repoblacion y diferenciacion de células CD34" de
donantes sanos transducidas con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o con el vector de control PGK.EGFP.Wpre*: a) El potencial de
repoblaciéon se muestra por el porcentaje de células hCD45" en receptores primarios y
secundarios. b) Distribucién de los linajes mieloide (CD33%), linfoide (CD19%) y de CMH
(CD34%) en receptores primarios y secundarios. La significancia estadistica se determin6
mediante la prueba de Mann Whitney (valor P; * <0,05; ** <0,01; *** <0,001; **** <0,000105).
El grafico muestra la media y el error estandar de la media de dos experimentos diferentes
para analizar la seguridad y toxicidad in vivo en los ratones trasplantados después de
transducir CD34" de sangre de cordon de donantes sanos. D, dias; PGK EGFP: vector control
PGK.EGFP.Wpre*, PGK CoRPS19: vector PGK.CoRPS19.Wpre*, EF CoRPS19: vector
EF1a(s).CoRPS19.Wpre*.

Figura 18. Cuantificacion del VCN en células CD34" donantes sanos transducidas con
los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o la EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o el vector
control PGK.EGFP.Wpre* trasplantadas en ratones NSG. El grado de significancia
estadistica se determind mediante la prueba de Mann Whitney (valor p; * < 0,05; ** < 0,01; ***
< 0,001; **** < 0,0001). El grafico muestra la media y el error estandar de la media de dos
experimentos diferentes para analizar la seguridad y toxicidad in vivo en los ratones
trasplantados después de transducir CD34* de sangre de corddn de donantes sanos. PGK
EGFP: vector control PGK.EGFP.Wpre*, PGK CoRPS19: vector PGK.CoRPS19.Wpre*; EF
CoRPS&19: vector EF1a(s).CoRPS19.Wpre*.

Figura 19. Determinacién del peso corporal de ratones NSG trasplantados con células
CD34* de donantes sano transducidas con los vectores terapéuticos
PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o con el vector de control
PGK.EGFP.Wpre*. El grado de significancia estadistico se determind mediante la prueba de
Mann Whitney (valor de p; * < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,000105). El grafico muestra
la media y el error estandar de la media de dos experimentos diferentes para analizar la
seguridad y toxicidad in vivo en los ratones trasplantados después de transducir CD34" de

sangre de cordon de donantes sanos. D, dias; PGK EGFP: vector de control
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PGK.EGFP.Wpre*, PGKCoRPS19: vector PGK.CoRPS19.Wpre*, EF CoRPS19:
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* vector .

Figura 20. Determinacién de parametros hematolégicos en ratones NSG trasplantados
con células CD34 * de donantes sanos transducidas con los vectores terapéuticos
PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o el vector de control
PGK.EGFP.Wpre*: a) eritrocitos, b) leucocitos, ¢) plaquetas y d) neutréfilos. La significancia
estadistica se determiné mediante la prueba de Mann Whitney (valor P; * < 0,05; ** < 0,01; ***
<0,001; **** < 0,000105). El grafico muestra la media y el error estandar de la media de dos
experimentos diferentes para analizar la seguridad y toxicidad in vivo en los ratones
trasplantados después de transducir CD34* de sangre de cordon de donantes sanos. D, dias;
PGK EGFP: vector de control PGKEGFP.Wpre* PGKCoORPS19:  vector
PGK.CoRPS19.Wpre* EF CoRPS19: EF1a(s). CoRPS19.Wpre* vector.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
DEFINICIONES GENERALES

Cabe sefalar que, tal como se usa en el presente documento, las formas en singular “un”,
“uno/a” y “el/la” incluyen las referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente
lo contrario. Ademas, a menos que se indique lo contrario, el término “al menos” que precede
a una serie de elementos debe entenderse como referido a cada elemento de la serie. Los
expertos en la técnica reconoceran o seran capaces de determinar, sin mas que la
experimentacion rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion
descritas en el presente documento. Tales equivalentes pretenden englobarse en la presente

invencion.

El término “aproximadamente” se usa en el presente documento para significar de manera
aproximada, mas o menos, alrededor de, o en las regiones de. Cuando el término
“aproximadamente” se usa junto con un intervalo numérico, modifica ese intervalo ampliando
los limites por encima y por debajo de los valores numéricos establecidos. En general, el
término “aproximadamente” se usa en el presente documento para modificar un valor
numeérico por encima y por debajo del valor declarado con una variacion del 10%, hacia arriba

o hacia abajo (mayor o menor).
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Tal como se usa en el presente documento, el término conjuntivo “y/0” entre multiples
elementos enumerados se entiende como que abarca tanto las opciones individuales como
las combinadas. Por ejemplo, cuando dos elementos estan unidos por “y/0”, una primera
opcién se refiere a la aplicabilidad del primer elemento sin el segundo. Una segunda opcidn
se refiere a la aplicabilidad del segundo elemento sin el primero. Una tercera opcion se refiere
a la aplicabilidad del primer y del segundo elemento juntos. Cualquiera de estas opciones se
entiende dentro del significado y, por tanto, satisface el requisito del término “y/o” tal como se
usa en el presente documento. También se entiende que la aplicabilidad simultanea de mas
de una de las opciones esta comprendida en el significado y, por tanto, satisface el requisito

del término “y/o”.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el
contexto requiera lo contrario, se entendera que la palabra “comprender”, y variaciones tales
como “comprende” y “que comprende”, implican la inclusién de un numero entero o etapa o
grupo de numeros enteros o etapas, pero no la exclusiéon de cualquier otro nimero entero o
etapa o grupo de numeros enteros o etapas. Cuando se usa en el presente documento, el
término “que comprende” puede sustituirse por el término “que contiene” o “que incluye” o, a
veces, por el término “que tiene”. Cualquiera de los términos mencionados (que comprende,
que contiene, que incluye, que tiene), siempre que se use en el presente documento en el
contexto de un aspecto o una realizacién de la presente invencién, puede sustituirse por el

término “que consiste en”, aunque es menos preferido.

Cuando se usa en el presente documento, “que consiste en” excluye cualquier elemento,

etapa o componente no especificado en el elemento de la reivindicacion.

Una proteina o un nucleétido que “consiste esencialmente en” una proteina o un nucleétido
es una proteina 0 un nucledtido que tiene considerablemente la misma secuencia de

aminoacidos o nucleétidos que la proteina o el nucleétido especificado.

Una proteina o un nucleétido que tiene “esencialmente la misma secuencia de aminoacidos o
nucleétidos” que una proteina o un nucleétido, respectivamente, tiene normalmente mas del
90% de identidad de aminoacidos o nucleétidos con esta proteina o este nucleotido. En esta

definicion se incluyen las sustituciones conservadoras de aminoacidos.

El término “aislado”, para los propésitos de la presente invencién, designa un material

biolégico (célula, polipéptido, polinucleétido, o un fragmento, una variante o un derivado de
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los mismos) que se ha retirado de su entorno original (el entorno en el que esta presente de

manera natural).

Por “enriquecido”, tal como se usa en el presente documento, se entiende que la pureza o el
porcentaje de una poblacién especifica de células, tales como una célula CD34", se aumenta
en al menos el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%,
el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99%, el 100% con respecto
a las células totales comprendidas en la composicién. Los métodos para enriquecer una
poblacién especifica de células se conocen en la técnica, es decir, mediante el uso de kits
especificos que usan seleccion negativa o positiva.

“Acidos nucleicos”, “moléculas de &cido nucleico’, “oligonucleétido” y “polinucleétido” se usan
de manera intercambiable y se refieren a la forma polimérica de éster de fosfato de los
ribonucledsidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina; “moléculas de ARN”) o
desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina;
“moléculas de ADN”), o a cualquier analogo de fosfoéster de los mismos, tales como los
fosforotioatos y los tioésteres, o bien en forma de hélice monocatenaria o bicatenaria. El
término molécula de acido nucleico, y en particular molécula de ADN o ARN, se refiere
unicamente a la estructura primaria y secundaria de la molécula, y no se limita a ninguna
forma terciaria particular. Por tanto, este término incluye el ADN bicatenario que se encuentra,
entre otros, en las moléculas de ADN lineal o circular (por ejemplo, fragmentos de restriccién),

plasmidos, ADN en superhélice y cromosomas.

Por “con codones optimizados” se entiende en el presente documento potenciar la expresion
sustituyendo los codones representados de tipo natural por codones tradicionalmente mas

estables para maximizar la posibilidad de obtener una proteina funcional y activa.

Una “region codificante” o “secuencia codificante” es una porcién de polinucledtido que

consiste en codones traducibles en aminoécidos.

Un “promotor”, tal como se usa en el presente documento, abarca una secuencia de ADN que
dirige la union de la ARN polimerasa y fomenta de ese modo la sintesis de ARN, es decir, una
secuencia minima suficiente para dirigir la transcripcion. Los promotores y la correspondiente
expresion de proteinas o polipéptidos pueden ser ubicuos, es decir, activos en una amplia
variedad de células, tejidos y especies, o bien especificos del tipo de célula, tejido o especie.

La secuencia promotora puede componerse de diferentes fragmentos promotores (o bien
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diferentes o bien los mismos fragmentos) que estan situados préximos en la secuencia de
ADN y pueden estar separados por ligadores o espaciadores. Estos promotores se denominan

promotores quiméricos.

Un “potenciador” (“enhancer” en inglés), tal como se usa en el presente documento, abarca
un elemento de accion cis que estimula o inhibe la transcripcién de genes adyacentes. Un
potenciador que inhibe la transcripcién también se denomina “silenciador”. Los potenciadores
pueden funcionar (es decir, pueden estar asociados con una secuencia codificante) en
cualquier orientacion, a distancias de hasta varios pares de kilobases (kb) desde la secuencia

codificante y desde una posicién en el sentido de 3’ de una region transcrita.

El término “en el sentido de 3" se refiere a una secuencia de nucledtidos que se encuentra en
3’ con respecto a una secuencia o secuencias de nucleédtidos de referencia. En determinadas
realizaciones, las secuencias de nucledtidos en el sentido de 3’se refieren a las secuencias

que siguen al punto de inicio de la transcripcion.

El término “en el sentido de 5 se refiere a una secuencia de nucleétidos que se encuentra en
5’ con respecto a una secuencia de nucleétidos de referencia. En determinadas realizaciones,
las secuencias de nucleétidos “en el sentido de 5 se refieren a secuencias que se encuentran

en la regién 5’ de una regidon de nucleétidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “region reguladora del gen” o “region
reguladora” se refiere a las secuencias de nucleétidos situadas en el sentido de 5 (secuencias
en %), dentro o en el sentido de 3’ (secuencias en 3’) de una regién codificante, y que influyen
en la transcripcion, el procesamiento del ARN, la estabilidad o la traduccion de la regién
codificante asociada. Las regiones reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lideres
de traduccion, intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilacion, sitios de
procesamiento de ARN, sitios de unién de efectores y estructuras de tallo-bucle. Si una regién
codificante se destina a la expresion en una célula eucariota, una sefnal de poliadenilacién y
una secuencia de terminacién de la transcripcién se situaran normalmente en 3’ con respecto

a la secuencia codificante.

El término “elemento regulador postranscripcional” se refiere a una secuencia de ADN que al

transcribirse crea una estructura terciaria que potencia o inhibe la expresion de una proteina.
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Las “secuencias de control transcripcional” se refieren a secuencias reguladoras de ADN,
tales como promotores, potenciadores, terminadores y similares, que permiten la expresion

de una secuencia codificante en una célula huésped.

Los términos “tratamiento” y “terapia”, tal como se usan en la presente solicitud, se refieren a
un conjunto de medios higiénicos, farmacolédgicos, quirdrgicos y/o fisicos usados con la
intencién de curar y/o aliviar una enfermedad y/o los sintomas con el objetivo de remediar el
problema de salud. Los términos “tratamiento” y “terapia” incluyen métodos preventivos y
curativos, ya que ambos estan dirigidos al mantenimiento y/o restablecimiento de la salud de
un individuo o animal. Independientemente del origen de los sintomas, de la enfermedad y de
la discapacidad, la administracién de un medicamento adecuado para aliviar y/o curar un
problema de salud debe interpretarse como una forma de tratamiento o terapia en el contexto

de esta solicitud.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de materia que tiene

un efecto terapéutico, y que es capaz de tratar la DBA.

Los términos “individuo”, “paciente” o “sujeto” se usan de manera intercambiable en la

presente solicitud y no pretenden ser limitativos en modo alguno. El “individuo”, “paciente” o

“sujeto” puede ser de cualquier edad, sexo y condicién fisica.

El término “célula huésped”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una célula
que se ha transducido, infectado, transfectado o transformado con un vector. El vector puede
ser un plasmido, una particula viral, un fago, etc. Las condiciones de cultivo, tales como
temperatura, pH y similares, son las usadas previamente con la célula huésped seleccionada
para la expresion, y resultaran evidentes para los expertos en la técnica. Se apreciara que el
término “célula huésped” se refiere a la célula original transducida, infectada, transfectada o

transformada y a la progenie de la misma.

Tal como se usa en el presente documento, “portador farmacéuticamente aceptable” o
“diluyente farmacéuticamente aceptable” significa todos y cada uno de los disolventes, medios
de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y
retardadores de la absorcidn, compatibles con la administracién farmacéutica. El uso de tales
medios y agentes para las sustancias farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica.
Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables no son toxicos para los receptores

en las dosificaciones y concentraciones empleadas vy, sin limitar el alcance de la presente
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invencion, incluyen: agentes de tamponamiento adicionales; conservantes; codisolventes;
antioxidantes, incluyendo acido ascérbico y metionina; agentes quelantes tales como EDTA;
complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); polimeros biodegradables, tales
como poliésteres; contraiones formadores de sales, tales como sodio, alcoholes polivalentes
de azucares; aminoacidos, tales como alanina, glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, lisina, ornitina, leucina, 2-fenilalanina, acido glutamico y treonina; aztcares organicos
o alcoholes de azucares, tales como lactitol, estaquiosa, manosa, sorbosa, xilosa, ribosa,
ribitol, mioinisitol, galactosa, galactitol, glicerol, ciclitoles (por ejemplo, inositol), polietilenglicol,
agentes reductores que contienen azufre, tales como urea, glutation, acido tiéctico, tioglicolato
de sodio, tioglicerol, [alfa]-monotioglicerol y tiosulfato de sodio; proteinas de bajo peso
molecular, tales como albumina sérica humana, albumina sérica bovina, gelatina u otras

inmunoglobulinas; y polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “sujeto que lo necesita” incluye sujetos,
tales como sujetos mamiferos, que se beneficiarian de la administracion de una molécula de
polinucleétido, un polipéptido o un vector proporcionado en el presente documento, por
ejemplo, para corregir un defecto genético, para corregir una funcién defectuosa de una

proteina o para mejorar la homeostasis.

Tal como se usa en el presente documento, el término “optimizado”, con respecto a las
secuencias de nucledtidos, se refiere a una secuencia de polinucleétidos que codifica para un
polipéptido, en la que la secuencia de polinucleétidos se ha mutado para potenciar una

propiedad de esa secuencia de polinucledtidos.

El término “lentivirus” se refiere a un género de retrovirus que pueden infectar y replicarse en
células humanas produciendo enfermedades en el ser humano y ofras especies de
mamiferos. Un “vector” es cualquier vehiculo que puede usarse para transportar
artificialmente material genético extrafo a una célula. Por tanto, un “vector lentiviral” se refiere
a un lentivirus recombinante que transporta un polinucleétido a una célula. El término abarca
todos los subtipos y las formas tanto naturales como las recombinantes, excepto cuando se
requiera lo contrario. El término “LV” es una abreviatura de lentivirus y puede usarse para

referirse al propio virus o a derivados del mismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “gen” o “secuencia codificante” se

refiere a una secuencia de nucleotidos in vitro o in vivo que codifica para un producto génico.
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En algunos casos, el gen consiste o consiste esencialmente en la secuencia codificante, es

decir, la secuencia que codifica para el producto génico.

Por “unidad transcripcional”’, tal como se usa en el presente documento, se entiende la
secuencia de nucleétidos comprendida en el vector LV de la presente invencion que
comprende desde 5 hasta 3’ un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK, del inglés
“phosphoglycerate kinase promoter”) o un factor de elongacién 1 alfa (EF1a, del inglés
“elongation factor 1a”) en su versién corta (EF1a(s), del inglés “short” 0”(s)”), una secuencia
de nucledtidos con codones optimizados que codifica para la proteina RPS19 (CoRPS19), un
elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (Wpre, del inglés
“Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element”), preferiblemente un Wpre
mutado, y al menos una secuencia sefial de poliadenilaciéon (PolyA); en la que un promotor de
la fosfoglicerato quinasa (PGK) o un factor de elongacién 1 alfa (EF1a), el Wpre y la secuencia
sefal de poliadenilacion (PolyA) estan ligados operativamente y regulan la expresién de
CoRPS19.

DESCRIPCION

Tal como se comento6 anteriormente, los pacientes con DBA suelen ser haploinsuficientes para
el gen RPS19. Esto significa que, aunque uno de los alelos del gen RPS19 no esta afectado
y es funcional, no hay suficiente expresion de la proteina RPS19, lo que finalmente conduce

a ribosomas disfuncionales y al desarrollo de la enfermedad.

En estudios anteriores se ha usado la terapia génica (TG) para intentar corregir la expresion
de la proteina RPS19 mediante el uso de vectores lentivirales (LV) en los que el gen RPS19
se coloca bajo el control de promotores virales fuertes con el objetivo de obtener mayores
niveles de expresion de la proteina RPS19. Sin embargo, aunque se sabe que los promotores
humanos tales como PGK o EF1a son mas seguros que los promotores virales fuertes, puede
ser que PGK o EF1a no sean lo suficientemente fuertes como para impulsar la expresion de
una proteina (RPS19) en el contexto de una enfermedad especifica (tal como trastornos
autosémicos dominantes, es decir, DBA) donde se requieren altas cantidades de dicha

proteina.

Los autores de la presente invencidon muestran en el presente documento que los vectores
lentivirales que comprenden promotores humanos son capaces de expresar una cantidad

suficiente de la proteina RPS19 para corregir la alteraciéon de la biogénesis ribosémica. En
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particular, se han desarrollado dos vectores lentivirales de autoinactivacion (SIN-LV, del inglés
“self-inactivating lentiviral vectors”) con dos promotores humanos diferentes: los promotores
de lafosfoglicerato quinasa (PGK) y del factor de elongacién 1a en su version corta (EF1a.(s)).
Tal como se muestra en la figura 7, ambos LV fueron capaces de expresar una proteina
RPS19 con codones optimizados (denominada CoRPS19) y corregir la alteracion de la
biogénesis ribosomica de la linea celular K562, cuya expresién del gen RPS19 habia sido
silenciada por ARN de interferencia. También se demuestra en el presente documento que en
células CD34+ de la médula ésea de pacientes deficientes en RPS19, estos vectores LV
aumentaron 1,5 y 3,9 veces, respectivamente, en comparacién con el grupo de control
transducido con un vector no terapéutico que porta el gen de la proteina verde fluorescente
(EGFP), el numero de colonias granulomacrofagicas (CFU-GM, del inglés “granulocyte-
macrophage progenitor colony forming units”) y eritroides (BFU-Es, del inglés “burst-forming
unit-erythroid progenitors”). Por tanto, se descubrié inesperadamente que, aunque el promotor
de PGK humana soélo era capaz de aumentar la expresién de RPS19 en 1,5 veces, este
aumento resulto ser suficiente para lograr una correccién de la biogénesis ribosémica en un
modelo grave de DBA; la linea celular K562, donde la expresion de RPS19 estaba casi

completamente anulada.

Ademas, los vectores terapéuticos revirtieron el defecto de diferenciacion eritroide
caracteristico de los progenitores eritroides de los pacientes con DBA, aumentando en 2,5
veces la produccién de células eritroides maduras CD71/CD235a*. Asimismo, también se
demuestra en el presente documento que la transduccion de estos progenitores conservo la
capacidad de repoblacién de estas células en ratones NSG inmunodeficientes, lo que sugiere
que esta capacidad de las células madre hematopoyéticas de los pacientes con DBA no esta
gravemente afectada. Los estudios de toxicidad demostraron que la sobreexpresion de la

version optimizada del gen RPS19 en células de donantes sanos no era toxica.

En conclusion, estos resultados abren el camino al uso de estos vectores LV para la terapia
de la DBA, ya que demuestran la viabilidad de corregir la deficiencia de expresion de la
proteina RPS19 en pacientes que padecen esta enfermedad. En particular, estos resultados
muestran el uso potencial del vector lentiviral que expresa la proteina RPS19 bajo el control

del promotor de PGK en el tratamiento de la DBA.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un vector lentiviral (LV)
que comprende un polinucleétido, en el que el polinucleétido se caracteriza porque comprende

una unidad transcripcional, en el que la unidad transcripcional se define en el presente
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documento como que comprende, desde 5’ hasta 3’, un promotor seleccionado del grupo que
consiste en un promotor de la fosfoglicerato quinasa (denominado a continuacion en el
presente documento PGK) o un promotor del factor de elongacion 1 alfa (denominado a
continuacion en el presente documento EF1a), o variantes funcionales de los mismos, una
secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19 humana, preferiblemente una
secuencia de nucleétidos con codones optimizados que codifica para la proteina RPS19
humana (denominada a continuacién en el presente documento CoRPS19), o una variante
funcional de la misma, y un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de
marmota (denominado a continuacion en el presente documento Wpre), preferiblemente un
Wpre mutado, o una variante funcional del mismo; en el que los promotores de PGK o EF1a
y el Wpre estan ligados operativamente a y regulan la expresion de RPS19 o CoRPS19. Se
dice que una secuencia codificante y una secuencia de control de la expresién génica estan
ligadas operativamente cuando estan ligadas de tal manera que la expresion o la transcripcién
y/o traduccion de la secuencia codificante estan bajo la influencia o el control de la secuencia
de control de la expresién génica. Por ejemplo, el promotor de PGK o EF1a y el Wpre estan
ligados operativamente a la secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina CoRPS19,
de modo que los niveles de expresiéon de CoRPS19 estan regulados por uno de los promotores

y el Wpre.

En una realizacién, el polinucleétido comprendido en el vector LV segun el primer aspecto
comprende ademas uno o mas elementos de la estructura principal lentiviral, que se definen
como polinucleétidos que codifican para las proteinas necesarias para que el LV lleve a cabo
su funcion (infectar la célula e integrarse en el genoma viral para persistir en la célula) y
polinucleétidos que codifican para secuencias reguladoras necesarias para que el LV lleve a

cabo sus funciones.

Por tanto, el vector LV del primer aspecto comprende un polinucleétido, en el que el
polinucleétido se caracteriza porque comprende 1) una unidad transcripcional y 2) uno o mas
elementos de la estructura principal del vector LV, o una combinacién de los mismos. Cada

uno de estos dos componentes y sus polinucleétidos se caracterizan en detalle a continuacion:

1) La unidad transcripcional

Tal como se definié anteriormente, por unidad transcripcional se hace referencia en el
presente documento a la secuencia de polinucledtidos comprendida en el polinucledtido del

vector LV de la presente invencion, que comprende desde 5 hasta 3' un promotor
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seleccionado del grupo que consiste en PGK o EF1a, una secuencia de nucleétidos que
codifica para la proteina RPS19, preferiblemente CoRPS19, y un elemento Wpre,
preferiblemente un Wpre mutado, en el que el promotor de PGK o EF1a y el Wpre estan

ligados operativamente a y regulan la expresiéon de RPS19 o CoRPS19.

e  E/ promotor

Tal como se indico anteriormente, el promotor comprendido en la unidad transcripcional se
selecciona del grupo que consiste en los promotores de PGK o EF1a. Dichos promotores
conducen la expresion de RPS19, preferiblemente la CoRPS19, después de la integracién del

genoma del vector lentiviral en las células diana.

En algunas realizaciones, el promotor en el vector lentiviral potencia selectivamente la
expresion de la proteina RPS19, preferiblemente CoRPS19, en una célula diana. En algunas
realizaciones, la molécula de polinucleétido comprendida en el vector lentiviral se integra de
manera estable en el genoma de la célula diana o del tejido diana, por ejemplo, en el genoma

de una célula progenitora o célula madre hematopoyética.

En una realizacion preferida, el promotor comprendido en el polinucleétido del vector lentiviral
proporcionado en el presente documento es el promotor de PGK. En una realizacion, el
promotor de PGK es el promotor de PGK humana. Preferiblemente, dicho promotor de PGK
comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 10 o una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%,
el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la
longitud completa con SEC ID N° 10. En algunas realizaciones, el promotor de PGK

comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 10.

En una realizacion, el promotor comprendido en el polinucleétido del vector lentiviral
proporcionado en el presente documento es el promotor de EF1a. En una realizacién
preferida, el promotor de EF 1o es la versién corta del promotor de EF 1o tal como se describe
en Shubhranshu et al. 2017 (Shubhranshu et al., Lentiviral Vectors with Cellular Promoters
Correct Anemia and Lethal Bone Marrow Failure in a Mouse Model for Diamond-Blackfan
Anemia, Molecular Therapy, volumen 25, numero 8, 2017, paginas 1805-1814, ISSN 1525-
0016, https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2017.04.002). En una realizacién, el promotor de EF1a
es el promotor de EF1a humano. Preferiblemente, dicho promotor de EF1a corto comprende,

consiste o consiste esencialmente en SEC ID N° 11 o una secuencia con una identidad de
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secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el
93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud
completa con SEC ID N°: 11. En algunas realizaciones, el promotor de EF 1a corto comprende,

consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 11.

e La secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina RPS19, preferiblemente una

proteina RPS19 con codones optimizados (CoRPS19).

Los vectores lentivirales proporcionados en el presente documento comprenden en la unidad
transcripcional una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19 humana o
un fragmento funcional de la misma. Preferiblemente, la unidad transcripcional comprende
una versién con codones optimizados del gen RPS19 humano (denominado a continuacién
en el presente documento CoRPS19). En una realizacion, el RPS719 o CoRPS19 esta ligado
operativamente a al menos una, preferiblemente dos, secuencias de control de la expresion,
incluyendo un promotor y un elemento postranscripcional. En algunas realizaciones, la
presente invencion proporciona un vector lentiviral que comprende una molécula de
polinucleétido aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un
polipéptido con actividad similar a RPS19.

Preferiblemente, dicha secuencia de nucleétidos con codones optimizados que codifica para
la proteina CoRPS19 comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 12 o una
secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el
85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el
100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N° 12. En algunas realizaciones, la
secuencia de nucledtidos con codones optimizados que codifica para la proteina CoRPS19

comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 12.

- Elemento regulador postranscripcional del WHV (virus de la hepatitis de marmota)
(Wpre)

Los vectores lentivirales proporcionados en el presente documento también comprenden en
la unidad transcripcional al menos un elemento regulador postranscripcional ligado
operativamente al nucledtido que codifica para la proteina RPS19, preferiblemente CoRPS19.
En una realizacion, dicho elemento regulador postranscripcional es el elemento regulador
postranscripcional del WHYV (virus de la hepatitis de marmota, del inglés “Woodchuck hepatitis
virus”) (Wpre, del inglés “Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element”).

En una realizacion, el elemento regulador postranscripcional estda mutado (también



10

15

20

25

30

35

WO 2022/238595 20 PCT/ES2021/070343

denominado Wpre*) para aumentar la seguridad del vector. En una realizacion preferida, el

Wopre mutado contiene una mutacién en el marco X del gen.

En una realizacién preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende el elemento
regulador postranscripcional del WHYV (virus de la hepatitis de marmota) (Wpre) es el elemento
Wpre mutado. Preferiblemente, dicho nucleétido que comprende el Wpre mutado comprende,
consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 13 o una secuencia con una identidad de
secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el
93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud
completa con SEC ID N° 13. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos que

comprende el Wpre mutado comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 13.

Debe entenderse que todas las realizaciones descritas anteriormente para los diferentes
elementos de la unidad de transcripcion (los promotores de PGK o EF1q, la secuencia de
nucledtidos que codifica para la proteina RPS19, preferiblemente CoRPS19, y el elemento

Wpre, preferiblemente Wpre*) pueden combinarse entre si.

En una realizacion preferida, la unidad de transcripcién comprendida en el polinucledtido del
vector lentiviral consiste en un promotor seleccionado del grupo que consiste en el promotor
de la fosfoglicerato quinasa (PGK) o el promotor del factor de elongacion 1 alfa (EF1a), una
secuencia de nucleétidos con codones optimizados que codifica para la proteina RPS19 y un
elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (Wpre) mutado, en
la que los promotores y el elemento Wpre estan ligados operativamente a y regulan la

expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19.

En una realizacion preferida, la unidad de transcripcién comprendida en el polinucleétido del
vector lentiviral consiste en un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) con una identidad
de secuencia de al menos el 95% con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 10, una
secuencia de nucledtidos con codones optimizados que codifica para la proteina CoRPS19
con una identidad de secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, con respecto a
la longitud completa de SEC ID N°: 12 y un elemento regulador postranscripcional del virus
de la hepatitis de marmota (Wpre) mutado con una identidad de secuencia de al menos el
95%, preferiblemente el 98%, con respecto a la longitud completa de SEC ID N°: 13, en la que
el promotor de PGKy el elemento Wpre mutado estan ligados operativamente a y regulan la

expresion de una secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina CoRPS19.
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En una realizacion preferida, la unidad de transcripcién comprendida en el polinucleétido del
vector lentiviral consiste en un promotor del factor de elongacién 1 alfa (EF1a) con una
identidad de secuencia de al menos el 95% con respecto a la longitud completa con SEC 1D
N°: 11, una secuencia de nucleotidos con codones optimizados que codifica para la proteina
CoRPS19 con una identidad de secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 12 y un elemento regulador postranscripcional
del virus de la hepatitis de marmota (Wpre) mutado con una identidad de secuencia de al
menos el 95%, preferiblemente el 98%, con respecto a la longitud completa con SEC ID N°:
13, en la que el promotor de EF1a y el elemento Wpre mutado estan ligados operativamente
a y regulan la expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina
CoRPS19.

2) Elementos de la estructura principal del vector lentiviral

Tal como se definié anteriormente, los elementos de la estructura principal del vector lentiviral
se definen como secuencias de polinucleétidos necesarias para que el LV lleve a cabo su

funcion (infectar la célula e integrarse en el genoma viral para persistir en la célula).

Los lentivirus incluyen miembros del grupo de lentivirus bovino, del grupo de lentivirus equino,
del grupo de lentivirus felino, del grupo de lentivirus ovinocaprino y del grupo de lentivirus de
primates. En algunas realizaciones, el vector de insercion de genes es un lentivirus

autolimitante.

En algunas realizaciones, el vector lentiviral proporcionado en el presente documento es un
vector lentiviral de “tercera generaciéon”. Tal como se usa en el presente documento, el término
vector lentiviral de “tercera generacion” se refiere a un sistema de empaquetamiento lentiviral
que tiene las caracteristicas de un sistema de vector de segunda generacién y que ademas
carece de un gen tat funcional, tal como uno en el que el gen tat se ha delecionado o
inactivado. Normalmente, el gen que codifica para rev se proporciona en un constructo de
expresion independiente. Tal como se usa en el presente documento, un sistema de vector
lentiviral de “segunda generacion” se refiere a un sistema de empaquetamiento lentiviral que
carece de genes auxiliares funcionales, tal como uno del que se han delecionado o inactivado
los genes auxiliares vif, vpr, vpu y nef. Tal como se usa en el presente documento, el “sistema
de empaquetamiento” se refiere a un conjunto de constructos virales que comprenden genes
que codifican para proteinas virales implicadas en el empaquetamiento de un virus
recombinante. Normalmente, los constructos del sistema de empaquetamiento se

incorporaran en ultima instancia en una célula de empaquetamiento.
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En algunas realizaciones, el vector lentiviral de tercera generacién proporcionado en el
presente documento es un vector lentiviral de autoinactivacion. En algunas realizaciones, el

vector lentiviral es un vector lentiviral de pseudotipo VSV.G.

En determinadas realizaciones, el vector lentiviral es un vector de un lentivirus recombinante
capaz de infectar células en divisidn y no en division. En determinadas realizaciones, el vector
lentiviral es un vector capaz de infectar células madre hematopoyéticas, células madre
hematopoyéticas de larga duracidén, células madre hematopoyéticas de corta duracion,
progenitores multipotentes, células hematopoyéticas CD34" y cualquier subpoblacién de
grupos de diferenciacion dentro de la poblacion CD34*. El genoma lentiviral y el ADN proviral
normalmente tienen los tres genes que se encuentran en los retrovirus: gag, pol y env, que
estan flanqueados por dos secuencias de repeticion terminal larga (LTR). El gen gag codifica
para las proteinas estructurales internas (matriz, capside y nucleocapside); el gen pol codifica
para la ADN polimerasa dirigida por ARN (transcriptasa inversa), una proteasa y una
integrasa; y el gen env codifica para las glicoproteinas de la envoltura viral. Las 5 y 3’ LTR
sirven para fomentar la transcripcion y la poliadenilacién de los ARN del virién. La LTR
contiene todas las demas secuencias de accion cis necesarias para la replicacién viral. En
algunas realizaciones, los lentivirus tienen genes adicionales, incluyendo vif, vpr, tat, rev, vpu,
net y vpx (en el VIH-1, el VIH-2 y/o el VIS).

En determinadas realizaciones, el vector lentiviral tiene los genes de virulencia del VIH env,
vif, vpr, vpu y nef delecionados sin comprometer la capacidad del vector para transducir

células en division y no en division.

En determinadas realizaciones, un casete de transferencia génica comprende uno 0 mas
elementos adicionales, por ejemplo, uno o mas elementos seleccionados de los siguientes: 5’
LTR, sitio de union a cebador, tracto central de polipurina con fragmento de ADN, elemento
que responde a Rev, secuencias codificantes, tales como secuencias gag truncadas, sefiales

de empaquetamiento, 3’' LTR y/o sefial de PolyA.

Tal como se definio anteriormente, el vector lentiviral proporcionado en el presente documento
comprende un polinucleétido, en el que el polinucleétido comprende la unidad de transcripcion
definida anteriormente. En una realizacién, dicho polinucleétido comprendido en el vector
lentiviral comprende ademas en el sentido de 5, es decir, en la regién 5 de la unidad de

transcripcion definida anteriormente, y en orden desde 5’ hasta 3’, al menos una o mas de las
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siguientes secuencias de polinucledtidos: a) una repeticiéon terminal larga en 5’ (5° LTR) que
a su vez comprende un promotor quimérico de citomegalovirus (CMV), b) un sitio de union a
cebador (PBS), ¢) una senal psi (¥) de empaquetamiento, d) un elemento que responde a
Rev (RRE) y e) un tracto central de polipurina con fragmento de ADN (cPPT), o cualquier

combinacion de los mismos.

En otra realizacion, dicho polinucleétido comprendido en el vector lentiviral comprende
ademas en el sentido de 3’, es decir, en la region 3’ de la unidad transcripcional definida
anteriormente, i) una repeticién terminal larga (LTR) en 3’ y, opcionalmente, j) una secuencia
sefnal de poliadenilacion (PolyA) situada después de la 3° LTR. En algunas realizaciones, el
vector lentiviral comprende una delecién de la regién U3 de la 5’ y/o 3’ LTR. La delecién de la
region U3 de la LTR puede ser la delecién completa o una delecion parcial. La falta de la
secuencia U3 de la LTR de tipo natural implica que el constructo del vector lentiviral es

independiente de Tat y, por tanto, se producira en tercera generacion.

Debe entenderse que cualquier combinacién posible de los nucledtidos a) ae) e i) y j) esta
comprendida en la presente invencidon y en combinacién con la unidad de transcripcion
descrita en la seccién anterior. Por tanto, el vector lentiviral puede comprender sélo uno, dos,
tres 0 mas elementos seleccionados de a) a e) e i) y j) en combinacién con la unidad de
transcripcion definida anteriormente. Cada uno de los nucleétidos a) a e) e i) y j) y sus

realizaciones preferidas se definen adicionalmente a continuacion.

La secuencia de nucleétidos de 5’ LTR es responsable de la transcripcion del provirus durante
la produccién del vector lentiviral. En el constructo de vector lentiviral proporcionado en el
presente documento, la 5° LTR comprende o consiste en una forma quimérica del promotor
del citomegalovirus (CMV). Ademas, en el constructo de vector lentiviral proporcionado en el
presente documento, la 5’ LTR también pueden comprender una parte de la 5° LTR del VIH-1
de tipo natural, denominada RU5. En una realizacién preferida, la 5 LTR comprende o
consiste en una forma quimérica del promotor de CMV y una parte de la 5’ LTR del VIH-1 de
tipo natural, denominada elemento RU5. El promotor quimérico de CMV conduce la
transcripcién del provirus durante la produccién del vector lentiviral. En una realizacion, el
promotor quimérico de CMV comprende o consiste en un potenciador de CMV (denominado
a continuacién en el presente documento potenciador de CMV) y un promotor de CMV

(denominado a continuacion en el presente documento promotor de CMV).
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En una realizacion preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende el potenciador de
CMV comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 3 o una secuencia con
una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto
a lalongitud completa con SEC ID N°: 3. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos
que comprende el potenciador de CMV comprende, consiste o consiste esencialmente en
SEC ID N°: 3.

En una realizacion preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende el promotor de CMV
comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 4 o una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%,
el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la
longitud completa con SEC ID N°: 4. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos
que comprende el promotor de CMV comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC
ID N°: 4,

En una realizacion preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende el promotor
quimérico de CMV comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N° 2 o una
secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el
85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el
100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N° 2. En algunas realizaciones, la
secuencia de nucleétidos que comprende el promotor quimérico de CMV comprende, consiste

o consiste esencialmente en SEC ID N°: 2.

Tal como se indico anteriormente, el nucleotido con 5’ LTR comprende ademas una secuencia
de nucledtidos que comprende un elemento RU5. Esta secuencia es necesaria para la
retrotranscripcién e integracion del genoma proviral en las células transducidas. En una
realizacion preferida, la secuencia de nucle6tidos que comprende el elemento RU5S
comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 5 o una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%,
el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la
longitud completa con SEC ID N°: 5. En algunas realizaciones, la secuencia de nuclettidos
que comprende el elemento RU5 comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID
Ne: 5.
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En una realizaciéon preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende la 5 LTR
comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 1 o una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%,
el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la
longitud completa con SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos

que comprende la 5 LTR comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 1.

Adyacente a la 5' LTR puede haber secuencias necesarias para la transcripcién inversa del
genoma (el sitio de unién a cebador del ARNt) y para la encapsidacion eficiente de ARN viral
en particulas (el sitio Psi). Las secuencias necesarias para la encapsidacion (o el
empaquetamiento de ARN retroviral en viriones infecciosos) pueden carecer del genoma viral,
el defecto cis evita la encapsidacion de ARN gendémico. Sin embargo, el mutante resultante

sigue pudiendo dirigir la sintesis de todas las proteinas de viriones.

En una realizacion, en el sentido de 3’ de la 5' LTR estan las secuencias necesarias para la
transcripcién inversa del genoma, que son el sitio de unién a cebador de ARNt (denominado
a continuacioén en el presente documento PBS o PBS SL23). Por tanto, en una realizacion, en
el sentido de 3’ del nucleétido con 5’ LTR esté el nucleétido del sitio de union a cebador SL123.
En este elemento PBS, el ARNt se fusiona con el elemento PBS durante la transcripcion
inversa del genoma proviral después de la transducciéon de células diana y antes de la
integracion en el genoma de las células. En una realizacién preferida, la secuencia de
nucleétidos que comprende el PBS SL123 comprende, consiste o consiste esencialmente en
SEC ID N°: 6 o una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%,
el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el
98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 6. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos que comprende el PBS SL123 comprende, consiste

o consiste esencialmente en SEC ID N°: 6.

En algunas realizaciones, el vector lentiviral proporcionado en el presente documento
comprende al menos una sefal psi (¥) de empaquetamiento, también denominado sitio psi,
para la encapsulaciéon eficiente de ARN viral en particulas. La sefial psi (¥) de
empagquetamiento puede estar situada en el sentido de 3’ del PBS SL123. En una realizacion
preferida, la secuencia de nucleédtidos que comprende la sefial psi (V) de empaquetamiento
comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N° 7 o una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%,
el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la
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longitud completa con SEC ID N° 7. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos
que comprende la sefial psi (¥) de empaquetamiento comprende, consiste o consiste

esencialmente en SEC ID N°: 7.

El vector lentiviral proporcionado en el presente documento puede contener una sefial de
empagquetamiento (¥), que esta implicada en el empaquetamiento del genoma retroviral en la
capside viral, tal como se definié anteriormente. Se pensé que los vectores LV requerian
aproximadamente 300 pb del gen Gag en esta region. Actualmente, la secuencia de Gag se
ha reducido a tan sélo 40 pb. Por tanto, en una realizacién, el vector lentiviral proporcionado
en el presente documento comprende ademas una secuencia de nucleotidos que codifica para
una proteina Gag truncada, que esta situada en el sentido de 3’ de la sefal psi (V) de

empaquetamiento.

En una realizacion, el vector lentiviral proporcionado en el presente documento comprende
ademas un elemento de respuesta a Rev (denominado a continuacién en el presente
documento RRE), que se fusionara con esta secuencia en los transcritos de vector lentiviral
para ayudar en la exportacién nuclear del provirus durante la produccién del vector lentiviral.
En una realizacién, el elemento RRE esta situado en el sentido de 3’ de la sefial psi (V) de
empaquetamiento. En una realizacién preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende
el elemento RRE comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N° 8 o una
secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el
85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el
100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 8. En algunas realizaciones, la
secuencia de nucleétidos que comprende el elemento RRE comprende, consiste o consiste

esencialmente en SEC ID Ne°: 8.

En una realizacion, el vector lentiviral proporcionado en el presente documento comprende
ademas un tracto central de polipurina (denominado en el presente documento cPPT), que
actua como cebador para la transcripcion de la cadena de ADN positiva durante la
transcripcion inversa de vectores lentivirales después de la transduccion de células diana. El
cPPT también aumenta la importacion nuclear de ADN proviral y, por tanto, la eficacia de
transduccién de vectores lentivirales. Ademas, aumenta los titulos de los vectores lentivirales.
En una realizacién, el elemento cPPT esta situado en el sentido de 3’ del elemento RRE. En
una realizacion preferida, la secuencia de nuclettidos que comprende el elemento cPPT
comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 9 o una secuencia con una
identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%,
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el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la
longitud completa con SEC ID N°: 9. En algunas realizaciones, la secuencia de nuclebtidos
que comprende el elemento RRE comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC 1D
Ne: 9.

Los elementos de la estructura principal definidos anteriormente pueden encontrarse en el
sentido de 5’ de la unidad de transcripcién (es decir, hacia la region 5 del polinucleétido
comprendido en el vector lentiviral). Sin embargo, el vector lentiviral proporcionado en el
presente documento también puede tener otros elementos de la estructura principal en el
sentido de 3’ de la unidad de transcripcién (es decir, hacia la region 3’ del polinucleétido
comprendido en el vector lentiviral). En una realizacién, el polinucleétido comprendido en el
vector lentiviral proporcionado en el presente documento comprende ademas una 3’ LTR vy,
opcionalmente, una secuencia sefial de poliadenilacion (PolyA). La 3’ LTR esta implicada en
la poliadenilacion de ARNm durante la produccién del vector lentiviral. En una realizacion, el
genoma viral integrado contendra una delecion en la regién promotora viral (U3), dando como
resultado la inactivacién transcripcional de genomas virales que potencialmente pueden

empagquetarse en las células transducidas.

En una realizacion, la 3 LTR comprende un elemento U3 truncado. En una realizacién, la 3’
LTR comprende los elementos R y U5 del VIH-1 de tipo natural. En una realizacion, la 3' LTR
comprende una secuencia sefal de poliadenilacién. En una realizacién preferida, la 3° LTR
comprende o consiste en un elemento U3 truncado (denominado a continuacién en el
presente documento elemento AU3) y los elementos R y U5 de VIH-1 de tipo natural

(denominados a continuacion en el presente documento elemento RU5).

En una realizacion preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende el elemento AU3
comprendido en el nucleétido en 3’ LTR comprende, consiste o consiste esencialmente en
SEC ID N°: 15 o una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%,
el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el
98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 15. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos que comprende el elemento AU3 comprende,

consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 15.

En una realizacién preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende el elemento RU5
comprendido en el nucleétido en 3' LTR comprende, consiste o consiste esencialmente en

SEC ID N°: 16 o una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%,
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el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el
98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 16. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos que comprende el elemento RU5 comprende,

consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 16.

En una realizacién, en el sentido de 3’ de la 3’ LTR hay una secuencia sefial de poliadenilaciéon
de SV40 (denominada a continuacion en el presente documento PolyA). En una realizacion,
la secuencia senal de PolyA deriva del virus 40 vacuolado de simio. Preferiblemente, la
secuencia de nucleétidos que comprende la PolyA situada en el sentido de 3’ del nucleétido
en 3’ LTR comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 33 o una secuencia
con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%,
el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 33. En algunas realizaciones, la secuencia de
nucleétidos que comprende una PolyA comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC
ID Ne: 33.

En una realizacién preferida, la secuencia de nucleétidos que comprende 3’ LTR comprende,
consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 14 o una secuencia con una identidad de
secuencia de al menos el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el
93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud
completa con SEC ID N° 14. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos que

comprende 3’ LTR comprende, consiste o consiste esencialmente en SEC ID N°: 14.

En una realizaciéon preferida adicional, el vector lentiviral proporcionado en el presente
documento comprende un polinucleétido, en el que el polinucleétido se caracteriza porque
comprende desde 5’ hasta 3’
a) una repeticion terminal larga en 5" (5’ LTR) que a su vez comprende un promotor
quimérico de citomegalovirus,
b) un sitio de unién a cebador (PBS),
¢) una sefal psi (V) de empaquetamiento,
d) un elemento que responde a Rev (RRE),
€) un tracto central de polipurina con fragmento de ADN (cPPT),
f) un promotor seleccionado del grupo que consiste en un promotor de la
fosfoglicerato quinasa (PGK) o un promotor corto del factor alfa de elongacion
1(EF1a(s)),

g) una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19,
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h) un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(Wopre) optimizado mutado,
i) una repeticiéon terminal larga en 3’ (3’' LTR),
en el que las regiones 5 y 3 LTR se han vuelto sustancialmente inactivas
transcripcionalmente en virtud de una delecién total o parcial en la region U3 de laLTR, y en

el que f) y h) estan operativamente ligados a y regulan la expresion de g).

En una realizacién preferida adicional, el vector lentiviral proporcionado en el presente
documento comprende un polinucleétido, en el que el polinucleétido se caracteriza porque
comprende desde 5 hasta 3’
a) una repeticion terminal larga en 5" (5 LTR) que a su vez comprende un promotor
quimérico de citomegalovirus,
b) un sitio de unién a cebador (PBS),
¢) una sefal psi (V) de empaquetamiento,
d) un elemento que responde a Rev (RRE),
€) un tracto central de polipurina con fragmento de ADN (cPPT),
f) un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) humana,
g) una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19,
h) un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(Wpre) optimizado mutado,
i) una repeticién terminal larga en 3’ (3’' LTR),
en el que las regiones 5 y 3 LTR se han vuelto sustancialmente inactivas
transcripcionalmente en virtud de una delecién total o parcial en la region U3 de laLTR, y en

el que f) y h) estan operativamente ligados a y regulan la expresion de g).

En una realizacién preferida adicional, el vector lentiviral proporcionado en el presente
documento comprende un polinucleétido, en el que el polinucleétido se caracteriza porque
comprende desde 5 hasta 3’

a) una repeticion terminal larga en 5 (5’ LTR) que a su vez comprende un promotor

quimérico de citomegalovirus,

b) un sitio de unién a cebador (PBS),

c) una sefal psi (V) de empaquetamiento,

d) un elemento que responde a Rev (RRE),

€) un tracto central de polipurina con fragmento de ADN (cPPT),

f) un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) humana,

g) una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19,
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h) un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(Wopre) optimizado mutado,
i) una repeticiéon terminal largaen 3’ (3' LTR), y
j) una secuencia sefial de poliadenilacién (PolyA),
en el que las regiones 5 y 3 LTR se han vuelto sustancialmente inactivas
transcripcionalmente en virtud de una delecién total o parcial en la region U3 de laLTR, y en

el que f) y h) estan operativamente ligados a y regulan la expresion de g).

En una realizacion preferida adicional, el vector lentiviral proporcionado en el presente
documento comprende un polinucleétido, en el que el polinucledtido se caracteriza porque
comprende desde 5’ hasta 3

a) una repeticion terminal larga en 5 (5’ LTR) que a su vez comprende un promotor
quimérico de citomegalovirus en el que la 5’ LTR tiene una identidad de secuencia
de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 1,

b) un sitio de unién a cebador (PBS) con una identidad de secuencia de al menos el
95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con respecto a la
longitud completa con SEC ID Ne°: 6,

c) una sefal psi (V) de empaquetamiento con una identidad de secuencia de al
menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 7,

d) un elemento que responde a Rev (RRE) con una identidad de secuencia de al
menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 8,

e) un tracto central de polipurina con fragmento de ADN (cPPT) con una identidad de
secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el
100%, con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 9,

f) un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) humana con una identidad de
secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el
100%, con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 10,

g) una secuencia de nuclebtidos que codifica para la proteina RPS19,
preferiblemente una secuencia de nucleétidos con codones optimizados que
codifica para la proteina CoRPS19 con una identidad de secuencia de al menos el
95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con respecto a la
longitud completa con SEC ID N°: 12,
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h) un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(Wpre) optimizado mutado con una identidad de secuencia de al menos el 95%,
preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con respecto a la longitud
completa con SEC ID N°: 13,y

i) una repeticion terminal larga en 3’ (3’ LTR) con una identidad de secuencia de al
menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 14,

en el que las regiones 5 y 3 LTR se han vuelto sustancialmente inactivas
transcripcionalmente en virtud de una delecién total o parcial en la region U3 de laLTR, y en

el que f) y h) estan operativamente ligados a y regulan la expresion de g).

En una realizacién preferida adicional, el vector lentiviral proporcionado en el presente
documento comprende un polinucleétido, en el que el polinucleétido se caracteriza porque
comprende desde 5’ hasta 3’

a) una repeticion terminal larga en 5 (5’ LTR) que a su vez comprende un promotor
quimérico de citomegalovirus en el que la 5’ LTR tiene una identidad de secuencia
de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 1,

b) un sitio de unién a cebador (PBS) con una identidad de secuencia de al menos el
95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con respecto a la
longitud completa con SEC ID N°: 6,

¢) una sefial psi de empaquetamiento con una identidad de secuencia de al menos
el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con respecto a la
longitud completa con SEC ID N°: 7,

d) un elemento que responde a Rev (RRE) con una identidad de secuencia de al
menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 8,

e) un tracto central de polipurina con fragmento de ADN (cPPT) con una identidad de
secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el
100%, con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 9,

f) un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) humana con una identidad de
secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el
100%, con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 10,

g) una secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina RPS19,
preferiblemente una secuencia de nucleétidos con codones optimizados que

codifica para la proteina CoRPS19 con una identidad de secuencia de al menos el
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95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con respecto a la
longitud completa con SEC ID N°: 12,

h) un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota
(Wpre) optimizado mutado con una identidad de secuencia de al menos el 95%,
preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con respecto a la longitud
completa con SEC ID N°: 13,

i) una repeticion terminal larga en 3’ (3’ LTR) con una identidad de secuencia de al
menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 14,y

j) una secuencia sefal de poliadenilaciéon (PolyA) con una identidad de secuencia de
al menos el 95%, preferiblemente el 98%, lo mas preferiblemente el 100%, con
respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 33,

en el que las regiones 5 y 3 LTR se han vuelto sustancialmente inactivas
transcripcionalmente en virtud de una delecién total o parcial en la region U3 de laLTR, y en

el que f) y h) estan operativamente ligados a y regulan la expresion de g).

Ademas, tal como reconocera un experto habitual en la técnica, los casetes de polinucleétidos
pueden contener opcionalmente otros elementos, incluyendo, pero sin limitarse a, sitios de
restriccion para facilitar la clonaciéon y elementos reguladores para un vector de expresiéon

génica particular.

En una realizacién preferida, el polinucleétido de longitud completa comprendido en el vector
lentiviral proporcionado en el presente documento comprende, consiste o consiste
esencialmente en SEC ID N°: 17 (también denominada en el presente documento secuencia
PGK.CoRPS19. Wpre*- LV) o una secuencia con una identidad de secuencia de al menos el
50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%,
el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 17. En
una realizacion preferida, el nucleétido de longitud completa comprendido en el vector
lentiviral proporcionado en el presente documento comprende, consiste o consiste

esencialmente en SEC ID N°: 17.

En una realizacién preferida, el polinucleétido de longitud completa comprendido en el vector
lentiviral proporcionado en el presente documento comprende, consiste o consiste
esencialmente en SEC ID N°: 18 (también denominada en el presente documento secuencia
EF1a(s).CoRPS19.Wpre*-LV) o una secuencia con una identidad de secuencia de al menos
el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el
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96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a la longitud completa con SEC ID Ne:
18. En una realizacion preferida, el nuclebtido de longitud completa comprendido en el vector
lentiviral proporcionado en el presente documento comprende, consiste o consiste

esencialmente en SEC ID N°: 18.

En una realizacién, el recubrimiento lipidico de la particula viral puede incluir polipéptidos

unidos a la membrana que estan presentes previamente en la superficie de la célula huésped.

En una realizacién, el vector lentiviral segun la presente invencién o cualquiera de sus
realizaciones se usa para transducir células madre hematopoyéticas humanas (HSC), que
posteriormente pueden trasplantarse a humanos con DBA. Por tanto, en un segundo
aspecto, la presente invencion se refiere a una célula huésped (por ejemplo, una célula
hematopoyética CD34%) o a una poblaciéon de células que comprende (por ejemplo,
transducido) el vector lentiviral tal como se define en el primer aspecto 0 en cualquiera de sus

realizaciones.

En otras realizaciones, la célula es una célula que va a administrarse a un sujeto con el fin de
proporcionar al sujeto el producto génico codificado por el vector lentiviral del primer aspecto
o cualquiera de sus realizaciones. En una realizacién, el genoma de la célula o células
huésped comprende el polinucleétido comprendido en el vector lentiviral del primer aspecto o
cualquiera de sus realizaciones, completa o parcialmente. En una realizacion, el genoma de
la célula o células huésped comprende al menos la unidad de transcripcion tal como se definié
anteriormente. En una realizacion, la célula o células huésped comprenden en su genoma el
polinucleétido del vector lentiviral segun el primer aspecto o cualquiera de sus realizaciones,
ya sea completa o parcialmente. En determinadas realizaciones, la célula es autdloga del
sujeto que va a tratarse o se obtuvo del sujeto que va a tratarse. En otras realizaciones, la
célula es alogénica del sujeto que va a tratarse o se obtuvo de un donante distinto del sujeto
que va a tratarse. En realizaciones particulares, la célula es una célula de mamifero, por
ejemplo, una célula humana. En realizaciones particulares, la célula es una célula CD34*
obtenida de un sujeto que va a tratarse con la célula después de que sea transducida por un
vector de insercion de genes divulgado en el presente documento. En una realizacion

particular, la célula es una célula CD34* obtenida de un sujeto diagnosticado con DBA.

En una realizacién preferida, las células estan enriquecidas en células progenitoras y células
madre hematopoyéticas CD34". En una realizacion preferida, las células estan enriquecidas

en células progenitoras y células madre hematopoyéticas CD34*, en las que enriquecidas
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quiere decir que al menos el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el
92%, el 94%, el 96%, el 98% o el 100% de las células son CD34*. En una realizacion del
segundo aspecto, la célula huésped o la poblacién de células comprende o consiste en una
poblacién enriquecida de células hematopoyéticas CD34*. En una realizacién, dicha poblacién
enriquecida de células progenitoras y células madre hematopoyéticas CD34* comprende en

su genoma el vector lentiviral segun el primer aspecto o cualquiera de sus realizaciones.

En otra realizacion, las células huésped también pueden ser células de empaquetamiento en
las que los genes rep y cap de LV se mantienen de manera estable en la célula huésped o
células productoras en las que el genoma del vector LV se mantiene de manera estable y se
empagqueta. Las células de empaquetamiento y células productoras a modo de ejemplo se
derivan de células SF-9, 293, A549 o Hela. Los vectores LV se purifican y formulan usando
técnicas convencionales conocidas en la técnica. En ofra realizacion, la célula o células

huésped se usan para producir el vector viral de insercidén de genes.

En realizaciones particulares, la célula es una célula de mamifero, por ejemplo, una célula
humana. En algunas realizaciones, la célula es una célula sanguinea. En algunas
realizaciones, la célula es una célula eritroide. En algunas realizaciones, la célula es una célula
de médula ésea, por ejemplo, una célula de médula ésea con linaje agotado. En realizaciones
particulares, la célula es una célula madre hematopoyética o una célula CD34*. En algunas
realizaciones, la célula es una célula madre hematopoyética. En algunas realizaciones, la
célula preferida es una célula madre hematopoyética CD34*. En algunas realizaciones, la
célula preferida es una célula progenitora eritroide hematopoyética diferenciada. En una
realizacién del segundo aspecto, la célula huésped o la poblacién de células son células
progenitoras y células madre hematopoyéticas CD34". En algunas realizaciones, las células
se seleccionan del grupo que consiste en células madre hematopoyéticas, células madre
hematopoyéticas de larga duracién, células madre hematopoyéticas de corta duracion,
progenitores multipotentes, células hematopoyéticas CD34" y cualquier subpoblacién de
grupos de diferenciacion dentro de la poblacion CD34*. En una realizacién, las células CD34*
se obtienen o se extraen de la muestra de médula ésea. En algunas realizaciones, la muestra
de médula ésea esta agotada de leucocitos CD16*. En ofra realizacién, las HSC se obtienen
de sangre periférica. En una realizacion, la muestra de sangre periférica esta agotada de
eritrocitos. En algunas realizaciones, la muestra de sangre estéd agotada de leucocitos CD16*.
Los métodos de seleccion para las células CD34* pueden ser seleccién positiva, seleccion
negativa o cualquier combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, la seleccion puede

basarse en la expresién de cualquiera de estos marcadores por separado 0 en combinacion:
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CD34*, CD59*, CD90/Thy1*, CD38ba°" c-Kijt"*3° CD16* y Lin". En realizaciones particulares,
la célula preferida es una célula CD34* obtenida de un sujeto que va a tratarse con la célula
después de que sea transducida por un vector de insercién de genes divulgado en el presente
documento. En una realizacién particular, la célula es una célula de DBA CD34* obtenida de
un sujeto diagnosticado con DBA. En otra realizacion, la célula o células huésped pueden ser
de lineas celulares establecidas o pueden ser células primarias, en la que “células primarias”,
“lineas celulares primarias” y “cultivos primarios” se usan de manera intercambiable en el
presente documento o se refieren a células y cultivos celulares que se han derivado de un
sujeto y se han dejado crecer in vitro durante un nimero limitado o ilimitado de pases, es
decir, division, del cultivo. Por ejemplo, los cultivos primarios son cultivos que pueden haberse
hecho pasar O veces, 1 vez, 2 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces o 15 veces, pero no las
suficientes veces van a través de la fase de crisis. Normalmente, las lineas celulares primarias
de la presente invencién se mantienen durante menos de 10 pases in vitro. Las realizaciones
de la presente invencidn comprenden células de mamifero (por ejemplo, células CD34")
transducidas con un vector de administracion viral, por ejemplo, un vector LV que contiene el
gen RPS19 humano, preferiblemente CoRPS19, y preferiblemente bajo el control del promotor
de PGK humana.

En determinadas realizaciones, cuando se transduce una célula con el vector divulgado en el
presente documento, las células estan en contacto con el vector durante aproximadamente
30 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1,5 horas, aproximadamente
2 horas, aproximadamente 2,5 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 3,5 horas,
aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas,
aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 2 horas,
aproximadamente 16 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 20 horas,
aproximadamente 24 horas, aproximadamente 36 horas, aproximadamente 8 horas,
aproximadamente 60 horas. En algunas realizaciones, las células se transducen durante

menos de 60 horas, menos de 48 horas, menos de 36 horas 0 menos de 24 horas.
En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a un acido nucleico aislado que
comprende el polinucledtido comprendido en el vector lentiviral tal como se define en el primer

aspecto o cualquiera de sus realizaciones.

Composiciones farmacéuticas

En un cuarto aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que

comprende el vector lentiviral tal como se define en el primer aspecto o en cualquiera de sus
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realizaciones, la célula huésped o la poblacién de células segun el segundo aspecto o
cualquiera de sus realizaciones y/o el polinucleotido tal como se define en el tercer aspecto o
cualquiera de sus realizaciones, y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.
Preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende o consiste en una poblacién de
células que estan enriquecidas en células progenitoras y células madre hematopoyéticas
CD34* transducidas con el vector lentiviral segun el primer aspecto o cualquiera de sus

realizaciones, y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, la célula huésped o la poblacién de células segun el segundo
aspecto o cualquiera de sus realizaciones, o la composicién farmacéutica del cuarto aspecto
o cualquiera de sus realizaciones, se ponen en contacto o se transducen con el vector lentiviral
segun el primer aspecto o cualquiera de sus realizaciones, ya sea in vivo, in vitro o ex vivo.

Preferiblemente, la administracion del vector lentiviral es ex vivo.

Una composicion farmacéutica, tal como se describe en el presente documento, también
puede contener otras sustancias. Estas sustancias incluyen, pero no se limitan a,
crioprotectores, lioprotectores, tensioactivos, agentes de cargas, antioxidantes y agentes
estabilizantes. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica puede estar liofilizada.

En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica comprende una solucion salina.

El término “crioprotector’, tal como se usa en el presente documento, incluye agentes que
proporcionan estabilidad al vector lentiviral contra agresiones inducidas por congelacion,
excluyéndose preferentemente de la superficie del vector lentiviral. Los crioprotectores
también pueden ofrecer proteccion durante el secado primario y secundario y el
almacenamiento a largo plazo del producto. Los ejemplos no limitativos de crioprotectores
incluyen azucares, tales como sacarosa, glucosa, trehalosa, manitol, manosa y lactosa;
polimeros, tales como dextrano, hidroxietil-almidon y polietilenglicol; tensioactivos, tales como
polisorbatos (por ejemplo, PS-20 o PS-80); y aminoacidos, tales como glicina, arginina,
leucina y serina. Generalmente se usa un crioprotector que presenta baja toxicidad en

sistemas biologicos.

En una realizacion, se anade un lioprotector a una composicion farmacéutica descrita en el
presente documento. El término “lioprotector’, tal como se usa en el presente documento,
incluye agentes que proporcionan estabilidad al vector lentiviral durante el proceso de secado
por pulverizaciéon o deshidratacion (ciclos de secado por pulverizacién primario y secundario),

proporcionando una matriz vitrea amorfa y uniéndose con la superficie del vector lentiviral a
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través de enlaces de hidrégeno, reemplazando las moléculas de agua que se retiran durante
el proceso de secado. Esto ayuda a minimizar la degradacion del producto durante el ciclo de
liofilizacién y mejorar la estabilidad a largo plazo del producto. Los ejemplos no limitativos de
lioprotectores incluyen azucares, tales como sacarosa o trehalosa; un aminoacido, tal como
glutamato de monosodio, histidina o glicina no cristalina, una metilamina, tal como betaina;
una sal liotrépica, tal como sulfato de magnesio; un poliol, tal como alcoholes trihidroxilados o
de azucares superiores, por ejemplo, glicerina, eritritol, glicerol, arabitol, xilitol, sorbitol y
manitol; propilenglicol; polietilenglicol; Pluronics; y combinaciones de los mismos. La cantidad
de lioprotector afiadida a una composicion farmacéutica es generalmente una cantidad que
no conduce a una cantidad inaceptable de degradacion de la cepa cuando se liofiliza la

composicion farmacéutica.

En algunas realizaciones, se incluye un agente de carga en la composiciéon farmacéutica. El
término “agente de carga”, tal como se usa en el presente documento, incluye agentes que
proporcionan la estructura del producto secado por pulverizacién sin interaccionar
directamente con el producto farmacéutico. Ademas de proporcionar una torta
farmacéuticamente elegante, los agentes de carga también pueden conferir cualidades utiles
con respecto a modificar la temperatura de colapso, proporcionar una proteccién frente a la
congelacion-descongelacién y potenciar la estabilidad de la cepa durante el almacenamiento
alargo plazo. Los ejemplos no limitativos de agentes de carga incluyen manitol, glicina, lactosa
y sacarosa. Los agentes de carga pueden ser cristalinos (tales como glicina, manitol o cloruro
de sodio) o amorfos (tales como dextrano, hidroxietil-almidén) y se usan generalmente en las

formulaciones en una cantidad de desde el 0,5% hasta el 10%.

También pueden incluirse otros portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente
aceptables, tales como los descritos en Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicion,
Osol, A. Ed. (1980) en una composicién farmacéutica descrita en el presente documento,
siempre que no afecten de manera adversa a las caracteristicas deseadas de la composicion
farmacéutica. Tal como se usa en el presente documento, “portador farmacéuticamente
aceptable” significa todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isoténicos y retardadores de
la absorcién compatibles con la administracion farmacéutica. El uso de tales medios y agentes
para sustancias farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica. Los portadores,
excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores a las
dosificaciones y concentraciones empleadas, e incluyen: agentes tamponantes adicionales;

conservantes; codisolventes; antioxidantes, incluyendo acido ascérbico y metionina; agentes
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quelantes, tales como EDTA; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina);
polimeros biodegradables, tales como poliésteres; contraiones formadores de sales, tales
como sodio, alcoholes polihidroxilados de azucares; aminoacidos, tales como alanina, glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, lisina, ornitina, leucina, 2-fenilalanina, acido
glutamico y treonina; azucares organicos o alcoholes de azucares, tales como lactitol,
estaquiosa, manosa, sorbosa, xilosa, ribosa, ribitol, mioinisitosa, mioinisitol, galactosa,
galactitol, glicerol, ciclitoles (por ejemplo, inositol), polietilenglicol;, agentes reductores que
contienen azufre, tales como urea, glutatién, acido tiéctico, tioglicolato de sodio, tioglicerol,
[alfa]-monotioglicerol y tiosulfato de sodio; proteinas de bajo peso molecular, tales como
albumina sérica humana, albumina sérica bovina, gelatina u otras inmunoglobulinas; y

polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona.

La composiciéon farmacéutica puede prepararse para administracion oral, sublingual, bucal,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, conjuntival, rectal, transdérmica,
intratecal, topica y/o mediada por inhalaciéon. En una realizacién preferida, la composicién
farmacéutica puede ser una disolucién que es adecuada para administraciéon intravenosa,
intramuscular, conjuntival, transdérmica, intraperitoneal y/o subcutanea. En otra realizacion,
la composiciéon farmacéutica puede ser una disolucion que es adecuada para las vias de
administracién sublingual, bucal y/o mediada por inhalacion. En una realizacion alternativa, la
composicion farmacéutica puede ser un gel o una disolucidén que es adecuado para
administracién intratecal. En una realizacion alternativa, la composicion farmacéutica puede
ser un aerosol que es adecuado paro administracién mediada por inhalacién. En una
realizacion preferida, la composicidon farmacéutica puede prepararse para administracion
intratecal.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas excipientes y portadores habituales
que se conocen en el estado de la técnica. Para las composiciones farmacéuticas soélidas,
pueden usarse portadores sélidos no téxicos convencionales, que incluyen, por ejemplo,
calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina de
sodio, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio y similares. Para una
disolucién para inyeccién, la composicién farmacéutica puede comprender ademas
crioprotectores, lioprotectores, tensioactivos, agentes de carga, antioxidantes, agentes
estabilizantes y portadores farmacéuticamente aceptables. Para la administraciéon en aerosol,
las composiciones farmacéuticas se suministran generalmente en forma finamente dividida
junto con un tensioactivo y propelente. Por supuesto, el tensioactivo no debe ser toxico, y es

generalmente soluble en el propelente. Representativos de tales agentes son los ésteres o
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ésteres parciales de acidos grasos que contienen desde 6 hasta 22 atomos de carbono, tales
como los acidos caproico, octanoico, laurico, palmitico, estearico, linoleico, linolénico,
olestérico y oleico con un alcohol polihidroxilado alifatico o su anhidrido ciclico. Puede
emplearse ésteres mixtos, tales como glicéridos mixtos o naturales. También puede incluirse
un portador, segun se desee, tal como, por ejemplo, lecitina para administracién intranasal.
Para los supositorios, las cargas y los portadores tradicionales pueden incluir, por ejemplo,
polialcalenglicoles o triglicéridos. En una realizacion preferida, el portador son nanoparticulas.
En una realizacion mas preferida, las nanoparticulas actuan como vehiculo para introducir el
polinucleétido comprendido en el vector lentiviral de la presente invencion en el interior de la

célula.

Por tanto, una composicién farmacéutica adecuada para inyeccién puede comprender un
tampdn (por ejemplo, tampén acetato, fosfato o citrato), un tensioactivo (por ejemplo,
polisorbato), opcionalmente un agente estabilizador (por ejemplo, albumina humana), etc. Sin
embargo, en otras realizaciones compatibles con las ensefianzas en el presente documento,
el vector lentiviral puede administrarse directamente al sitio de la poblacién celular adversa,
es decir, a los hepatocitos, aumentando de ese modo la exposicion del tejido enfermo al

agente terapéutico.

El vector lentiviral proporcionado en el presente documento puede administrarse
opcionalmente en combinacién con otros agentes que son eficaces en el tratamiento del
trastorno o estado que necesita tratamiento (por ejemplo, profilactico o terapéutico). La
administracién de los vectores lentivirales proporcionados en el presente documento junto con
0 en combinaciéon con una terapia complementaria significa la administracién o aplicacion
secuencial, simultanea, coextensiva, concurrente, concomitante o contemporanea de la

terapia y los polipéptidos divulgados.

Usos médicos y pauta, via y dosis de administracion

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona el vector lentiviral segun el primer
aspecto o cualquiera de sus realizaciones, la célula huésped o la poblacion de células segun
el segundo aspecto o cualquiera de sus realizaciones, el acido nucleico aislado segun el tercer
aspecto o cualquiera de sus realizaciones o la composiciéon farmacéutica del cuarto aspecto
o cualquiera de sus realizaciones, para su uso como medicamento. En un sexto aspecto, la
presente invencion proporciona el vector lentiviral segun el primer aspecto o cualquiera de sus
realizaciones, la célula huésped o la poblacién de células segun el segundo aspecto o

cualquiera de sus realizaciones, el acido nucleico aislado segun el tercer aspecto o cualquiera
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de sus realizaciones o la composiciéon farmacéutica del cuarto aspecto o cualquiera de sus
realizaciones, para su uso en el tratamiento de anemia de Diamond-Blackfan (DBA),
comprendiendo el uso administrar al sujeto dicho vector lentiviral, dicha célula huésped o
poblacién de células o dicha composiciéon. En una realizacién preferida, el vector lentiviral que
comprende un nucledtido con una identidad de secuencia de al menos el 50%, el 60%, el
70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%,
el 99% o el 100% con respecto a la longitud completa con SEC ID N° 17 se usa en el
tratamiento de anemia de Diamond-Blackfan (DBA). Por tanto, los métodos y las
composiciones de la presente divulgacion encuentran uso, por ejemplo, en el tratamiento de

anemia de Diamond-Blackfan.

La presente invencion también proporciona métodos de tratamiento, prevencién o mejora del
trastorno DBA en un sujeto que lo necesita, que comprenden administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz del vector lentiviral segun el primer aspecto o cualquiera de
sus realizaciones, la célula huésped o la poblaciéon de células segun el segundo aspecto o
cualquiera de sus realizaciones, el acido nucleico aislado del tercer aspecto o cualquiera de
sus realizaciones o la composicion farmacéutica del cuarto aspecto o cualquiera de sus
realizaciones. En realizaciones particulares, el método se usa para tratar DBA, y el vector viral
es un LV que comprende un constructo de expresion divulgado en el presente documento que
comprende un promotor de PGK humana ligado operativamente a un ADNc o una secuencia

codificante del gen RPS19, y un Wpre mutado divulgado en el presente documento.

En ofra realizacién, la administracion de un vector lentiviral, la célula huésped o la poblacién
de células o la composicion proporcionados en el presente documento no incluye ninguna
respuesta inmunitaria en un sujeto o induce una respuesta inmunitaria muy baja en dicho

sujeto.

En algunas realizaciones, el vector lentiviral, la célula huésped o la poblacién de células o la
composicion de la presente invencion se administran como dosis unica o multiples dosis. En
algunas realizaciones, el vector lentiviral, la célula huésped o la poblacién de células o la
composicion de la presente invencion se administran en una sola dosis o se dividen en
multiples subdosis, por ejemplo, dos subdosis, tres subdosis, cuatro subdosis, cinco subdosis,
seis subdosis 0 mas de seis subdosis. En algunas realizaciones, se administra mas de un
vector lentiviral. Lo mas preferiblemente, el vector lentiviral, la célula huésped o la poblaciéon

de células o la composicion de la presente invencion se administran como dosis Unica.
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En algunas realizaciones, la dosis del vector lentiviral de la presente invencién, la célula
huésped o la poblacién de células de la presente invencién o la composicién farmacéutica se
administra de forma repetida al menos dos veces, al menos tres veces, al menos cuatro veces,
al menos cinco veces, al menos seis veces, al menos siete veces, al menos ocho veces, al

menos nueve veces o al menos diez veces.

El vector lentiviral de la presente invencion, la célula huésped o la poblacion de células de la
presente invencién o la composicién farmacéutica pueden administrarse localmente o por via
sistémica. En una realizacién, la via de administracion de los vectores lentivirales es
parenteral. El término parenteral, tal como se usa en el presente documento, incluye
administracién intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal o
vaginal. En una realizacién, dicho vector lentiviral puede administrarse por via intravenosa,
subcutanea, intramuscular o a través de cualquier superficie de mucosa, por ejemplo, por via
oral, sublingual, bucal, nasal, rectal, vaginal o pulmonar. Se prefiere la forma intravenosa de
administracion parenteral. En una realizacion, una forma de administracion seria una

disolucién para inyeccion, en particular, para inyeccioén intravenosa o intraarterial o por goteo.

Las dosis eficaces de las composiciones proporcionadas en el presente documento, para el
tratamiento de DBA, varian dependiendo de muchos factores diferentes, incluyendo el medio
de administracion, el sitio diana, el estado fisiologico del sujeto, si el sujeto es un ser humano
o un animal, otros medicamentos administrados y si el tratamiento es profilactico o terapéutico.
Habitualmente, el sujeto es un ser humano, pero también pueden tratarse mamiferos no
humanos, incluyendo mamiferos transgénicos. Las dosificaciones de tratamiento pueden
titularse usando métodos de rutina conocidos por los expertos en la técnica para optimizar la
seguridad y la eficacia. En una realizacion, los sujetos incluyen, pero no se limitan a, individuos
con DBA. En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto pediatrico, mientras que en otros

aspectos, el sujeto es un sujeto adulto.

El vector lentiviral, la célula huésped o la poblacién de células o la composicién farmacéutica
de la presente invencién pueden administrarse de manera continua o en intervalos de tiempo
especificos. Los intervalos entre dosificaciones individuales pueden ser diariamente,
semanalmente, mensualmente o anualmente. Los intervalos también pueden ser irregulares,
dependiendo del desarrollo de la enfermedad o de los efectos curativos de dicho vector
lentiviral. Pueden infundirse células transducidas inmediatamente después de completarse el
proceso de transduccion. Las cantidades eficaces de la dosis y/o la pauta posolégica pueden

determinarse facilmente de manera empirica a partir de ensayos preclinicos, a partir de
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ensayos de seguridad y aumento de la dosis e intervalo de dosis, relaciones individuales entre
clinico y paciente. Pueden emplearse ensayos in vitro o in vivo para determinar los intervalos
de dosis y/o esquemas Optimos para la administracion. Ademas, las dosis eficaces pueden

extrapolarse a partir de curvas dosis-respuesta obtenidas de modelos animales.

En una realizacién preferida, el vector lentiviral de la presente invencién, la célula huésped o
la poblacién de células de la presente invencion o la composicion farmacéutica se administra
a una dosis de al menos 1x10° genomas de vector/kg de peso corporal, preferiblemente
1x10'°, 1x10" 6 1x10'? genomas de vector/kg de peso corporal. Mas preferiblemente, se

administran al menos o aproximadamente 4,6x10'?> genomas de vector/kg de peso corporal.

Normalmente, una cantidad eficaz para conseguir un cambio en el paciente con DBA sera de
aproximadamente 1x10® genomas de vector o mas, en algunos casos 1x10° 1x10'°, 1x10"",
1x10' 6 1x10"® genomas de vector o mas, en determinados casos, 1x10' genomas de vector
0 mas. En algunos casos, la cantidad de genomas de vector que se administra es como
maximo de aproximadamente 1x10'® genomas de vector, por ejemplo 1x10'* genomas de
vector o menos, por ejemplo 1x10", 1x10'?, 1x10", 1x10'® 6 1x10° genomas de vector o
menos, en determinados casos 1x10%® genomas de vector, y normalmente no menos de
1x10® genomas de vector. En algunos casos, la cantidad de genomas de vector que se
administra es de 1x10'° a 1x10"" genomas de vector. En algunos casos, la cantidad de
genomas de vector que se administra es de 1x10'® a 3x10'>genomas de vector. En algunos
casos, la cantidad de genomas de vector que se administra es de 1x10° a 3x10'® genomas de
vector. En algunos casos, la cantidad de genomas de vector que se administra es de 1x10% a

3x10'* genomas de vector.

En una realizacién, el vector lentiviral puede administrarse a una concentraciéon de
108 genomas de vector por ml o mas, por ejemplo, 5x10® genomas de vector por ml;
10° genomas de vector por ml; 5x10° genomas de vector por ml, 10'° genomas de vector por
ml, 5x10'° genomas de vector por ml; 10" genomas de vector por ml; 5 x10'" genomas de
vector por ml; 10" genomas de vector por ml; 5x10'2 genomas de vector por ml; 10" genomas
de vector por ml; 1,5 x10'® genomas de vector por ml; 3x10"® genomas de vector por ml;
5x10'* genomas de vector por ml; 7,5x10" genomas de vector por ml; 9x10'® genomas de
vector por ml; 1x10'*genomas de vector por ml, 5x10'* genomas de vector por ml o0 mas, pero

normalmente no mas de 1x10'® genomas de vector por ml.
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En algunos casos, el vector lentiviral de la presente invencién, la célula huésped o la poblacién
de células de la presente invencién o la composicion farmacéutica que va a administrarse
puede medirse usando multiplicidad de infeccion (MOI). En algunos casos, la MOI puede
referirse a la razén, o multiples genomas de vector o virales con respecto a las células a las
que puede administrarse el acido nucleico. En algunos casos, la MOI puede ser de 1x10°. En
algunos casos, la MOI puede ser de 1x10° - 1x10”. En algunos casos, la MOI puede ser de
1x10* -1x108 En algunos casos, los virus recombinantes de la divulgacion tiene una MOI de
al menos aproximadamente 1x10', 1x10?, 1x103, 1x10* 1x10° 1x108 1x107, 1x108, 1x10°
1x10'°, 1x10", 1x10'2, 1x10™, 1x10™, 1x10'®, 1x10'®, 1x10" y 1x10'®. En algunas
realizaciones, el intervalo de MOI es de desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente
400. En algunos casos, los virus recombinantes de esta divulgacion tienen una MOI de 1x108
a 3x10". En algunos casos, los virus recombinantes de esta divulgacion tienen una MOI de
como maximo aproximadamente 1x10', 1x10%, 1x10%, 1x10* 1x10% 1x10° 1x107, 1x108,
1x10° 1x10™, 1x10", 1x10"2, 1x10'. En algunas realizaciones, la dosis de células que los
pacientes reciben por infusién sera la que se obtiene a partir del proceso de transduccion. En
diversas realizaciones preferidas, se infunden al menos aproximadamente 1x10', 1x10?,
1x10%, 1x10*, 1x10°%, 1x10° 1x107, 1x10® o mas células CD34'/kg de peso del paciente al
paciente. En algunas realizaciones, se infunden entre 1x10° y 4x108 células CD34*/kg de peso
del paciente al paciente. En otras realizaciones, se infunden entre 3x10° y 4x10° células

CD34*/kg de peso del paciente al paciente.

En algunas realizaciones, la cantidad de composicion farmacéutica comprende de
aproximadamente 1x10® a aproximadamente 1x10'® virus recombinantes, de
aproximadamente de 1x10° a aproximadamente 1x10' virus recombinantes, de
aproximadamente 1x10' a aproximadamente 1x10" virus recombinantes o de

aproximadamente 1x10'! a aproximadamente 3x10'2 virus recombinantes.

También se pretende que las dosis intermedias en los intervalos anteriores estén dentro del

alcance de la invencién.

Con el fin de lograr una terapia génica exitosa en la DBA, es beneficioso extraer del sujeto un
numero “suficiente” de células madre hematopoyéticas (HSC). En algunas realizaciones de la
presente invencion, las HSC se obtienen de un sujeto tras la movilizacién. La movilizacion
puede conseguirse tratando al sujeto con farmacos o compuestos que provocan el movimiento
de células madre desde la médula 6sea a la sangre. Las células madre pueden extraerse y

almacenarse. En algunas realizaciones, la movilizacion se logra tratando al sujeto con G-CSF
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(filgrastim). En otras realizaciones, la movilizaciéon se logra tratando al sujeto con plerixafor.
En aln otras realizaciones, la movilizacidén se logra tratando al sujeto con una combinacioén

de filgrastim y plerixafor.

La dosificacién y la frecuencia de administracion del vector lentiviral de la presente invencién,
la célula huésped o la poblacion de células de la presente invencién o la composicion
farmacéutica pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o terapéutico. En
aplicaciones profilacticas, se administran composiciones que contienen el vector lentiviral
proporcionado en el presente documento a un sujeto que ya no presenta el estado patologico
para potenciar la resistencia por parte del sujeto o minimizar los efectos de la enfermedad.
Una cantidad de este tipo se define como “dosis eficaz profilactica”. Una dosificacion
relativamente baja se administra a intervalos relativamente infrecuentes durante un largo
periodo de tiempo. Algunos sujetos pueden continuar recibiendo el tratamiento durante el
resto de sus vidas.

En algunas realizaciones, se proporcionan métodos en los que las células estan en contacto
con el lentivirus, el polinucleétido o la composicién segun la presente invencién. Tal como se
indicé anteriormente, el contacto puede producirse in vitro, in vivo 0 ex vivo. Ademas, la
presente invencion incluye un método para transducir una célula de mamifero, por ejemplo,
una célula madre hematopoyética humana u otra célula descrita en el presente documento,
que comprende poner en contacto la célula con un vector de insercion de genes, por ejemplo,
un vector LV, divulgado en el presente documento o que comprende una unidad de
transcripcion descrita en el presente documento. En determinadas realizaciones, la célula se
obtuvo previamente de un sujeto que va a tratarse, o de otro donante. En realizaciones
particulares, al sujeto se le diagnosticO DBA, y la célula se transduce con un LV que
comprende un casete de expresion que codifica para el gen RPS19 humano o ADNc de
RPS19. Se entiende que los métodos divulgados, por ejemplo, los usados para administrar el
producto génico RPS19, por ejemplo, usando una secuencia de ADNc de RPS19, a un sujeto
también pueden usarse para tratar la DBA. En realizaciones particulares, las células
transducidas son una poblacion de células obtenida de un sujeto con DBA, que va a tratarse
con las células una vez que se hayan transducido. Las células pueden obtenerse de médula
6sea o sangre. En determinadas realizaciones, el sujeto con DBA se trata con agentes para
movilizar las células madre, luego se extrae sangre del sujeto, se retiran los eritrocitos y se
seleccionan las células CD34". Tras la seleccion, a continuacion se transducen las células.
En realizaciones particulares, las células transducidas se almacenan o congelan antes de su

uso, mientras que en determinadas realizaciones, se proporcionan al sujeto inmediatamente
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0 poco después de que se hayan transducido, por ejemplo, en el plazo de una hora, dos horas

o cuatro horas.

Otras realizaciones de la invencién resultaran evidentes para los expertos en la técnica con la
consideracion de la memoria descriptiva y la practica de la invencién divulgada en el presente
documento. Se pretende que la memoria descriptiva y los ejemplos se consideren unicamente
a modo de ejemplo, indicandose un alcance y espiritu verdaderos de la invencion mediante

las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1- Materiales y Métodos

1. Construccion de vectores lentivirales

Se han desarrollado dos vectores lentivirales (LV, del inglés “lentiviral vector (LV”) terapéuticos
adecuados para uso clinico en pacientes con haploinsuficiencia en el gen RPS19. Estos dos
vectores llevan la versiéon con codones optimizados del gen RPS79 humano (mutado en el
25% de los pacientes con DBA). En estos LV, la expresion de RPS79 es dirigida por el
promotor de la fosfoglicerato quinasa humana (PGK) en el LV PGK.CoRPS19.Wpre*, o por la
version corta del promotor del factor de elongacién humano-1a (EF-1alpha short o EF-1a(s);
en el LV EF1a(s).CoRPS19.Wpre*. Ademas, ambos vectores albergan una secuencia Wpre
mutada (Wpre*) que aumenta la produccién de la proteina de interés al actuar estabilizando

el ARNm de la misma (Ver Figura 1).

La razén por la que se eligieron dos promotores diferentes fue la intensidad con la que fueron
capaces de dirigir la expresion del transgén de interés. Por un lado, tenemos el promotor PGK
que muestra una expresion suave y estable del gen de interes. En segundo lugar, se eligié el

promotor EF1a por su mayor actividad.

Estos vectores son vectores lentivirales auto-inactivantes. Se generaron a partir de un vector
lentiviral desarrollado en nuestro laboratorio, que lleva una version optimizada de codones del
gen PKLR, y se desarrollaron a su vez a partir del vector pCCL.sin.ppt. h\PGK.EGFPY.Wpre *,
construido y proporcionado por el laboratorio del Dr. Naldini. (HSRTIGET, San Raffaele
Telethon Institute 0 Gene Therapy y Vita Salute San Raffaele University Medical School, Milan,
Italia). Este vector portaba el promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK). El primer paso en

el desarrollo del vector terapéutico PGK.CoRPS19.Wpre* consistio en extraer el gen PKLR y
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la introduccidon de una versién optimizada del gen RPS179, utilizando las dianas de restriccién
Xbal y Sall, que se introdujeron mediante sintesis quimica durante el disefio en la secuencia

del transgén de interés.

El segundo vector lentiviral terapéutico (EFTa(s).CoRPS19.Wpre* LV) tiene como elemento
diferencial el promotor del Factor de Elongacién Alfa humano (EF1a) en su versiéon corta
(EF1a(s)). En este caso, para reemplazar el promotor PGK por el EF1a(s), la secuencia del
promotor EF1a(s) se amplificé mediante PCR usando p'HR.EF1aS.eGFP.Wpre como vector
plantilla (proporcionado por el laboratorio del Dr. Adrian Trasher; UCL Great Ormond Street
Institute Of Child Health). Para introducir las secuencias dianas de las enzimas de restriccién
EcoRV y Sall en la secuencia obtenida con el promotor EF1a(s), se incluyeron estas
secuencias dianas junto con dos bases nucleotidicas (ECoRV-AT y -TC-Sall) en los extremos
3'y 5' de los oligos usados. El fragmento obtenido se aisl6 y cloné utilizando el sistema Zero
Blunt® TOPO® Cloning Kit. Una vez clonado el promotor EF1a (s), se aislé utilizando las
dianas de las enzimas de restriccion EcoRV y Sall, y se clono en el backbone citado
extrayendo previamente el promotor PGK del esqueleto del primer vector terapéutico,

generando asi el segundo vector lentiviral terapéutico EF1a(s). CoRPS19.Wpre*.

Por lo tanto, en un aspecto de la presente invencién, se propone un enfoque de terapia génica
para tratar DBA que consiste en células autdlogas enriquecidas en CD34* transducidas con
un vector lentiviral autoinactivante que contiene la secuencia de codones optimizada para el
gen RPS19 (CoRPS19).

1) Los vectores lentivirales autoinactivantes (SIN-LV, del inglés “self-inactivating lentiviral
vectors”) proporcionan una expresion mas robusta y son menos susceptibles al silenciamiento
transcripcional que los vectores gammaretrovirales (Pfeifer et al. 2002). También muestran un
perfil de integracién mucho mas seguro (Mitchell et al. 2004; Schroder et al. 2002; Wu et al.
2003) y debido a la deleccion de 400 pares de bases (pb) que llevan en la secuencia 3’ LTR
(Miyoshi et al. 1998), la expresidn del transgén esta regulada por promotores internos, lo que

aumenta la seguridad de la modificacién genética basada en LV.

2) La secuencia del vector también incluye varias modificaciones para mejorar la expresiéon

del transgén y la seguridad en las células diana:

o El promotor de fosfoglicerato quinasa humana (PGK), ya caracterizado por su
expresion estable y a largo plazo in vivo después de la reinfusion de las CMH corregidas en
pacientes y sus propiedades de seguridad mejoradas en comparaciéon con otros promotores
utilizados en terapia génica (Biffi et al. 2013; Modlich et al.2009; Montini et al.2006) . El
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promotor PGK conduce a una expresion mas fisioldgica del transgén y una menor

susceptibilidad al silenciamiento transcripcional (Garcon et al. 2013; Zychlinski et al. 2008).

o Una versiéon de codones optimizada de la secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina RPS19 (CoRPS19) para aumentar la estabilidad del ARNm tras la transcripcidn. Para
la optimizacién se ha utilizado el software GeneScript®, aumentando el contenido de GC y
eliminando sitios de empalme cripticos con el fin de evitar el silenciamiento transcripcional y
por tanto aumentar la expresién transgénica. La secuencia optimizada de CoRPS19 tiene un
81% de homologia con el gen RPS19 humano, sin cambios en la secuencia de aminoacidos

de la proteina.

o También se incluye un elemento regulador postranscripcional mutado del virus de la
hepatitis de la marmota (Wpre*), que carece de cualquier marco de lectura abierto residual,

para mejorar el nivel de expresién y dar estabilidad al gen terapéutico.

1. 1 Secuencias:

1.1.1 Secuencias de elementos

5 ' LTR o repeticiéon terminal larga (del inglés “Long Terminal Repeat”) (SEC ID N°: 1):

es responsable de la transcripcidn de provirus durante la produccién del vector lentiviral. En
esta construccién de vector lentiviral, el 5' LTR esta compuesto por una forma quimérica del
promotor de CMV y una parte del 5' LTR, RU5 de VIH-1 de tipo salvaje . La falta de secuencia

U3 de LTR 5 ' de tipo salvaje implica que esta construccién de vector lentiviral es

independiente de Tat y, por lo tanto, se producira en tercera generacion.

GACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCC
ATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCA
ACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGG
ACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACA
TCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCG
CCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTAC
GTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGG
ATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTT
TGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGA
CGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGT
GAACCGGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAG
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- Promotor CMV quimérico (SEC ID N°: 2): esta secuencia lidera la transcripciéon del

provirus durante la produccion del vector lentiviral. Esta compuesta por dos secuencias

diferentes, una con actividad potenciadora y otra con actividad promotora.

GACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAG
CCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGAC
CGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACG
CCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCAC
TTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGAC
GGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACT
TGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAG
TACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCC
CATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATG
TCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAG
GTCTATATAAGCAGAGCT

o Potenciador de CMV (SEC ID N°: 3) :

GACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCAT
AGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGC
TGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATA
GTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAA
ACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTG
ACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTAT
GGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATG

o Promotor de CMV (SEC ID N°: 4):

GTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGG
GGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAA
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ATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGG
GCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCT

-RUS5: LTR 5' truncado sin RU3 (SEC ID N°: 5). Esta secuencia es necesaria para

la retrotranscripcién y la integracién del genoma proviral en células transducidas.

GGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGA
ACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCC
CGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTG
GAAAATCTCTAGCAG

PBS SL123 (sitio de unidn del cebador, del inglés “Primer Binding Site”) (SEC ID N°: 6):

El ARNt se fusiona con el elemento PBS durante la transcripcién inversa del genoma proviral

después de la transduccién de la célula diana y antes de la integracién en el genoma celular.

TGGCGCCCGAACAGGGAC

Y (seiial de empaquetamiento) (SEC ID N°: 7): Este elemento es responsable de la

dimerizacién y empaquetamiento de las particulas del vector lentiviral.
CTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGLGG
CGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGT

GCGAGAGCGTC

RRE (elemento de respuesta a Rev, del inglés “Rev-responsive element”) (SEC ID N°:

8): Rev se fusionara con esta secuencia en la transcripcion del vector lentiviral para ayudar a

la exportacién nuclear del provirus durante la produccién de estos LVs.

AGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCA
ATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAA
TTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCA
AGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCT

cPPT (tracto central de polipurina, del inglés “central polypurin tract” (SEC ID N°: 9):

este elemento actia como un cebador para la transcripcion de la cadena de ADN positiva

durante la transcripcion inversa de vectores lentivirales después de la transduccién en las
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células diana. También aumenta la importacién nuclear de ADN proviral y, por lo tanto, la
eficacia de la transduccion del vector lentiviral. Ademas, aumenta los titulos de los vectores

lentivirales.

TTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATA
ATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTT

1.1.2. Promotores internos eucariéticos (uno u otro):

- Promotor de fosfoglicerato quinasa (PGK) del inglés “phosphoglycerate kinase”
(SEC ID N°: 10):

GGGGTTGGGGTTGCGCCTTTTCCAAGGCAGCCCTGGGTTTGCGCAGGGACGCGGCTG
CTCTGGGCGTGGTTCCGGGAAACGCAGCGGCGCCGACCCTGGGTCTCGCACATTCTTC
ACGTCCGTTCGCAGCGTCACCCGGATCTTCGCCGCTACCCTTGTGGGCCCCCCGGCGA
CGCTTCCTGCTCCGCCCCTAAGTCGGGAAGGTTCCTTGCGGTTCGCGGCGTGCCGGAC
GTGACAAACGGAAGCCGCACGTCTCACTAGTACCCTCGCAGACGGACAGCGCCAGGG
AGCAATGGCAGCGCGCCGACCGCGATGGGCTGTGGCCAATAGCGGCTGCTCAGCAGG
GCGCGCCGAGAGCAGCGGCCGGGAAGGGGCGGTGCGGGAGGCGGGGTGTGGGGCG
GTAGTGTGGGCCCTGTTCCTGCCCGCGCGGTGTTCCGCATTCTGCAAGCCTCCGGAGC
GCACGTCGGCAGTCGGCTCCCTCGTTGACCGAATCACCGACCTCTCTCCCCAG

- Promotor del factor de elongacién alpha 1 en su versién corta 1 (EF1a(s), del inglés

“Elongation factor Alpha 1”) (SEC ID N°: 11):

ATCATGGCTCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGA
AGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAA
ACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACC
GTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAA
CACAGGTGTCGTGACGCTCG

Version optimizada de codones de RPS19 (CoRPS19) (SEC ID N°: 12):

ATGCCCGGCGTGACCGTGAAGGACGTGAACCAGCAGGAGTTCGTGAGGGCCCTGGCA
GCCTTTCTGAAGAAGAGCGGCAAGCTGAAGGTGCCCGAGTGGGTGGACACAGTGAAG
CTGGCCAAGCACAAGGAGCTGGCCCCTTACGATGAGAACTGGTTCTATACCAGGGCAG
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CCTCCACAGCAAGGCACCTGTACCTGAGGGGAGGAGCAGGAGTGGGCTCTATGACCAA
GATCTATGGCGGCAGGCAGCGCAATGGCGTGATGCCATCTCACTTTAGCCGGGGCAGC
AAGTCCGTGGCAAGGAGAGTGCTGCAGGCCCTGGAGGGCCTGAAGATGGTGGAGAAG
GACCAGGATGGCGGCAGAAAGCTGACACCACAGGGACAGCGGGACCTGGATAGAATC
GCAGGACAGGTGGCAGCAGCCAATAAGAAGCACTGATAG

Wpre mutado (WHV (virus de la hepatitis de la marmota, del inglés “woodchuck

hepatitis virus”) elemento regulador postranscripcional, del inglés “post-

transcriptional regulatory element”) (Wpre *) (SEC ID N°: 13): aumenta la expresion del

transgén en las células transducidas debido a las mejoras en la poliadenilacién, la exportacion
de ARN de los nucleos y la sintesis de proteinas. Contiene una mutacién en el marco del gen

X para aumentar la seguridad.

CGAGCATCTTACCGCCATTTATTCCCATATTTGTTCTGTTTTTCTTGATTTGGGTATACAT
TTAAATGTTAATAAAACAAAATGGTGGGGCAATCATTTACATTTTTAGGGATATGTAATTA
CTAGTTCAGGTGTATTGCCACAAGACAAACATGTTAAGAAACTTTCCCGTTATTTACGCT
CTGTTCCTGTTAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGATATTCTTAA
CTATGTTGCTCCTTTTACGCTGTGTGGATATGCTGCTTTAATGCCTCTGTATCATGCTATT
GCTTCCCGTACGGCTTTCGTTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTAT
GAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCCGTCAACGTGGCGTGGTGTGCTCTGTGTTTGCTGACG
CAACCCCCACTGGCTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAACTCCTTTCTGGGACTTTCGCT
TTCCCCCTCCCGATCGCCACGGCAGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGA
CAGGGGCTAGGTTGCTGGGCACTGATAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGAAG

3 ' LTR: DR3RUS5 (SEC ID N°: 14): 3' LTR esta implicado en la poliadenilaciéon de ARNm

durante la produccién de vectores lentivirales. En este caso, 3 ' LTR esta compuesto por un

elemento U3 truncado y los elementos R y U5 del VIH-1 de tipo salvaje, siendo un vector
lentiviral autoinactivante. EI genoma viral integrado contendra una delecciéon en la regién
promotora viral (U3), lo que dara como resultado la inactivacion transcripcional de genomas

virales potencialmente empaquetables en las células transducidas.

TGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCT
CTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTG
CTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTG
TGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCA




10

15

20

25

WO 2022/238595 52 PCT/ES2021/070343

- AU3 (SECID N°: 15):

TGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTG

- RUS5 (SEC ID N°: 16):

GGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACC
CACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTG
TTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCT
AGCAG

SV40 secuencia serial de poliadenilacién (PolyA) (SEC ID N°: 33) :

AACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAA
ATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTA

1.1.3 Secuencia completa FASTA del vector

A) PGK.CoRPS19.Wpre* - Secuencia del LV (SEC ID N°: 17):

GTGTTTAAACCTAGATATTGATAGTCTGATCGGTCAACGTATAATCGAGTCCTAGCTTTT
GCAAACATCTATCAAGAGACAGGATCAGCAGGAGGCTTTCGCATGATTGAACAAGATGG
ATTGCACGCAGGTTCTCCGGCGGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCA
CAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGTC
CGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCA
GCGCGGCTATCGTGGCTGGCGACGACGGGCGTTCCTTGCGCGGCTGTGCTCGACGTT
GTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTC
CTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCG
GCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATC
GAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAG
AGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGTCTATGCCCG
ACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCACGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGA
AAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGTCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG
ACCGCTTCCTTGTGCTTTACGGTATCGCCGCGCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTAT
CGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGACCGATTCTAGGTGCATTGGCGCAGAAAAAAATGCC
TGATGCGACGCTGCGCGTCTTATACTCCCACATATGCCAGATTCAGCAACGGATACGGC
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TTCCCCAACTTGCCCACTTCCATACGTGTCCTCCTTACCAGAAATTTATCCTTAACGATC
GGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGC
CTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGAT
TTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGA
CCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATC
AAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAA
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAA
GGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGT
TAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTG
TTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGAC
GATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGC
CCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGT
CGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGT
CCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGG
GCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCT
GGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTA
CCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT
CAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTT
GGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGA
GCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTAT
GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA
GCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTG
GAGCTGCAAGCTTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATT
GGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAAT
CAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGG
TAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGAC
GTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTT
ACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTA
TTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGG
TTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCT
CCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAA
AATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGA
GGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTG
AGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGC
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CTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCC
CTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTG
AAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGC
GCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCG
GAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTA
GATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAAAAATATAAATTAAAA
CATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGA
AACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGAT
CAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGA
TAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGT
AAGACCACCGCACAGCAAGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGG
GACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAATATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTA
GCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATAG
GAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAAT
GACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATT
TGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAA
GCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTG
GGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAG
TTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGAATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACA
GAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTGAAGAATCGCAAAACCAGC
AAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGT
TTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGGT
AGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTC
ACCATTATCGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGA
ATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGAT
CTCGACGGTATCGGTTAACTTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGG
GGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAAT
TACAAAAATTCAAAATTTTATCGATCACGAGACTAGCCTCGAGAAGCTTGATATCGAATT
CCACGGGGTTGGGGTTGCGCCTTTTCCAAGGCAGCCCTGGGTTTGCGCAGGGACGCG
GCTGCTCTGGGCGTGGTTCCGGGAAACGCAGCGGCGCCGACCCTGGGTCTCGCACAT
TCTTCACGTCCGTTCGCAGCGTCACCCGGATCTTCGCCGCTACCCTTGTGGGCCCCCC
GGCGACGCTTCCTGCTCCGCCCCTAAGTCGGGAAGGTTCCTTGCGGTTCGCGGCGTG
CCGGACGTGACAAACGGAAGCCGCACGTCTCACTAGTACCCTCGCAGACGGACAGCG
CCAGGGAGCAATGGCAGCGCGCCGACCGCGATGGGCTGTGGCCAATAGCGGCTGCTC
AGCAGGGCGCGCCGAGAGCAGCGGCCGGGAAGGGGCGGTGCGGGAGGCGGGGTGET
GGGGCGGTAGTGTGGGCCCTGTTCCTGCCCGCGCGGTGTTCCGCATTCTGCAAGCCT
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CCGGAGCGCACGTCGGCAGTCGGCTCCCTCGTTGACCGAATCACCGACCTCTCTCCCC
AGGGGGATCCGTCGACACACCGGTATGCCCGGCGTGACCGTGAAGGACGTGAACCAG
CAGGAGTTCGTGAGGGCCCTGGCAGCCTTTCTGAAGAAGAGCGGCAAGCTGAAGGTG
CCCGAGTGGGTGGACACAGTGAAGCTGGCCAAGCACAAGGAGCTGGCCCCTTACGAT
GAGAACTGGTTCTATACCAGGGCAGCCTCCACAGCAAGGCACCTGTACCTGAGGGGAG
GAGCAGGAGTGGGCTCTATGACCAAGATCTATGGCGGCAGGCAGCGCAATGGCGTGAT
GCCATCTCACTTTAGCCGGGGCAGCAAGTCCGTGGCAAGGAGAGTGCTGCAGGCCCT
GGAGGGCCTGAAGATGGTGGAGAAGGACCAGGATGGCGGCAGAAAGCTGACACCACA
GGGACAGCGGGACCTGGATAGAATCGCAGGACAGGTGGCAGCAGCCAATAAGAAGCA
CTGATAGGATCCCATCTAGAGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGAGCATCTTACCGC
CATTTATTCCCATATTTGTTCTGTTTTTCTTGATTTGGGTATACATTTAAATGTTAATAAAA
CAAAATGGTGGGGCAATCATTTACATTTTTAGGGATATGTAATTACTAGTTCAGGTGTAT
TGCCACAAGACAAACATGTTAAGAAACTTTCCCGTTATTTACGCTCTGTTCCTGTTAATC
AACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGATATTCTTAACTATGTTGCTCCTTT
TACGCTGTGTGGATATGCTGCTTTAATGCCTCTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTACGGC
TTTCGTTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCC
CGTTGTCCGTCAACGTGGCGTGGTGTGCTCTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGC
TGGGGCATTGCCACCACCTGTCAACTCCTTTCTGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCGAT
CGCCACGGCAGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTAGGTT
GCTGGGCACTGATAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGAAGGGCCTGCTGCCGGCTCTGCG
GCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCC
TCCCCGCCTGGAATTCGAGCTCGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTA
GATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACG
AAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCT
GGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGA
GTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAG
ACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTATTATTCAG
TATTTATAACTTGCAAAGAAATGAATATCAGAGAGTGAGAGGAACTTGTTTATTGCAGCT
TATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCAC
TGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGCTCTAGCT
ATCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTC
CGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGG
CCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGG
CCTAGGGACGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCG
TCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCA
GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTT
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CCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAG
CGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGC
GCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTC
AAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGAC
CCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGT
TTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGG
AACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCG
GCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATCG
TTCCCTCAGGACGTC

B) EF1a(s).CoRPS19.Wpre* - Secuencia del LV (SEC ID N°: 18)

GTGTTTAAACCTAGATATTGATAGTCTGATCGGTCAACGTATAATCGAGTCCTAGCTTTT
GCAAACATCTATCAAGAGACAGGATCAGCAGGAGGCTTTCGCATGATTGAACAAGATGG
ATTGCACGCAGGTTCTCCGGCGGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCA
CAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGTC
CGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAAGACGAGGCA
GCGCGGCTATCGTGGCTGGCGACGACGGGCGTTCCTTGCGCGGCTGTGCTCGACGTT
GTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTC
CTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCG
GCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATC
GAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAG
AGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGTCTATGCCCG
ACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCACGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGA
AAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGTCTGGGTGTGGCGGACCGCTAT
CAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG
ACCGCTTCCTTGTGCTTTACGGTATCGCCGCGCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTAT
CGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGACCGATTCTAGGTGCATTGGCGCAGAAAAAAATGCC
TGATGCGACGCTGCGCGTCTTATACTCCCACATATGCCAGATTCAGCAACGGATACGGC
TTCCCCAACTTGCCCACTTCCATACGTGTCCTCCTTACCAGAAATTTATCCTTAACGATC
GGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGC
CTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGAT
TTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGA
CCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATC
AAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAA
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAA
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GGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGT
TAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTG
TTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGAC
GATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGC
CCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGT
CGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGT
CCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGG
GCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCT
GGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTA
CCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT
CAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTT
GGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGA
GCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTAT
GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA
GCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTG
GAGCTGCAAGCTTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATT
GGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAAT
CAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGG
TAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGAC
GTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTT
ACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTA
TTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGG
TTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCT
CCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAA
AATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGA
GGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTG
AGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGC
CTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCC
CTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTG
AAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGC
GCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCG
GAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTA
GATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAAAAATATAAATTAAAA
CATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGA
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AACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGAT
CAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGA
TAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGT
AAGACCACCGCACAGCAAGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGG
GACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAATATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTA
GCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATAG
GAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAAT
GACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATT
TGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAA
GCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTG
GGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAG
TTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGAATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACA
GAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTGAAGAATCGCAAAACCAGC
AAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGT
TTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGGT
AGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTC
ACCATTATCGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGA
ATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGAT
CTCGACGGTATCGGTTAACTTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGG
GGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAAT
TACAAAAATTCAAAATTTTATCGATCACGAGACTAGCCTCGAGAAGCTTGATATCATGGC
TCCGGTGCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGG
GGAGGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAA
AGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAA
GTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCGCCAGAACACAGGT
GTCGTGACGCTCGTCGACACACCGGTATGCCCGGCGTGACCGTGAAGGACGTGAACC
AGCAGGAGTTCGTGAGGGCCCTGGCAGCCTTTCTGAAGAAGAGCGGCAAGCTGAAGGT
GCCCGAGTGGGTGGACACAGTGAAGCTGGCCAAGCACAAGGAGCTGGCCCCTTACGA
TGAGAACTGGTTCTATACCAGGGCAGCCTCCACAGCAAGGCACCTGTACCTGAGGGGA
GGAGCAGGAGTGGGCTCTATGACCAAGATCTATGGCGGCAGGCAGCGCAATGGCGTG
ATGCCATCTCACTTTAGCCGGGGCAGCAAGTCCGTGGCAAGGAGAGTGCTGCAGGCCC
TGGAGGGCCTGAAGATGGTGGAGAAGGACCAGGATGGCGGCAGAAAGCTGACACCAC
AGGGACAGCGGGACCTGGATAGAATCGCAGGACAGGTGGCAGCAGCCAATAAGAAGC
ACTGATAGGATCCCATCTAGAGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGAGCATCTTACCG
CCATTTATTCCCATATTTGTTCTGTTTTTCTTGATTTGGGTATACATTTAAATGTTAATAAA
ACAAAATGGTGGGGCAATCATTTACATTTTTAGGGATATGTAATTACTAGTTCAGGTGTA
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TTGCCACAAGACAAACATGTTAAGAAACTTTCCCGTTATTTACGCTCTGTTCCTGTTAATC
AACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGATATTCTTAACTATGTTGCTCCTTT
TACGCTGTGTGGATATGCTGCTTTAATGCCTCTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTACGGC
TTTCGTTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCC
CGTTGTCCGTCAACGTGGCGTGGTGTGCTCTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGC
TGGGGCATTGCCACCACCTGTCAACTCCTTTCTGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCGAT
CGCCACGGCAGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTAGGTT
GCTGGGCACTGATAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGAAGGGCCTGCTGCCGGCTCTGCG
GCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCC
TCCCCGCCTGGAATTCGAGCTCGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTA
GATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACG
AAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCT
GGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGA
GTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAG
ACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTATTATTCAG
TATTTATAACTTGCAAAGAAATGAATATCAGAGAGTGAGAGGAACTTGTTTATTGCAGCT
TATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCAC
TGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGCTCTAGCT
ATCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTC
CGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGG
CCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGG
CCTAGGGACGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCG
TCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCA
GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTT
CCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAG
CGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGC
GCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTC
AAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGAC
CCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGT
TTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGG
AACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCG
GCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATCG
TTCCCTCAGGACGTC

2. Produccién de los vectores lentivirales
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Los lentivirus se produjeron utilizando plasmidos de tercera generacion y la linea celular
HEK293T como células de empaquetamiento. Las producciones se llevaron a cabo en placas
de 150 mm (p150, Corning) a una confluencia celular del 60-70% y transfectando los

diferentes plasmidos requeridos con el método de precipitacion de ADN con CaCl2.

Los plasmidos utilizados fueron amablemente proporcionados por el Dr. L. Naldini (HSR-
TIGET, Milan, ltalia) y producidos por Plasmid Factory. Los plasmidos utilizados fueron:
plasmido de trasferencia (transgén de interés; 37 ug / p150), plasmido rev (pPRSV-REV; 9 ug
/ p150), plasmido gag y pol (pMDLg / pRRE; 23,5 ug / p150) y plasmido de la envuelta VSV
(pPMD2-VSVG ; 12,3 pg / p150). Los plasmidos se mezclaron con 457 pl / p150 de CaCl2 2,5
My 3,2 ml / p150 de agua. Posteriormente, se anadieron gota a gota a la mezcla (3,6 ml /
p150) de HBS 2x (NaCl 281 mM, HEPES 100 mM, Na2HPO4 1,5 mM, pH 7) para generar

precipitados de Ca2* / ADN y esta solucion se afadié a los cultivos de células HEK293T.

Después de 5-6 horas, se retird el medio y se afadi®é medio de recogida (IMDM
complementado con HyClone al 5%). El sobrenadante se recogié 48 horas después de la
transfeccion, se centrifugé (450 g, 7 minutos) y se filtré (0,22 uym, PES, Merck) para eliminar
los restos celulares. El sobrenadante se concentré mediante ultracentrifugacion (70000g, 2
horas, 20°C; Ultracentrifuga Optima L-100 XP, Beckman-Coulter) utilizando tubos “ultraclean”
(Beckman-Coulter). El sedimento viral se reconstituy6é en 100-300 pl de solucién salina (NaCl
al 0,9%).

3. Titulacién de los vectores lentivirales

La titulacion del vector lentiviral PGK.CoRPS19.Wpre* se realiz6 en HEK293T. Para la
titulacion del LV, se sembraron 5x10* células en placas de 24 pocillos. Veinticuatro horas
después de la siembra, las células se transdujeron con diluciones seriadas del LV en medio
de cultivo y se determiné el nimero de células en el dia 0. 14 dias después de la transduccion,
se recolectaron las células y se extrajo el ADN genémico (ADNg) usando el kit NucleoSpin®

Tissue (Macherey Nagel®) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El numero de copias del genoma del vector lentiviral (VCN; del inglés “vector copy number”)
integrados en células transducidas se determiné mediante qPCR. Para analizar las copias del

genoma del vector lentiviral utilizamos cebadores ((SEC ID N°19)

Fw: 5-CAGGACTCGGCTTGCTGAAG-3'; (SEC ID Ne: 20) Rv: 5'-
TCCCCCGCTTAATACTGACG-3' y una sonda (SEC ID N°: 21) 5-
CGCACGGCAAGAGGCGAGG-3' (Tagman®, Thermo Fisher Scientific) disefiado en la
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secuencia Y del vector lentiviral. Para determinar la cantidad de ADN enddgeno utilizamos
cebadores ((SEC ID N°: 22) Fw: 5-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTG-3' ; (SEC ID N°: 23) Ryv:
5-ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC-3") y wuna sonda ((SEC ID N° 24) 5-
CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC-3") (Tagman®, Thermo Fisher Scientific) contra el
gen de la albumina humana. También utilizamos una curva estandar para determinar el
nuamero de copias de la secuencia especifica y del LV y el nimero de genomas diploides por
muestra, lo que nos permite calcular el numero de copias del LV por célula (VCN = nimero
de copias de g / numero de diploides genomas). Finalmente, a partir de este parametro se
calcul6 el titulo del LV, definido como el nimero de particulas virales por mililitro, con la

siguiente formula:

number of cells at day 0 - VCN per diploid genome
LV volume (mL)

Title (UT/mL) =

Se realizé una curva estandar para extrapolar los datos de gPCR usando diluciones en serie
de un fragmento de ADN que contiene la secuencia y y una secuencia de albumina humana.
Todas las reacciones se llevaron a cabo por duplicado en 7500 Fast Real-Time PCR System

(Applied Biosystems®).

4. Animales experimentales

Se trasplantaron células CD34* humanas en ratones Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wjl/SzJ (NSG)
inmunodeficientes diabéticos no obesos (NOD, del inglés “non-obese diabetic”). Esta cepa
NSG porta dos mutaciones en el fondo genético NOD/ShiLt): una que causa una
inmunodeficiencia combinada grave (scid) y otra que induce una ausencia completa de la
cadena gamma comun del receptor de la interleuquina 2, IL2 (IL2rgnull). La mutacién scid
tiene lugar en el gen Prkdc, que codifica un complejo de reparacién del ADN y origina una
deficiencia en las células By T. La mutacion IL2rgnull previene la sefializacién de citoquinas
a través de multiples receptores, lo que provoca una deficiencia de la funcion de las células
NK. La inmunodeficiencia grave permite que los ratones se humanicen mediante el injerto de
células CD34" humanas, xenoinjertos derivados de pacientes o células madre y tejidos

adultos.

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con la normativa
europea y espariola en la materia: Convenio europeo ETS 123, relativo al uso y proteccién de

mamiferos vertebrados utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, Directiva
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2010/63/UE y Ley espariola 6/2013 y Real Decreto (RD) 53/2013 relativo a la proteccién y uso

de animales en la investigacién cientifica.

5. Procedimientos con animales

Los procedimientos que involucraron Organismos Genéticamente Modificados se llevaron a
cabo de acuerdo con la normativa europea y espafola correspondiente: Directiva 2009/41/CE,
Ley 9/2003 y RD 178/2004. Los procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentacién Animal del CIEMAT de acuerdo con todas las pautas externas e internas de
bioseguridad y bioética, y previamente autorizados por el Gobierno de Espafia (Codigo
PROEX # 070-15 # Terapia celular y génica en enfermedades raras con inestabilidad

cromosémica).

Los ratones se alojaron y se criaron en el Centro de Animales de Laboratorio del CIEMAT
(numero de registro ES280790000183), donde se les realizé un cribado rutinario de patégenos
de acuerdo con las recomendaciones de la Sociedad Espariola de Ciencia Animal de
Laboratorio (SECAL) y la Federacidon Europea de Asociaciones de Ciencia Animal de

Laboratorio (FELASA, Tomworth, Reino Unido) y confirmando la ausencia de patégenos.

A los ratones se les proporcioné alimento (TEKLAD Global Diet 2918, irradiado con rayos
gamma de 25 KGy) y agua (acidificada y esterilizada en autoclave) ad libitum, en condiciones
ambientales controladas. Los ratones fueron alojados durante los protocolos experimentales
en jaulas tipo IIL con microaisladores ventilados individualmente con 25 cambios de jaula de
aire por hora. Se alojé un maximo de 6 ratones en cada jaula. La iluminacion de la habitacion
se controlé con ciclos de luz/oscuridad de 13/11 horas, y la temperatura y la humedad se
regularon a 20 + 2°C y 55 + 10%, respectivamente. Filtros de aire HEPA estaban presentes

en todas las habitaciones.

Los ratones se mantuvieron bajo dieta estandar (agua y comida ad libitum) y todos los
protocolos se realizaron siguiendo las leyes y normativas europeas y espafolas (Convencién
europea ETS123 sobre el uso y proteccion de mamiferos vertebrados utilizados en

experimentacion y otros fines cientificos y la ley espafiola RD 53/2013).

6. Muestras humanas de donantes sanos y pacientes DBA

Las muestras humanas utilizadas en los resultados presentados fueron sangre periférica y
médula ésea, tanto de donantes sanos como de pacientes con DBA, asi como sangre de

corddn umbilical de donantes sanos recogidas bajo consentimiento informado.
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Todas las muestras se han utilizado en el contexto del proyecto "Estudios preclinicos para
demostrar la eficacia y la seguridad de un enfoque de terapia génica ex vivo en la anemia de
Diamond Blackfan con vectores lentivirales”, financiado por el CIBERER-ISCIII-Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras y que fue aprobado por el comité de

ética de la Fundacién Jiménez Diaz el 8 de mayo de 2018. Esta evaluacién sefala que:

+ El estudio cumple los requisitos establecidos en la legislacion vigente (Real Decreto
1090/2015 y Decreto 39/94 de la CAM).

» Cumple con los estandares éticos estandar de la institucion en este tipo de estudios.

» Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Orden SAS 3470/2009 y la Declaracion

de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.

Los analisis hematoldgicos de muestras de pacientes con DBA y donantes sanos se realizaron
en el analizador de hematologia Sysmex XN-1000 ™ (Sysmex, Kobe, Japén) a partir de 120

Ml de sangre periférica 0 médula 6ésea en modo predilucion.

7. Determinacién de VCN en ratones inyectados con LV

Después del sacrificio de los animales, se recogieron diferentes tejidos (higado, bazo,
pulmones, médula ésea, ganglios linfaticos, cerebro, testiculos, pancreas vy rifiones) y se
conservaron a -80°C. Para la determinacién del numero de copias del provirusintegrado en
estos tejidos, se extrajo el ADN gendmico con el NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey Nagel)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

El numero de copias de vectores lentivirales integradas (VCN, del inglés “vector copy number”)
se determiné mediante qPCR en los tejidos de ratones trasplantados. Para analizar el numero
de copias de LV dtilizamos cebadores ((SEC ID N° 25) Fw: 5-
CAGGACTCGGCTTGCTGAAG-3'; (SEC ID N°: 26) Rv: 5-TCCCCCGCTTAATACTGACG-3)
y una sonda ((SEC ID N°: 27) 5'-CGCACGGCAAGAGGCGAGG-3') (Tagman®, Thermo Fisher
Scientific) disefiados en la secuencia g del vector lentiviral. Para determinar la cantidad de
ADN endégeno  utilizamos cebadores ((SEC ID Ne: 28) Fw: 5'-
AAAACGAGCAGTGACGTGAGC-3"; (SEC ID N°: 29) Rv: 5-TTCAGTCATGCTGCTAGCGC-
3") y una sonda ((SEC ID N°: 30) 5-TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC-3') contra el gen
de titina de ratdén. Una vez determinado el numero de copias del LV y el nimero de genomas
diploides por muestra, se calculd el VCN con la siguiente formula: VCN = namero de copias

de gy / nimero de genomas diploides.
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Para el calculo del VCN se realizé una curva estandar usando diluciones seriadas de un
fragmento de ADN que contiene g y las secuencias de titina. Todas las reacciones se llevaron

a cabo por duplicado en 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems®).

8. Determinacién de la expresion de CoRPS19

La determinacion de la expresién del transgén CoRPS79 integrado por los vectores
terapéuticos, asi como su version fisiolégica no optimizada RPS19, se realizé mediante Q-
PCR. ElI ARN se extrajo de las células utilizando el kit RNeasy Tissue (Qiagen GMBH) y el
proceso de transcripcion inversa se llevé a cabo utilizando el kit Superscript Vilo (Invitrogen
SuperScript IV VILO Master Mix, ThermoFisher). Una vez que se obtuvo el ADNc, se realizd
el analisis de expresién con un sistema de PCR en tiempo real 7500 (ThermoFisher Scientific).
Para el célculo de la expresion del gen endégeno RPS19, asi como la versiébn CoRPS19
optimizado, se uso6 una variacion del método de cuantificacion relativa de Livak (2 A™Y) 209.
Para ello se calculé inicialmente la eficiencia de amplificacién de los genes de interés (hRPS19
y CoRPS19) y el gen de referencia hGAPDH. Una vez que se ha asumido una eficiencia del
100% en la amplificacion, la expresion relativa del gen de interés se normaliza con un gen de

referencia, en este caso GAPDH mediante la férmula:

Expresion relativa de RPS19 =2(CT GAPDH)—(CT RPS19)

Expresion relativa de CoRPS19 =2(CT GAPDH)—(CT RPS19)

Cebador / Sonda Secuencia Tm (2C)
h GAPDH Fw GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC 60
h GAPDH Rv ACGACCAAATCCGTTGACTC 60
RPS19 Fw AGCCGAGGCTCCAAGAGT 57,3
Cebadores
RPS19Rv CCCTGAGGTGTCAGTTTGC 59,25
CoRPS19 Fw GTGAACCAGCAGGAGTTCGT 73,9
CoRPS19 Rv TCAGCTTGCCGCTCTTCT 75,7
Sondas SYBER Verde

Tabla 1. Secuencias de los cebadores y sondas utilizadas para la deteccién de la expresion

del transgén CoRPS19y su version salvaje RPS19.
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9. Northern blot y analisis de extension de cebadores del procesamiento de pre-
rRNA.

5 ug de ARN total extraido con el reactivo TRI (Invitrogen) se resolvié en un gel de agarosa
desnaturalizante y se proces6 para transferencia mediante Northern. Las transferencias
mediante Northern blot se expusieron a placas de imagen Fuiji (Fujifilm) y la cuantificacién se
realizé en un phosphorimager (FLA-7000; Fujifilm) utilizando el software MultiGauge (Fujifilm,
v 3.1).

10. Citometria de flujo

10.1 Caracterizacién hematopoyética de pacientes con DBA

El inmunofenotipo de pacientes con DBA y donantes sanos se analizé mediante citometria de
flujo utilizando seis paneles diferentes, especificados en la Tabla 2. Se agregaron anticuerpos
que se muestran en la Tabla 2, se incubaron durante 30 minutos a 4°C y luego se lavaron con
PBA (PBS con 0,2% de azida sédica, Merck, y 1% de BSA, Sigma). Para el panel 1y 2, las
muestras de sangre periférica se diluyeron previamente en PBA en proporciones de 1:400 y
1:10, respectivamente. Después de la incubacion del anticuerpo, se realizé una etapa de lisis
con tampén de cloruro de amonio (NH4CI 0,155M, KHCO3; 0,01M, EDTA 0,1mM; incubacion
de 10 min a temperatura ambiente) en los paneles 3, 4, 5y 6 para eliminar la fraccién eritroide.
Se afadié6 DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindol) hasta una concentracién final de 1ug/ml para
identificar las células muertas. Los eventos se adquirieron y registraron con un Fortessa LSR
(BD Biosciences) y los datos de citometria se analizaron con el software FlowJo (BD, Becton,

Dickinson & Company).
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\'
Panel Epitopo Fluorocromo Clon Proveedor Catalogo final | Vab/ V final
(ut)
Beckman
CD71 PE YDJ.1.2.2 IM2001U 2,5
1: progenitos Coulter
50
eritroides Beckman
CD235a FITC 11E4B-7-6 B49206 5
Coulter
BD
CD4la PE B61391 555472 5
2: Megacariocitos Pharimigen
50
y plaquetas Beckman
CD42b FITC 4336556 A07781 5
Coulter
BD
CD34 PE 8G12 345802 4
3: progenitores Pharimigen
100
hematopoyéticos CD38 FITC T16 Immunotech IM0775 4
CD45 APC 2D1 Biolegend 368512 5
CcD3 APC UCHT1 BioLegend 300439 2
Beckman
4: poblaciéon cD4 PE 13B8.2 A07751 2
Coulter 100
linfoide
Beckman
cD8 FITC B9.11 A07756 2
Coulter
CcD3 APC UCHT1 BioLegend 300439 2
cD14 BV711 M5E2 Biolegend 301837 1
5: poblacion
Miltenyi 130-091- | 100
mieloide CD15 PE VIMC6 2
Biotec 375
CD19 PECy7 SL25C1 eBiociencia | 25-0198-42 1,5

Tabla 2. Panel de anticuerpos utilizados para el inmunofenotipo de pacientes con DBA y

donantes sanos.

10.2 Anélisis multistem

La determinacién de los diferentes progenitores hematopoyéticos en médula 6sea de
pacientes DBA y donantes sanos se realizd mediante citometria de flujo utilizando la
combinacién de anticuerpos reflejada en la Tabla 3. El protocolo de marcaje fue similar al
utilizado en la determinacién del inmunofenotipo de muestras de pacientes y donantes sanos
adquiridos con Fortessa RSL (BD Biosciences). El nimero minimo de células analizadas
fueron 1x10° para la evaluacion correcta de los diferentes analisis. Los resultados de la

citometria se analizaron mediante el software FlowJo (BD, Becton, Dickinson & Company).
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Tabla 3. Panel de anticuerpos utilizados para la determinacidon de progenitores

hematopoyéticos en médula 6sea.

10.3 Inmunofenotipo de diferenciacion eritroide

El inmunofenotipo de los progenitores hematopoyéticos diferenciados hacia el linaje eritroide

se analizdé mediante citometria de flujo utilizando la combinacién de anticuerpos especificada

en la Tabla 4.
Casa Catalogo | Vanticuerpo/100pl
Panel | Epitopo | Fluorocromo Clon .
comercial o
N (uh)

CB38
CD36 PE BD Pharmigen 555455 1

(NLO7)
1 CD45 APCCy7 HI30 Biolegend 304014 1
CDT1 PECy5 M-A712 BD Pharmigen 551143 1
CD235a PECy7 HI264 Biolegend 34111 1

Tabla 4. Panel de anticuerpos utilizados para el inmunofenotipo de células diferenciadas hacia

el linaje eritroide.

Las células se diluyeron hasta un volumen final de 100 pl, se marcaron durante 30 minutos a
4°C y se lavaron con PBA. Se afadié DAPI (concentracién final de 1 ug / ml) y los eventos se
registraron con un citometro Fortessa LSR (BD Biosciences). Los resultados fueron

analizados con el software FlowJo (BD Biosciences).

11. Cultivos de lineas celulares

La linea celular K562 (leucemia mieldgena cronica; ATCC: CCL-243) se cultivd en medio de
Dulbecco modificado de Iscove (IMDM; Gibco), HyClone (10%; GE Healthcare) y penicilina /
estreptomicina (1%; Gibco). Las células se mantuvieron a una concentracion de 1x103-1x10°

células / ml.

La linea celular HEK293T (linea celular de rifidn embrionario humano competente para

replicar vectores que llevan el antigeno T de SV40; ATCC: CRL-3219) se cultivd en medio de
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Dulbecco modificado de Iscove (IMDM; Gibco), HyClone (10%; GE Healthcare) y penicilina /
estreptomicina (1%; Gibco). Las células se mantuvieron a una concentracion de 5 x 10° células

/ mil.

Las condiciones de incubacion fueron las mismas para todas las lineas celulares utilizadas:
37°C, 5% de CO, y 95% de humedad relativa.

12. Ensayos funcionales de progenitores hematopoyéticos y células madre

hematopoyéticas

Se obtuvieron células CD34" de muestras de sangre periférica y médula 6sea de pacientes
con DBA y donantes sanos para estudios de caracterizacién y correccién lentiviral, y de sangre
de cordon umbilical de donantes sanos para estudios de seguridad. Primero, la sangre total o
la médula 6sea se sometieron a un gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacién, la banda de
células mononucleadas se recogid y se lavo con PBS (solucion salina tamponada con fosfato
de Dulbecco, Sigma), denominada en el presente documento PBE; Hyclone 2%, GE
Healthcare; EDTA 2 mM. Una vez obtenida la banda de células mononucleadas, se separo6 la
fraccion de células CD34* utilizando el kit comercial de Microbeads CD34* (MACS, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania), junto con las columnas y el separador magnético
QuadroMACS y OctoMACS (Miltenyi Biotech). Una vez obtenidas las células CD34", se realiz6
un analisis de citometria de flujo para determinar la pureza de la muestra. Para ello, se recogi6
una alicuota y se marcé con un anticuerpo anti-CD34 PE durante 30 minutos a 4° C, se lavo
con PBA y se analizé el porcentaje de células CD34* con un Fortessa LSR (BD Biosciences)
y se analizaron los datos de la citometria con el software FlowJo (BD, Becton, Dickinson &

Company).

Las células se cultivaron en medio StemSpam (StemCell Technologies) o medio X-VIVO 20
(Lonza, Basilea, Suiza) suplementado con GlutaMAX ™ al 1% (Gibco), P/S al 1% (Gibco), 100
ng/ml de hSCF y hFIt3, 20 ng/ml de hTPO y hIL3 (todas EuroBioSciences GmbH) en
condiciones hipoxicas (37° C, 5% Oz, 5% CO. y 95% de humedad relativa).

Los progenitores hematopoyéticos humanos se diferenciaron hacia el linaje eritroide utilizando
tres medios diferentes (Figura 11). El primer medio (dia 1-7) se basé en StemSpan SFEM |
(Stem Cell Technologies) suplementado con hSCF (50 ng/ml; EuroBioSciences), ligando hFIt3
(16,7 ng/ml; EuroBioSciences), proteina morfogénica 6sea 4 (BMP-4, 6,7 ng/ml; Peprotech),
interleucina 3 humana (hIL-3, 6,7 ng/ml; EuroBioSciences), interleucina 11 humana (hiL-11,

6,7 ng/ml; EuroBioSciences) y eritropoyetina humana (h-EPO, 1,3 U/ml; Amgen). El dia 7 de
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expansion, las células se transfirieron al segundo medio compuesto de IMDM (medio de
Dulbecco modificado de Iscove) suplementado con glutamina (suplementado con IMDM
GlutaMAX; Gibco) y enriquecido con BSA (1%; Sigma), insulina (0,01 mg/ml; Sigma),
transferrina humana (0,2 mg/ml; Sigma), B-mercaptoetanol (91 pM; Gibco), penicilina /
estreptomicina (1%; Gibco), mezcla de lipidos 1 (1x; Sigma), etanolamina (0,004%, Sigma),
hSCF (5 ng/ml; EuroBioSciences), hiL-3 (6,7 ng/ml; EuroBioSciences), hiL-11 (6,7 ng/ml;
EuroBioSciences), hEPO (1, 3 U/ml; Amgen), insulina -como factor de crecimiento-1 (IGF-1,
20 ng/ml; PeproTech) e hidrocortisona (1 uM; Sigma) y se cultivaron hasta el dia 14. Después
del dia 14 y durante 2 dias, las células se transfirieron al tercer medio que también contenia
medio IMDM GlutaMAX (Gibco) suplementado con BSA (1%; Sigma), insulina (0.01
mg/mimg/ml; Sigma), transferrina humana (0.2 mg/ml; Sigma), B-mercaptoetanol (91 uM;
Gibco) , penicilina / estreptomicina (1%; Gibco), mezcla de lipidos 1 (1x; Sigma), etanolamina
(0,004%; Sigma) y hEPO (10 U/ml Amgen).

Todos los medios se filtraron a través de filtros de 0,22 ym antes de su uso. El contaje y
analisis por citometria de flujo de células se realizé en los dias 3, 5, 7, 10 y 14. Durante la
diferenciacion eritroide, las células se mantuvieron a una concentracion de entre 4x10° y 4x10°8
células/ml. Las condiciones de incubacién eran también 37°C, 5% de CO. y 95% de humedad

relativa.

El numero de progenitores hematopoyéticos en sangre periférica y médula 6sea en pacientes
con DBA se evalué de acuerdo con el siguiente protocolo: se resuspendieron células
hematopoyéticas mononucleares y / o células CD34* en medio X-vivo y se sembraron en
medio semisélido de metilcelulosa (StemMACS ™ HSC-CFU suplementado con suero de
ternera fetal al 30%, BSA al 1%, glutamina 2 mM, 2-mercaptoetanol 0,1 nM, 50 ng/ml de SCF,
20 ng/ml de GM-CSF, 20 ng/ml de G-CSF, 20 ng/ml de IL-3, 20 ng/ml de IL-6, 3 U/ml de EPO,;
Miltenyi) a una concentracién de 3x10° células nucleadas /ml en el caso de la sangre periférica
y 5x10* células nucleadas/ml en el caso de la médula 6sea en placas de cultivo de 25 mm?.
Se hicieron triplicados para cada muestra usando 1 ml para cada réplica. Después de 14 dias
de incubacién en hipoxia (37°C, 5% de O,y 5% de CO2, 98% de humedad relativa) se contaron
las colonias formadas usando un microscopio invertido Nikon ELWD 0.3 de contraste de fase.
Los resultados se expresaron como la media del nimero total de colonias por cada 10° células

sembradas.

13. Trasplante de células hematopoyéticas humanas en ratones NSG

La fraccion de células mononucleares se obtuvo de la médula ésea de pacientes con DBA y

donantes sanos y se separd por gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque PLUS (GE
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Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En el caso de los ensayos de
seguridad, las células mononucleadas se obtuvieron a partir de sangre de cordén umbilical
utilizando el mismo proceso. La fraccibn CD34' se obtuvo mediante separacién
inmunomagnética utilizando el kit comercial Microbeads CD34* (MACS, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania), junto con las columnas y el separador magnético
QuadroMACS y OctoMACS (Miltenyi Biotech). Antes del injerto, los ratones NSG se irradiaron
con una dosis submieloablativa (1,5 Gy) y se trasplantaron con 2x10° células CD34*
purificadas de ratdén. Se analiz6 el injerto hematopoyético en sangre periférica y médula 6sea
de los ratones NSG a los dias 30, 60 y 90 y en el caso de las pruebas de seguridad hasta el
dia 120 post-infusién por citometria de flujo. Para evaluar el nivel de injerto hematopoyético
humano, las células fueron recogidas por aspiracion femoral de la médula 6sea alas 4,8y 12
semanas después del trasplante y marcado con el anticuerpo hCD45 APC-Cy7 (eBioscience)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los andlisis de injertos multilinaje se
realizaron utilizando CD45 APC-Cy7 (BioLegend), CD34 APC (BD Biosciences), CD33 PE
(BD Biosciences), CD19 PE-Cy7 y CD3 FITC (BioLegend), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se utilizaron isotipos de fluorocromo pareados como controles. Se excluyeron
del analisis las células positivas 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Todos los analisis de
citometria de flujo se realizaron en el Fortessa LSR (BD Biosciences) y se analizaron con el
software FlowJo v7.6.5. Para realizar el trasplante secundario, los receptores primarios de
NSG fueron anestesiados y se les extrajo sangre para obtener los resultados hematol6gicos.
Una vez anestesiados, se sacrificaron mediante dislocacion cervical y se extrajeron los
fémures y tibias de las patas traseras de cada raton. La médula 6sea de los fémures y tibias
se obtuvo perfundiendo cada hueso. Una vez que se obtuvieron las células de la médula 6sea,
las células CD45" humanas se seleccionaron mediante separacion celular por citometria de
flujo. Una vez purificadas, las células se trasplantaron de nuevo a ratones NSG
inmunodeficientes irradiados con 1,5 Gy. Los analisis se realizaron a los 30, 60, 90 y 120 dias

postrasplante.
14. Andlisis del sitio de integracién (ISA, del inglés “integration site analysis’)

El andlisis de estas integraciones se realizé tanto en las células expandidas in vitro durante
14 dias, como en las células injertadas en receptores NSG primarios y secundarios de ambos
experimentos. Los andlisis se realizaron en colaboraciéon con la empresa Genewerk. La
técnica utilizada por Genewerk se basa en S-EPTS / LM-PCR (PCR mediada por ligacién de
seleccidén de primera etiqueta de extension de cizallamiento), que amplifica y secuencia
regiones desconocidas que flanquean el ADN del vector integrado. Las muestras de ADN se

fragmentan mediante sonicacion en fragmentos de 500 pares de bases, luego se amplifican
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mediante PCR utilizando cebadores biotinilados especificos para las secuencias LTR del
vector integrado. Después de la amplificacion, los productos biotinilados se purifican, los
productos se ligan en casetes que incluyen marcadores moleculares (cédigo de barras) y se
someten a un segundo paso de amplificacién por PCR con cebadores que permiten la
secuenciacion mediante tecnologia MiSeq (lllumina, Thermofisher). Para el analisis de sitios

de integracién, se utilizaron los 10 sitios de integracién mas frecuentes.

15. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con GraphPad Prism, versién 7.0 para Windows. Se
realizaron estudios estadisticos previos para comprobar si los datos seguian una distribucién
normal mediante el analisis estadistico de columnas y aplicando el test de normalidad de
D'Agostino & Pearson, el test de normalidad de Shapiro-Wilk y el test de normalidad KS. Una
vez estudiada la distribucion en los diferentes analisis, se aplico la prueba mas adecuada
siendo la prueba estadistica de Mann-Whitney, la prueba t de Student y la prueba ANOVA.

Las diferencias se consideraron significativas cuando P <0,05.

Los resultados se describen en los ejemplos 2-4 a continuacion.

EJEMPLO 2: Caracterizacién de las poblaciones de células madre hematopoyéticas

(CMH) de médula 6sea de pacientes con DBA

Con el fin de determinar hasta qué punto el fallo de medula 6sea presente en los pacientes
con DBA podia limitar la colecta de células madre hematopoyéticas (CMH), necesaria para
llevar a cabo un protocolo de terapia génica ex vivo, como ocurre por €jemplo en otro fallo de
medula 6sea como es la anemia de Fanconi (FA, del inglés “Fanconi anemia”), el primer
objetivo fue conocer el contenido de CMH en los pacientes con DBA caracterizando muestras
de medula 6sea (MO) de estos pacientes y comparandolas con donantes sanos y con

pacientes con FA.

2.1 Determinacién del numero de células CD34* en la médula ésea de pacientes con DBA.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que los niveles de células CD34", asi
como la poblacién mas primitiva de progenitores CD34*/CD38", no se encontraban reducidos
en muestras de médula ésea de pacientes con DBA, cuando se compard con muestras de
donantes sanos. Estos resultados (Ver Figura 2) muestran que, al contrario de lo que ocurre

en otras enfermedades, como en FA, donde los pacientes presentan una marcada caida en
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el numero de células CD34*, la obtenciéon de numeros clinicamente relevantes de CMH en

pacientes con DBA no constituirian una limitacién para su uso en un ensayo de terapia génica.

2.2 Analisis de progenitores hematopoyéticos multilinaje CD34" en la médula ésea de

pacientes con DBA.

Aunque la poblacion de CMH no parecia verse afectada, varios estudios han descrito un
numero reducido de progenitores eritroides en pacientes con DBA, e incluso en algunos casos
neutropenia y trombocitopenia durante el curso de la enfermedad (Giri et al.2000; Santucci et
al. 1999; Tsai, Arkin y Lipton 1989). Para estudiar mas a fondo los progenitores
hematopoyéticos en pacientes con DBA, se analizaron las poblaciones de precursores
hematopoyéticos intermedios (Doulatov et al. 2012). Nuestros resultados mostraron que no
existia reduccioén significativa en ninguno de estas poblaciones de progenitores (véase la
Figura 3: a) HSC (del inglés “hematopoietic stem cells”: células madre hematopoyéticas; Lin
CD34*CD38'CD90"CD45RA"), b) MPP (del inglés “multipotent progenitors”, progenitores
multipotentes:  CD34*CD38 Thy-1"CD45RAFIt3*CD7:CD10), ¢) MLP (del inglés
“multilymphoid progenitors”, progenitores multilinfoides; CD34*CD38 Thy1*3°CD45RA
FIt3*CD7*CD10), d) CMP (del inglés “common myeloid progenitors”, progenitores mieloides
comunes; CD34*CD38*Thy-1"CD45RAFIt3*CD7-CD107), e) MEP (del inglés “megakaryocytic
and erythroid progenitors”. progenitores megacariociticos y eritroides: CD34*CD38"Thy1-
CD45RAFIt3'CD7'CD10") y f) GMP (del inglés “granulocytic-monocytic progenitors:
progenitores granulo-monociticos : CD34*CD38*Thy-1"CD45RA*FIt3*CD7-CD10").

2.3. Analisis de progenitores hematopoyéticos comprometidos en la médula 6sea de pacientes
con DBA

Una vez que se confirmdé que el numero de células CD34" no estaba afectado
significativamente en la médula 6sea de los pacientes con DBA, el siguiente punto a evaluar
fue su funcionalidad mediante ensayos clonogénicos in vitro. Varios estudios han observado
que la capacidad de las células CD34* de pacientes con DBA para generar unidades de
formacidn de colonias eritroides (BFU-Es del inglés “burst-forming unit-erythroid progenitors”)
esta disminuida (Hamaguchi et al. 2003; Iskander et al. 2015; Ruggero y Shimamura 2014).
Nuestros resultados fueron consistentes con esta observacién (Figura 4), ya que hay una
disminucién muy significativa en el recuento de progenitores eritroides (BFU-Es) (Figura 4b).
En cuanto a los progenitores del linaje mieloide (CFU-GMs: unidades formadoras de colonias

granulo-macréfagicas, del inglés “granulocyte-macrophage progenitor colony forming units”))
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(Figura 4a), los resultados mostraron una disminucién en comparaciéon con los donantes

sanos, aunque mucho menos marcada que la observada en BFU-Es.

2.4 Andlisis de la capacidad de injerto y diferenciacién de las CMH de pacientes con DBA.

Es importante considerar que para que un protocolo de terapia génica tenga éxito a la hora
de tratar a pacientes con DBA requiere que se produzca el injerto de las células corregidas.
Por lo tanto, adicionalmente se evalud el potencial de repoblacion de estas células en ratones
NSG inmunodeficientes que permiten el xenoinjerto humano, como se ha explicado en el
apartado de Material y Métodos. Nuestros resultados mostraron que, aunque no hubo
diferencias significativas durante los primeros 60 dias posteriores al trasplante entre células
derivadas de médula 6sea de pacientes con DBA y de donantes sanos, cuando llegamos al
final del experimento el dia 90, se observo una disminucién significativa a nivel de injerto de
las células de los pacientes con DBA (Figura 5a), lo que podria indicar una menor capacidad
de repoblacion a largo plazo de las CMH de estos pacientes. Aunque el potencial de
repoblacion mostré una caida a los 90 dias postrasplante, no sucedidé lo mismo con el
potencial de diferenciacién. La Figura 5b muestra la proporcion de los diferentes linajes
generados dentro de las células CD45" humanas, y se muestra que no existen diferencias
significativas entre las células de pacientes con DBA y de donantes sanos. Estos resultados
indicaron que el potencial de diferenciacion de la poblacién CD34" de pacientes con DBA

trasplantados seguia siendo similar al observado en donantes sanos.

En conclusion, los resultados obtenidos en este apartado permiten predecir que la coleccion
de CMH no deberia constituir una limitacion significativa en pacientes con DBA. En principio,
en las muestras estudiadas no hay reduccion en el contenido de células CD34* CD38 ni en el
contenido de progenitores inmaduros comprometidos con ciertos linajes. Sin embargo, a pesar
de la ausencia de una disminucién en el numero de progenitores hematopoyéticos, el menor
potencial clonogénico, principalmente a nivel de CFU-GM y BFU-Es, permite vislumbrar un
menor potencial eritropoyético de esta poblacion. Junto a esto, cabe sefalar que las células
de pacientes con DBA mantienen un alto potencial de repoblacion en ratones
inmunodeficientes, a diferencia de las células de pacientes con FA, donde se ha observado

un potencial de repoblacion altamente defectuoso (Rio et al.2019).

EJEMPLO 3: Generacién de un vector lentiviral (LV) terapéutico aplicable en clinica:
Estudios de eficacia en la linea celular K562 y en células CD34" con haploinsuficiencia
de RPS19 de pacientes con DBA.
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Respaldados por la viabilidad real de recoger suficiente numero de CMH en los pacientes con
DBA, que podrian después corregirse usando un protocolo de terapia génica, decidimos
desarrollar dos vectores lentivirales (LV) clinicamente aplicables usando una version
optimizada de codones del gen RPS19, bajo el control del promotor de fosfoglicerato quinasa

(PGK) o el factor de elongacion alfa en su version corta (EF7a (s)).

3.1. Analisis de la funcionalidad de los vectores terapéuticos en la linea celular K562 interferida

para RPS19.

En primer lugar, se comprobd la capacidad de expresar el transgén de interés mediante los
vectores terapéuticos, que consistia en la versién del codén optimizado del gen RPS719
(CoRPS19; codén optimizado RPS19). Para hacer esto, las células K562 fueron inicialmente
transducidas con dos vectores lentivirales portadores de dos secuencias shRNA especificas
para interferir la expresion de RPS19 (LV-THM.shRPS19 y LV-MISSION® pLKO.1-pure
TurboGFP™ shRPS19), generando de esta manera un modelo de DBA,; posteriormente, estas
células en las que la expresion de RPS19 estaba afectada, se corrigieron con los vectores

terapéuticos.

La interferencia con el vector LV-THM.shRPS19 mostr6 que era capaz de silenciar los niveles
de ARNm del gen RPS19 a niveles del 50-60% como se muestra en la Figura 6a. Junto a
este resultado, se confirmé la expresion de vectores terapéuticos (transgén CoRPS19) en las
células interferentes, tanto en aquellas condiciones de control sin interferir pero transducidas
con vectores terapéuticos, como en las condiciones interferidas y posteriormente corregidas

con los vectores terapéuticos (Figura 6a) .

Este mismo estudio se realiz6 para el segundo vector LV-MISSION® pLKO.1-pure
TurboGFP™ shRPS19, que mostraba una mayor capacidad de interferencia mostrando un
silenciamiento de ARNm del 95% del gen RPS79 (Figura 6b). Sin embargo, incluso con esta
capacidad de interferir con el gen de interés, el andlisis de la versién optimizada CoRPS79
mostré los mismos resultados que en el experimento anterior, observandose solo la expresion
de la secuencia CoRPS19 en las condiciones transducidas con los vectores terapéuticos
(Figura 6b).

3.1.1 Analisis del proceso de biogénesis ribosomal en la linea K562 interferido en el gen

RPS19 y corregido con vectores terapéuticos.

Puesto que las células de pacientes con Blackfan -Diamond anemia se caracterizan por un

defecto en el proceso de biogénesis ribosomal, se estudié en qué grado podia estar este
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proceso afectado en las K562 células en las que la expresion de RPS19 se habia interferido.
Para ello, se procedié al estudio de células K562 transducidas con los dos vectores de
interferencia generados. Paralelamente, se analizé la posible reversion del defecto al corregir
las células K562 interferidas i para el gen RPS19 y posteriormente corregida con los vectores
terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*y EF1a(s). CoRPS19.Wpre*.

El andlisis de estas muestras revelé que habia una acumulacién de 21S pre rRNA en las
células interferidas. El vector de interferencia LV-THM.shRPS19 genera una acumulacién de
pre rRNA 21S/21C significativamente mayor que la observada en los controles: células K562
sin transduccion (Mock) y células K562 interferidas con un vector interferente inespecifico LV-
THM.shscramble (scramble). Cuando las células K562, interferidas o no, se transdujeron con
cualquiera de los dos vectores terapéuticos, los niveles de ARNr pre-21S mostraron niveles

similares a los observados en las condiciones de control (Figura 7a).

Cuando las células fueron interferidas con el LV-MISSION® pLKO.1-puro TurboGFP™
shRPS 19 vector interferencia, la acumulacion de pre-rRNA 21S/21C en las células interferidas
eramas de dos veces mayor que la observada cuando las células se interfirieron con el vector
LV-THM.shRPS19 es de destacar que incluso en estas condiciones, cuando se transdujeron
las células con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*y EF1a(s).CoRPS19.Wpre*,
los niveles de pre-rRNA 21S/21C mostraron valores similares al control (Figura 7b),
observandose a su vez que el vector PGK.CoRPS19.Wpre* siempre mostraba una

recuperacion mas significativa que el vector EF1a(s) .CoRPS19.Wpre*.

3.2. Estudios de eficacia de la terapia génica lentiviral en células de pacientes con DBA.

Una vez que la funcionalidad de los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* y
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* habia sido determinada en lineas celulares, el siguiente paso fue
continuar estos estudios en células primarias de pacientes con DBA. Estos estudios se
realizaron en células CD34" de la médula 6sea en diferentes pacientes con DBA. El objetivo
de estos experimentos fue: 1) evaluar la posibilidad de transducir los progenitores
hematopoyéticos de pacientes con DBA, 2) confirmar si los vectores terapéuticos tenian
toxicidad en los progenitores hematopoyéticos, 3) evaluar el grado de reversion del fenotipo
de estas células y 4) evaluar si las células corregidas eran capaces de injertarse en un modelo

de trasplante xenogénico in vivo.

3.2.1 Analisis del potencial clonogénico (CFC) de los progenitores hematopoyéticos de

pacientes con DBA transducidos con vectores terapéuticos.
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Con el fin de evaluar el efecto de la transduccidén en células progenitoras hematopoyéticas de
pacientes DBA, células CD34" de médula 6sea (MO) de pacientes DBA se transdujeron con
los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*y EF1a(s). CoORPS19.Wpre*y con un vector
control PGK.EGFP.Wpre*. A continuacion, se realizaron ensayos clonogénicos para
comprobar si la transduccion con diferentes vectores terapéuticos modificaba el potencial
clonogénico de las células CD34*. El hecho de que el numero de colonias generadas (CFCs
del inglés “colony forming cells”) por células CD34" de pacientes con DBA no disminuia al
traducir con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* y EF1a(s).CoRPS19.Wpre*
indicd la ausencia de toxicidad mediada por estos vectores (Figura 8). Por el contrario, la
determinacién del numero total de colonias formadas revelé que la transduccién con los
vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* y EF1a(s).CoRPS19.Wpre* aumentaba el
numero de colonias en comparacion con las células transducidas con el vector control PGK
.EGFP.Wpre*, siendo significativa la diferencia en el niumero de colonias BFU-E en muestras
transducidas con el vector EF1a(s).CoRPS19.Wpre* (Figura 8b).

3.2.2 Determinacién del numero de copias del vector (VCN) y el porcentaje de
transduccion en progenitores hematopoyéticos de pacientes con DBA después de la

transduccion con vectores terapéuticos

La experiencia de nuestro laboratorio en la transduccién de CD34" primarias y en particular
de células de pacientes con fallas de la médula ésea, permiti6 el uso de un protocolo
optimizado de transduccién de estas células de pacientes con DBA. Para determinar la
eficacia de este protocolo en progenitores hematopoyéticos de pacientes con DBA, se
determin6é el numero de copias del vector integrado (VCN) en las células transducidas
detectando la sefial de empaquetamiento del provirus Q-PCR (W). Estos analisis se realizaron,
tanto en el conjunto de células CD34" transducidas expandidas en cultivo liquido durante 14
dias, como en las colonias individuales obtenidas en ensayos clonogénicos (CFCs). A partir
de estas colonias se determind el porcentaje de transduccién, cuantificando el numero de

colonias positivas a provirus frente a los totales.

La determinacion de la eficacia de la transduccion revel6 que el 77,93% de las CFCs se habian
transducido con el vector PGK.CoRPS19.Wpre* y el 57,79% con el vector EF1a(s).
CoRPS19.Wpre*, el 48,85% con el vector control PGK.EGFP.Wpre* (Figura 9a). La deteccion
del numero de copias de los vectores lentivirales, tanto en cultivo liquido (Figura 9b) como en
las colonias recolectadas (Figura 9¢) mostrd la presencia de aproximadamente dos copias
del provirus por célula en todas las condiciones. Los resultados de la transduccion de células

CD34* individuales de cada paciente se enumeran en la Tabla 5.
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""""" Células | Transdu-
+ i VCN/célul VCN/Célul
Paciente Vector CD34 ceion MOI celua cluiaen
en CFCs cultivo liquido
(%) (%)
""""" PGK.EGFP.Wpre* 125 70,10 180
DBA-31 ND 300
K GOREST T T 56 T 530"
R Te T R T Gio i
S PGK CoRPS 6. Wore* s 567 650 i50
: 200
. EF1a(s).CORPS19.Wpre* . 364 0,50 1,50
A PGK EGFP.Wprex = 66,6 2,30 210
DBA-36 . PGK.CoRPS19.Wpre* 70 66,6 240 2,00
200
- EF1a(s).CoRPS19.Wpre* 41,2 2,60 1,60
PGK.CoRPS19.Wpre* 100,0 2,43 4,23
DBA-5 EF1a(s) ND 100
83,3 1,86 3,30
.CoRPS19.Wpre*
PGK.EGFP.Wpre* 16,7 0,40 1,90
DBA-13 | ND 100
PGK.CoRPS19.Wpre* ND 5,80 1,40

Tabla 5. Resultados obtenidos tras la transduccion de células CD34" de pacientes con DBA
con los vectores terapéuticos, PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a (s) CoRPS19.Wpre*, o con el
vector control PGK.EGFP.Wpre*,

3.2.3 Anélisis del efecto de la transduccién sobre la proliferacion de progenitores

hematopoyéticos en pacientes con DBA

Estos experimentos permitieron comprobar si la complementacién con vectores terapéuticos

generaba una ventaja proliferativa in vitro de los progenitores hematopoyéticos corregidos

sobre los no corregidos. Una vez que las células CD34" se habian transducidos con los
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vectores terapéuticos, PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o con el vector
control PGK.EGFP.Wpre*, se mantuvieron en cultivo liquido durante 14 dias. El andlisis de la
curva de crecimiento no revelé diferencias significativas en el crecimiento celular de los
progenitores  hematopoyéticos  transducidos con los  vectores terapéuticos
PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o con el vector control PGK.EGFP.Wpre*

durante el intervalo de tiempo analizado (Figura 10).

3.2.4 Anélisis de la diferenciacion eritroide en progenitores hematopoyéticos de pacientes

DBA corregidos con vectores terapéuticos

El proceso de diferenciacion eritroide de células de pacientes con DBA muestra un bloqueo
en las fases de maduracién de los progenitores eritroides generando menos eritrocitos. Por
tanto, se analiz6 si los vectores terapéuticos eran capaces de revertir el bloqueo de la

diferenciacion eritroide en comparacion con las células no corregidas.

Para determinar este proceso, se transdujeron células CD34* derivadas de médula ésea de
pacientes con DBA con los vectores terapéuticos, PGK.CoRPS19.Wpre* o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* o con el vector de control PGK.EGFP.Wpre*. Después de la
transduccion, las células se cultivaron en un medio que promueve la diferenciaciéon eritroide y
se analizaron las diferentes etapas del proceso de diferenciacion eritroide mediante citometria
de flujo utilizando los marcadores previamente descritos CD45, CD36, CD71 (receptor de
transferrina) y CD235a (glicoforina A; GPA) caracteristica del proceso de diferenciacion
eritroide.

El analisis de citometria se realizé utilizando la siguiente estrategia: en la primera seleccidon
C36%/CD45 - que son aquellas células que se estan diferenciando hacia el linaje eritroide.
Dentro del grupo de células C36*/CD45 se seleccionan dos ventanas; la primera recopila los
eventos CD71*/CD235a" correspondientes a los progenitores eritroides, y la segunda ventana

recopila los eventos CD71/CD235a * correspondientes a reticulocitos y eritrocitos maduros.

La determinacién del proceso de diferenciacion eritroide en progenitores hematopoyéticos de
pacientes con DBA revelé dos observaciones. Las muestras transducidas con los vectores
terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*y EF1a(s).CoRPS19.Wpre* tienen un mayor porcentaje
de eritrocitos maduros (ventana CD71/CD235a” en comparacion con las condiciones
transducidas con el vector control PGK.EGFP.Wpre* (Figura 11). Este hecho sugiere que el
bloqueo en la maduracién de progenitores eritroides entre fases CD71*/CD235a* y CD71

/CD235a* se invierte mediante transduccién con vectores terapéuticos.
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3.3. Analisis del fenotipo hematolégico de los progenitores hematopoyéticos de pacientes con

DBA transducidos con los lectores terapéuticos vy trasplantados en ratones inmunodeficientes
NSG.

Para estudiar si el proceso de transduccion con los vectores terapéuticos
PGK.CoRPS19.Wpre*y EF1a(s).CoRPS19.Wpre* afectaba la capacidad de repoblacién de
CMH en pacientes con haploinsuficiencia para RPS19, se realizaron trasplantes de células

transducidas en ratones inmunodeficientes NSG .

3.3.1 Anaélisis del potencial de reconstitucion de células de médula ésea CD34* de

pacientes con DBA transducido con vectores terapéuticos

Para estos experimentos, se transdujeron células CD34* de pacientes con DBA con los
vectores terapéuticos, PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre*, o con el vector de
control PGK.EGFP.Wpre* y se trasplantaron en ratones inmunodeficientes NSG. A los 30 y
60 dias, se obtuvieron muestras de médula 6sea mediante puncion del fémur y el dia 90 se

sacrificaron los ratones.

El estudio del porcentaje de células CD45* humanas (hCD45%) en la médula 6sea de ratones
trasplantados revel6 la capacidad de repoblacion de estas células corregidas, no
observandose diferencias significativas entre las muestras suplementadas con vectores
terapéuticos y las transducidas con PGK.EGFP.Wpre* hasta el dia 90 después del trasplante
(ver Figura 12). También se investigd la capacidad de los progenitores hematopoyéticos
corregidos con vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre*y EF1a(s). CoRPS19.Wpre*y con
el vector control PGK.EGFP Wpre* para generar diferentes linajes. La Figura 12 muestra que
el potencial pluripotente de CD34", asi como la capacidad de generar células mieloides

(CD33") o linfoide b (CD19%), fue similar en todos los grupos de células transducidas.

3.3.2 Analisis del numero de copias de vectores en células de pacientes con DBA

transducidas e injertadas en ratones NSG

La confirmacion de que el injerto obtenido en la seccidén anterior correspondia a nuestras
células transducidas terapéuticamente se obtuvo mediante el siguiente proceso; una vez que
los ratones se sacrificaron en el dia 90 después del trasplante, las células humanas de se
seleccionaron a partir de la médula 6sea de los ratones trasplantados mediante seleccion
celular con el marcador humano CD45 (seleccion de la poblacién de interés mediante
citometria de flujo). Una vez que se obtuvieron las células humanas que habian injertado, se

determin6 el VCN por Q-PCR (Figura 13). La determinacién del VCN en células de pacientes
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transducidas con los vectores terapéuticos e injertadas en ratones NSG reveld que, en el dia
90 postrasplante, se observa integracion de los vectores terapéuticos a niveles de
aproximadamente 2 copias por célula en promedio para el vector PGK.CoRPS19.Wpre*y una

copia por célula para el vector EF1a(s). CoORPS19.Wpre* .

EJEMPLO 4: Estudios de seguridad asociados con la terapia génica de CMH en

pacientes con DBA

4.1. Estudios de seguridad in vitro.

Para realizar estudios que nos permitieran evaluar la seguridad de la transduccién de CMH
de pacientes con DBA con los vectores lentivirales PGK.CoRPS19.Wpre* vy
EF1a(s).CoRPS19.Wpre*, se realizaron experimentos de la transduccién de células CD34* de

sangre de cordén umbilical de donantes sanos.

4.1.1 Andlisis clonogénico de progenitores hematopoyéticos de donantes sanos y

transducidos con vectores terapéuticos

Para analizar si la transduccion con ambos vectores terapéuticos mostraba efectos téxicos
sobre los progenitores hematopoyéticos de donantes sanos, se transdujeron células CD34*
con los dos vectores terapéuticos, PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s).CoRPS19.Wpre*, o con
el vector de control PGK.EGFP.Wpre*,

La determinacion del nimero de colonias generadas a partir de las células transducidas
mostré que el numero de CFU-GM (Figura 14a) era similar con todos los vectores. Sin
embargo, se observé una disminuciéon significativa del 20,32% en el niumero de BFU-Es en
las células transducidas con el vector EF71a(s).CoRPS19.Wpre* en comparacion con las
células transducidas con el vector PGK.EGFP.Wpre* (Figura 14b).

4.1.2. Analisis del nimero de copias del provirus y los niveles de expresiéon de CoRPS19

en colonias y cultivo liquido postransduccién de células CD34 * de donantes sanos.

Para verificar que los niveles de transduccién eran comparables entre las diferentes
condiciones, se analiz6é el numero de copias de vector por célula en colonias y en cultivo
liquido. La determinacién del VCN por célula realizada a partir de las colonias individuales
recogidas de los experimentos anteriores mostré que, tomando como colonia positiva la que
tiene un valor superior a 0,3 copias por célula, la eficiencia de transduccién de las colonias

con el vector PGKEGFP.Wpre* fue del 859% vy la eficacia para el vector
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PGK.CoRPS19.Wpre* fue del 77,03%. En cuanto al vector EF1a(s).CoRPS19.Wpre*, su
eficiencia de transduccion fue del 67,83%, siendo esta significativamente menor que la
mostrada por el vector control PGK.EGFP.Wpre*y el vector terapéutico PGK.CoRPS19.Wpre*
(Figura 15a).

El numero medio de copias observadas en el analisis del cultivo liquido fue de 3,40 £ 0,91
copias por célula para la condicion PGK.EGFP.Wpre* 5,80 + 1,80 copias para la condicion
PGK.CoRPS19.Wpre*y 2,00 £ 0,49 para la condiciéon EF1a(s).CoRPS19.Wpre*, siendo este

significativamente menor que los mostrados en los dos vectores anteriores (Figura 15b).

En los siguientes tres experimentos se determind la expresion del transgén CoRPS19 en base
a la transduccion con los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* tomando como referencia el vector control PGK.EGFP.Wpre* .
Como puede observarse en la Figura 15, la expresion del ARNm correspondiente a la version
optimizada del gen RPS19 solo se observa en células transducidas con vectores terapéuticos.
Ademas, se determind la expresion del transgén CoRPS19 de cada vector en funcién del
numero de copias integradas. La Figura 15¢ muestra que los niveles de expresién de

CoRPS19 inducidos por los vectores terapéuticos fueron similares.

4.1.3. Analisis del crecimiento celular de células CD34" de donantes sanos transducidos

con los vectores terapéuticos y el vector de contro/

En estos experimentos investigamos el crecimiento de células CD34 * después de la
transduccién con vectores terapéuticos. Para ello, se cultivaron las células CD34*
transducidas y se cuantificé el numero de células en cultivo liquido una vez a la semana

durante tres semanas.

Como se muestra en la Figura 16, el crecimiento de las células transducidas con los vectores
terapéuticos  PGK.CoRPS19.Wpre* 'y  EF1a(s).CoRPS19.Wpre* 'y el control
PGK.EGFP.Wpre*, no mostré diferencias significativas, avalando la falta de toxicidad de

ambos vectores.

4.2 Estudios de seguridad in vivo.
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4.2.1. Andlisis del potencial de repoblacién de células CD34* de donantes sanos

transducidos con vectores terapéuticos

Para analizar el potencial de repoblacién de las CMHs de donantes sanos transducidos, estas
células se trasplantaron en ratones NSG inmunodeficientes. A los 30, 60, 90 y 120 dias
después del trasplante, se determiné la proporcion de células CD4" humanas que se habian
injertado en los receptores primarios. Asimismo, las células de la médula 6sea de estos
receptores primarios se trasplantaron de nuevo a receptores secundarios para estudiar el

potencial de repoblacién a largo plazo (30 y 120 dias después del trasplante secundario).

Como se muestra en la Figura 17a, no se observaron diferencias significativas en el nivel de
injerto de los receptores primarios entre los diferentes grupos experimentales. El analisis del
receptor secundario revel6 un nivel significativamente menor de injerto en el dia 120 después
del trasplante secundario en las células transducidas con el vector de control
PGK.EGFP.Wpre*, en comparaciéon con las células transducidas con el vector
PGK.CoRPS19.Wpre*. Presumiblemente, la diferencia significativa observada se debe a la
homogeneidad de los resultados en el grupo de células transducidas con el vector
PGK.CoRPS19.Wpre*, frente a la alta heterogeneidad obtenida con el vector
PGK.EGFP.Wpre™.

Junto con el andlisis anterior, la cuantificacién de los diferentes linajes generados por las
células injertadas se llevé a cabo, sin observar diferencias significativas en el potencial de

diferenciacion, ni en el primario ni en los receptores secundarios (Figura 17b).

4.2.2. Anélisis del numero de copias de provirus en ratones NSG trasplantados con

células CD34 * de donantes sanos transducidos con vectores terapéuticos

Tras el sacrificio de los ratones NSG del experimento anterior, se obtuvo la médula ésea y se
determin6 el VCN por célula para confirmar que las células injertadas portaban la secuencia
proviral de los vectores terapéuticos PGK.CoRPS19.Wpre* o EF1a(s). CoRPS19.Wpre*.

Como se puede observar en la Figura 18, la determinacion el numero de copias de provirus
integradas por célula mostro diferencias significativas entre en las células transducidas con el
vector control PGK.EGFP.Wpre* (2,6 + 1,87 copias) y las transducidas con el vector
PGK.CoRPS19.Wpre* (5,9 £ 1,8 copias), no observandose estas diferencias con el vector
EF1a(s).CoRPS19.Wpre* (5,65 + 3,67) (Figura 18).



10

15

20

25

30

WO 2022/238595 84 PCT/ES2021/070343

4.2.3. Andlisis de la variacién de peso corporal y hematologias en ratones NSG
trasplantados con células CD34" derivadas del cordén umbilical de donantes sanos y

transducidas con vectores terapéuticos.

Para evaluar el estado de salud de los animales trasplantados, se evalud el peso corporal y
la hematologia de los ratones NSG trasplantados cada 30 dias hasta el dia del sacrificio en

los receptores primarios y los dias 30 y 120 en los receptores secundarios.

La determinacién del peso corporal de los ratones NSG trasplantados con las células
transducidas reveld que no habia diferencias significativas entre las diferentes condiciones,

como se muestra en la Figura 19.

Los parametros hematoldgicos determinados en los receptores NSG primarios y secundarios
mostraron que no existian diferencias significativas en los receptores primarios en los
eritrocitos, plaquetas, leucocitos o neutréfilos (Figura 20). Sin embargo, el andlisis de los
receptores secundarios mostré un ligero aumento significativo en el numero de eritrocitos y
en la concentracion de hemoglobina entre el grupo control PGK.EGFP.Wpre* y el grupo
correspondiente al vector PGK.CoRPS19.Wpre* . A pesar de esto, ninguno de los otros
parametros correspondientes al linaje eritroide (HCT, MCV) mostré diferencias significativas

entre grupos.

4.3 Estudios de genotoxicidad: analisis de la integracion del provirus en el genoma de las

células hematopoyéticas de donantes sanos transducidas con el vector PGK.CoRPS19.Wpre.

El andlisis de los sitios de integracién del vector se llevd a cabo en células CD34" de cordén
umbilical de donantes sanos transducidas con el vector terapéutico PGK.CoRPS19.Wpre*y
trasplantadas a los ratones NSG mostrados en la seccion anterior. Genewerk llevo a cabo un
analisis de los sitios de integracidn mas comunes para evaluar la posible oncogénesis o
eventos clonales dominantes. El estudio se realizé en dos tipos de muestras: células
mantenidas en cultivo liquido previo al trasplante y en células CD45" humanas presentes en
ratones trasplantados. Para el andlisis, se hizo referencia a los 10 sitios de integracién mas
comunes para cada muestra (lista de 114 genes usados para determinar los 10 principales de

cada uno).

El primero de los estudios de analisis del sitio de integracion se realizé con muestras de cultivo
liqguido de experimentos de seguridad previos al trasplante en ratones NSG. En estas

muestras de cultivo liquido, la mayor contribucién de los sitios de integracién correspondié al
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4,37% como top 1, sin mostrar signos de dominancia clonal. El segundo analisis se llevé a
cabo a partir de células humanas presentes en receptores primarios y secundarios
trasplantados. Para los destinatarios primarios, el analisis del sitio de integracién revelé que
la contribucion mas alta representé el 5,009% del total. Para los receptores secundarios, la

contribucion mas alta represento el 32,33 %.

El andlisis de los sitios de integracién comun (CIS) revelé una composicion diversa en
términos de las 10 regiones cis principales, ninguna de las cuales se asocidé con eventos
adversos como el crecimiento clonal o los procesos oncogénicos. Junto con esto, tampoco
hubo integracién especifica en genes cercanos o involucrados en efectos adversos descritos
en otros ensayos de terapia génica (CCND2, LMO2, MDS1/ EVI1 (MECOM), MN1).

En definitiva, las muestras transducidas con PGK.CoRPS19.Wpre* tanto las mantenidas en
cultivo liquido como las trasplantadas en ratones NSG, mostraron un patrén de integracion
policlonal, observandose un crecimiento clonal mas fuerte en dos de las muestras
trasplantadas a receptores secundarios del experimento de seguridad 3, donde la contribucion
relativa de IS top 1 alcanzo6 el 32,336%.
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REIVINDICACIONES
1. Vector lentiviral, en el que el vector lentiviral comprende un polinucleétido, en el que el
polinucleétido se caracteriza porque comprende desde 5 hasta 3’ los siguientes nucleétidos:
a) una repeticiéon terminal larga en 5 (5’ LTR) que a su vez comprende un promotor
quimérico de citomegalovirus,
b) un sitio de unién a cebador (PBS),
¢) una sefal psi de empaquetamiento,
d) un elemento que responde a Rev (RRE),
€) un tracto central de polipurina con fragmento de ADN (cPPT),
f) un promotor de la fosfoglicerato quinasa (PGK) humana,
g) una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19,
h) un elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (Wpre)
optimizado mutado, y
i) una repeticién terminal larga en 3’ (3’ LTR),
en el que las regiones 5 y 3 LTR se han vuelto sustancialmente inactivas
transcripcionalmente en virtud de una delecién total o parcial en la region U3 de laLTR, y en

el que f) y h) estan operativamente ligados a y regulan la expresion de g).

2. Vector lentiviral segun la reivindicacion 1, en el que el promotor de PGK humana tiene
una identidad de secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, con respecto a la
longitud completa de SEC ID N°: 11.

3. Vector lentiviral segun cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, en el que la secuencia
de nucleétidos que codifica para la proteina RPS19 es una secuencia de nucledtidos con
codones optimizados con una identidad de secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el

98%, con respecto a la longitud completa con SEC ID N°: 12.

4. Vector lentiviral segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el elemento
regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota (Wpre) optimizado mutado
tiene una identidad de secuencia de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, con respecto
a la longitud completa con SEC ID N°: 13.

5. Vector lentiviral segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
polinucleétido comprendido en el vector lentiviral comprende ademas una secuencia sefial de
poliadenilacion (PolyA) situada después de la 3’ LTR.
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6. Vector lentiviral segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el
polinucleétido de longitud completa de dicho vector lentiviral tiene una identidad de secuencia
de al menos el 95%, preferiblemente el 98%, con SEC ID N°; 17.

7. Vector lentiviral segun la reivindicacion 6, en el que la identidad de secuencia con SEC
ID N°: 17 es del 100%.

8. Poblacién de células transducidas con el vector lentiviral segun cualquiera de las
reivindicaciones 1a 7.

9. Poblacién de células segun la reivindicacion 8, en la que las células estan enriquecidas

en células progenitoras y células madre hematopoyéticas CD34".

10. Poblacién de células segun cualquiera de las reivindicaciones 8 y 9, en la que las
células son autélogas del sujeto.

11. Composicién farmacéutica que comprende el vector lentiviral segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, o la poblacién de células segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a

10, y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

12. Vector lentiviral segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, poblacion de células
segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, o composicidon farmacéutica segun la

reivindicacion 11, para su uso como medicamento.

13. Vector lentiviral segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, poblacion de células
segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, o composicion farmacéutica segun la
reivindicacion 11, para su uso en el tratamiento de anemia de Diamond-Blackfan en un sujeto

que lo necesita.

14. Vector lentiviral segun cualquiera de las reivindicaciones 6 y 7, para su uso en el

tratamiento de anemia de Diamond-Blackfan en un sujeto que lo necesita.

15. Vector lentiviral para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 13 y 14, en el

que el sujeto que lo necesita es un ser humano.



