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DESCRIPCION
Cépsides de AAV rh48 modificadas, composiciones que las contienen y usos de las mismas.
Antecedentes de la invencion

Un virus adeno-asociado (AAV), un miembro de la familia Parvovirus, es un pequefio virus icosaédrico, sin envoltura,
con genomas de ADN lineales de cadena simple de 4,7 kilobases (kb) a 6 kb. EI AAV esta asignado al género,
Dependovirus, debido a que el virus fue descubierto como contaminante en poblaciones de adenovirus purificadas.
El ciclo vital del AAV incluye una fase latente en la que los genomas de AAV, tras la infeccion, estan integrados
especificamente en el sitio en cromosomas anfitrion y una fase infecciosa en la que, a continuacion de una infeccién
cualquiera por adenovirus o virus simplex del herpes, los genomas integrados son posteriormente rescatados,
replicados y empaquetados en virus infecciosos. Las propiedades de no patogenicidad, amplia gama de infectividad
de anfitrién, incluyendo células no divisoras, e integracion cromosémica potencial especifica del sitio, hacen que el
AAV sea una herramienta atractiva para transferencia de gen.

Los vectores de AAV han sido descritos en cuanto a su uso como vehiculos de suministro tanto para moléculas
terapéuticas como inmunogénicas. Hasta la fecha, han existido varios AAVs diferentes bien caracterizados, aislados
a partir de humanos o de primates no humanos (NHP).

Recientemente, los investigadores han descrito una gran numero de AAVs de secuencias diferentes [G. Gao et al.,
Proc. Natil. Acad. Sci. USA, 100(10): 6081-6086 (13 de Mayo de 2003); US-2003-0138772-A1 (24 de Julio de 2003)]
y caracterizados estos AAVs en diferentes serotipos y clados [G. Gao, et al., J. Virol., 78(12): 6381-6388 (Junio
2004); Publicacién de Patente Internacional nim. WO 2005/033321]. Se ha informado que diferentes AAVs
presentan diferentes eficacias de transfeccion, y también muestran tropismo para diferentes células o tejidos.

Lo que resulta deseable son construcciones basadas en AAV para el suministro de moléculas heterélogas a
diferentes tipos de células.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona, segun un aspecto, un vector de virus adeno-asociado (AAV) que tiene una
capside de AAVrh48 modificada (rh48.2), comprendiendo dicha capside modificada una secuencia de aminoacido de
SEQ ID NUm. 44, la cual ha sido modificada para que contenga una asparagina en la posicion 304 de residuo de
aminoacido, la cual es una serina en forma natural. En algunas realizaciones, la capside estd ademas modificada
para que contenga un acido glutamico en una posicion 217 de residuo de aminoacido de SEQ” ID NUm. 44, la cual
es de forma natural una lisina.

En realizaciones particulares de la invencion, el vector viral porta un transgén que codifica un producto de gen bajo
el control de secuencias reguladoras que dirigen expresion del producto en una célula anfitrion.

La invencion se extiende también a composiciones que comprenden vectores de AAV conforme a la invencién, en
combinacién con portadores fisiolégicamente compatibles.

Un uso particular de vectores y de composiciones de acuerdo con la invencion consiste en suministrar un producto
de gen a un sujeto.

Segun otro aspecto, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica una capside de AAVrh48 modificada, que posee una secuencia de aminoacido de SEQ
ID NUm. 44 que ha sido modificada para que contenga una asparagina en la posicién 304 de residuo de aminoacido,
la cual es de forma natural una serina. En algunas realizaciones, la capside esta ademas modificada para que
contenga un acido glutamico en la posicion 217 de residuo de aminoacido de SEQ ID Num. 44, la cual es de forma
natural una lisina.

Otros aspectos y ventajas de la invencién resultaran facilmente evidentes a partir de la descripcion detalladla que
sigue de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que ilustra transduccion 293 in vitro de vectores de AAV corregidos en singleton. Las
correcciones de singletdon estan indicadas a continuacion del nombre del vector, cuando estan presentes, con un
ndmero que indica el nimero de mutaciones realizadas;

Las Figuras 2A-2C son graficos lineales que ilustran la titulacion de vectores de AAV sobre células 293 en
multiplicidades de infeccion comprendidas en la gama de 10" a 10 con una comparacion entre rh.8 dominante y
rh.8 corregido en singletén (rh.8R) en la Figura 2A, rh.37 dominante y rh.37 modificado (Figura 2B), y AAV2 y AAV8
en la Figura 2C. Como control, una titulacién similar de eGFP de AAV2 y de AAV2/8 que expresa que el vector esta
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presente. El porcentaje (%) de células positivas de eGFP se ha representado sobre el eje Y, y fue ensayado
mediante citometria de flujo.

La Figura 3 es un arbol filogenético de secuencias de AAV, que indica su relacion filogenética y clados.

Las Figuras 4A-4K son un alineamiento de secuencias de acido nucleico de la proteina de capside (vpl) de AAV2
[SEQ ID NUm. 7], cy. 5 [SEQ ID Num. 8], rh.10 [SEQ ID Num. 9], rh.13 [SEQ ID Num. 10], AAV1 [SEQ ID Num. 11],
AAV3 [SEQ ID Nam. 12], AAV6 [SEQ ID Nam. 13], AAV7 [SEQ ID Nam. 14], AAV8 [SEQ ID Num. 15], hu. 13 [SEQ
ID Ndm. 16], hu. 26 [SEQ ID Ndm. 17], hu. 37 [SEQ ID Num. 18], hu. 53 [SEQ ID Num. 19], rh.39 [SEQ ID Num. 20],
rh.43 [SEQ ID Num. 21] y rh.46 [SEQ ID Num. 22];

Las Figuras 5A-5D son un alineamiento de las secuencias de aminoacido de la proteina de capside (vpl) de AAV2
[SEQ ID NUm. 23], cy.5 [SEQ ID Nam. 24], rh.10 [SEQ ID Nam. 25], rh.13 [SEQ ID Nim. 26], AAV1 [SEQ ID Nam.
27], AAV3 [SEQ ID Num. 28], AAV6 [SEQ ID Nim. 29], AAV7 [SEQ ID NGm. 30], AAV8 [SEQ ID Num. 31], hu.13
[SEQ ID Nam. 32], hu.26 [SEQ ID Ntm. 33], hu.37 [SEQ ID Niim. 34], hu.53 [SEQ ID Nim. 35], rh.39 [SEQ ID Ntm.
36], rh.43 [SEQ ID Nim. 37] y rh.46 [SEQ ID Num. 38];

Las Figuras 6A-6B son un alineamiento de las secuencias de aminoacido de la proteina de capside (vpl) de rh.13
[SEQ ID Num. 26], rh.2 [SEQ ID Num. 39], rh.8 [SEQ ID Num. 41], hu.29 [SEQ ID Nam. 42], y rh.64 [SEQ ID Num.
43].

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion ha sido concebida usando el “método de singletén” de la solicitante, la cual tiene como
objetivo mejorar el rendimiento de empaquetamiento, la eficacia de transduccion y/o la eficiencia de transferencia de
gen de un vector de AAV que tiene una capside de un AAV que contiene uno o mas singletones. Este método se
describe con mayor detalle en lo que sigue y es también objeto de la solicitud de Patente Europea nim. 06749685.1
(de la cual deriva la presente solicitud por division).

Segun se utiliza a través de la presente memoria y de las reivindicaciones, los términos “comprendiendo” e
“incluyendo” incluyen otros componentes, elementos, integrantes, etapas y similares. A la inversa, el término
“consistiendo” y sus variantes son excluyentes de otros componentes, elementos, integrantes, etapas y similares.

Método de singletén

Segun se utiliza en la presente memoria, el término “singletén” se refiere a un aminoéacido variable en una posicion
dada de una secuencia de capside de AAV seleccionada (es decir, parental). La presencia de un aminoéacido
variable se determina mediante alineamiento de la secuencia de la capside de AAV parental con una libreria de
secuencias funcionales de cépside de AAV. Las secuencias son analizadas a continuacion para determinar la
presencia de cualesquiera secuencias variables de aminoacido en la capside de AAV parental donde las secuencias
del AAV en la libreria de AAVs funcionales tienen una conservacion completa. La secuencia de AAV parental es
alterada a continuacion para cambiar el singletén al aminoacido conservado identificado en esa posiciéon en las
secuencias de capside de AAV funcionales. Una secuencia de AAV parental puede tenerde 1a6,delab5,dela
4,de 1 a 3, 6 2 singletones. Una secuencia de AAV parental puede tener mas de 6 singletones.

Una vez modificada, la capside de AAV modificada puede ser usada para construir un vector de AAV que tenga la
capside modificada. Este vector puede ser construido usando técnicas conocidas por los expertos en la materia.

El AAV seleccionado para su modificacion de acuerdo con el método, es uno para el que resulta deseable
incrementar una cualquiera o mas de las tres propiedades funcionales siguientes de AAV, es decir,
empaquetamiento en la particula viral que tiene la capside de la secuencia de AAV seleccionada, incremento de la
eficacia de transduccién, o incremento de eficacia de transferencia de gen en comparacion con el AAV parental. Por
ejemplo, el AAV parental puede estar caracterizado por tener una eficacia de empaquetamiento mas baja que otro
AAV relacionado de forma cercana. En otro ejemplo, el AAV parental puede tener una eficacia de transduccion mas
baja en comparacion con AAVs relacionados de forma cercana. En otro ejemplo, el AAV parental puede tener una
eficacia de transferencia de gen mas baja (es decir, una capacidad mas baja para suministrar una molécula objetivo
in vivo) en comparacion con AAVs relacionados de forma cercana. En otros ejemplos, el AAV parental esta
caracterizado por una funcién adecuada en cada una de esas categorias, pero se desea una o0 mas funciones
incrementadas de esas areas.

Asi, el método proporciona una libreria de AAVs funcionales, cuyas secuencias van a ser comparadas con el AAV
seleccionado (parental). De manera adecuada, la libreria contiene AAVs que tienen una funcion deseada que esta
objetivada para la mejora del AAV parental seleccionado. En otras palabras, cada una de las secuencias de la
libreria de AAVs funcionales esta caracterizada por un nivel deseado de capacidad de empaquetamiento, un nivel
deseado de eficacia de transduccion in vitro, o un nivel deseado de eficacia de transferencia de gen in vivo (es decir,
la capacidad para el suministro a un tejido objetivo seleccionado o una célula en un sujeto). Los AAVs funcionales
gue componen la libreria pueden tener individualmente una, dos o todas esas caracteristicas funcionales. Otras
funciones deseadas para la libreria pueden ser determinadas facilmente por un experto en la materia.
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En un ejemplo, un AAV funcional es un AAV caracterizado por la capacidad para producir particulas virales con una
eficacia de empaquetamiento y transduccion equivalente o mayor que la de uno cualquiera de entre AAV1, AAV2,
AAV7, AAV8 o AAV9. La funcidn puede ser evaluada en un entorno seudotipado con ITRs de AAV2 y de AAV2 rep.
De ese modo, se puede construir un AAV parental alterado usando técnicas convencionales y el vector de AAV se
considera funcional si se produce el virus a partir del AAV parental en titulos de al menos un 50% en comparacion
con la produccién de AAV2. Ademas, la capacidad del AAV para transducir células puede ser determinada
facilmente por un experto en la materia. Por ejemplo, un AAV parental puede ser construido de tal modo que
contenga un gen marcador que permita una facil deteccién del virus. Por ejemplo, el AAV contiene eGFP u otro gen
que permita deteccion fluorescente. En donde el AAV contiene CMV-eGFP, cuando el virus producido a partir de la
capside de AAV parental alterado es transducido en células 293 a razén de una multiplicidad de infeccion de 10% se
demuestra funcién donde la eficacia de transduccién es mayor de un 5% de fluorescencia de GFP de la totalidad de
las células en un contexto en el que las células fueron tratadas previamente con adenovirus humano de tipo natural,
tipo 5 en una multiplicidad de infeccion de 20 durante 2 horas.

De forma adecuada, una libreria esta compuesta por al menos tres o al menos cuatro secuencias funcionales de
capside de AAV que representan al menos dos clados diferentes. Con preferencia, al menos dos secuencias de
cada uno de los clados representados estan incluidas en la libreria. En determinados ejemplos, se han representado
tres, cuatro, cinco, seis 0 mas clados.

Un “clado” es un grupo de AAVs que estan filogenéticamente relacionados entre si segin se determina usando un
algoritmo de Neighbor-Joining (“Reunion por Vecindad”) mediante un valor de arranque de al menos el 75% (de al
menos 1000 replicas) y una medicion de distancia de correccion de Poisson de no mas de 0,05, en base a
alineamiento de la secuencia de aminoacido vpl de AAV.

El algoritmo Neighbor-Joining ha sido descrito ampliamente en la literatura. Véase, por ejemplo, M. Nei y S. Kumar,
Evolucion Molecular y Filogenética (Oxford University Press, Nueva York (2000)). Se encuentran disponibles
programas de ordenador que pueden ser usados para implementar este algoritmo. Por ejemplo, el programa MEGA
v2.1 implementa el método de Nei-Gojobori modificado. Utilizando estas técnicas y programas de ordenador, y la
secuencia de una proteina de capside vpl de AAV, un experto en la materia puede determinar faciimente si un AAV
seleccionado esta contenido en uno de los clados identificados en la presente memoria, o en otro clado, o si esta
fuera de estos clados.

Mientras que los clados de AAV estan basados principalmente en capsides de vpl de AAVs que se producen de
forma natural, los clados no se limitan a AAVs que se producen de forma natural. Los clados pueden abarcar AAV
gue no se produce de forma natural incluyendo, sin limitacion, AAVs recombinantes, modificados o alterados,
quiméricos, hibridos, sintéticos, artificiales, etc., que estan filogenéticamente relacionados segun se determina
usando un algoritmo de Neighbor-Joining al menos en un 75% (de al menos 1000 réplicas) y una medicion de
distancia de correccion de Poisson de no mas de 0,05, en base a alineamiento de la secuencia de aminoéacido de
vpl de AAV.

Los clados de AAV que han sido descritos incluyen el Clado A (representado por AAV1 y AAV6), Clado B
(representado por AAV2) y el Clado C (representado por el hibrido de AAV2-AAV3), el Clado D (representado por
AAVT7), el Clado E (representado por AAV8) y el Clado F (representado por AAV9 humano). Estos clados estan
representados por un miembro del clado que es un serotipo de AAV descrito con anterioridad. El AAV1 y el AAV6
previamente descritos son miembros de un Unico clado (el Clado A) en el que se recuperaron 4 cepas procedentes
de 3 humanos. Los serotipos de AAV3 y AAVS5 descritos con anterioridad son claramente distintos entre si, pero no
fueron detectados en la trama descrita en la presente memoria, y no han sido incluidos en ninguno de estos clados.

Una discusion adicional de clados de AAV ha sido proporcionada por G. Gao et al., en J. Virol., 78(13): 6381-6388
(Junio de 2004) y en la publicaciéon de las Patentes Internacionales nims. WO 2004/028817 y WO 2005/033321.
Este Ultimo documento proporciona también nuevas secuencias de AAV humano.

En un ejemplo, las librerias usadas en el método de la invenciéon excluyen el AAV5. En otro ejemplo, las librerias
usadas en el método excluyen el AAV4. Sin embargo, en algunos ejemplos, por ejemplo cuando el AAV parental es
similar al AAV5, puede resultar deseable incluir esta secuencia en el alineamiento.

Aunque se puede construir una libreria que contenga el minimo nimero de secuencias, se puede optimizar la
eficacia en la identificacion de singletones utilizando una libreria que contenga un nimero mayor de secuencias.
Adecuadamente, la libreria contiene un minimo de cuatro secuencias, con al menos dos clados representados. Con
preferencia, la libreria contiene al menos dos secuencias procedentes de cada uno de los clados representados. En
un ejemplo, la libreria contiene mas de 100 secuencias de AAV. En otro ejemplo, la libreria contiene al menos de
tres a 100 secuencias de AAV. En otro ejemplo mas, la libreria contiene al menos de seis a 50 secuencias de AAV.

Los AAVs adecuados para su uso en las librerias funcionales incluyen, por ejemplo, secuencias de AAV1, AAV2,
AAV6, AAV7, AAVS, AAV9 y otras secuencias que ya han sido descritas [G. Gao, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
100(10): 6081-6086 (13 de Mayo de 2003); publicacion de Patentes Internacionales nims. WO 2004/042397 y WO
2005/033321]. Un experto en la materia puede seleccionar facilmente otros AAVs, por ejemplo los aislados utilizando
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los métodos descritos en la publicacion de Patente Internacional num. WO 03/093460 Al (13 de Noviembre de
2003) y la publicacion de solicitud de Patente US nim. 2003-0138772 Al (24 de Julio de 2003).

Las al menos tres secuencias del interior de la libreria son al menos idénticas en un 85% de la longitud total de sus
secuencias de capside alineadas.

El término “porcentaje (%) de identidad” puede ser determinado facilmente para secuencias de aminoacido, sobre la
longitud completa de una proteina, o de un fragmento de la misma. Adecuadamente, un fragmento tiene al menos
alrededor de 8 aminoéacidos de longitud, y puede ser de hasta alrededor de 700 aminoacidos. En general, cuando se
hace referencia a “identidad”, “homologia” o “similitud” entre dos virus adeno-asociados diferentes, la “identidad”,
“homologia” o “similitud” se determina con referencia a secuencias “alineadas”. Secuencias “alineadas” o
“alineamientos” se refieren a multiples secuencias de acido nucleico o secuencias de proteina (aminoacidos), que
con frecuencia contienen correcciones para bases o aminoacidos faltantes o adicionales en comparacién con una
secuencia de referencia.

Los alineamientos se realizan usando cualquiera de una diversidad de Programas de Alineamiento de Secuencia
Mltiple disponibles comercialmente o publicamente. Los programas de alineamiento de secuencia estan disponibles
para secuencias de aminoacidos, por ejemplo los “programas “Clustal X, “MAP”, “PIMA”, “MSA”, “BLOCKMAKER?”,
“MEME” y “Match-Box”. En general, se utiliza cualquiera de esos programas en configuraciones por defecto, aunque
un experto en la materia puede alterar esas configuraciones segun lo necesite. Alternativamente, un experto en la
materia puede utilizar otro algoritmo o programa de ordenador que proporcione al menos un nivel de identidad o
alineamiento como el proporcionado por los algoritmos y programas de referencia. Véase, por ejemplo, J.D.
Thomson et al., Nucl. Acids. Res., “Una comparacion exhaustiva de multiples alineamientos de secuencia”, 27(13):
2682-2690 (1999).

También estan disponibles multiples programas de alineamiento de secuencia para secuencias de acido nucleico.
Ejemplos de tales programas incluyen “Clustal W”, “Conjunto de Secuencia CAP”, “MAP” y “MEME”, que son
accesibles a través de Servidores Web por internet. Los expertos en la materia conocen otras fuentes para tales
programas. Alternativamente, se usan también utilidades de Vector NTI. Existe también un nimero de algoritmos
conocidos en la técnica que pueden ser usados para medir identidad de secuencia de nucleétido, incluyendo los
contenidos en los programas descritos en lo que antecede. Segun otro ejemplo, las secuencias de polinucleétido
pueden ser comparadas usando Fasta™, un programa en Versién 6.1 Fasta™ de GCG que proporciona
alineamientos y porcentaje de identidad de secuencia de las regiones de mejor superposicién entre las secuencias
de consulta y de busqueda. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de secuencia entre secuencias de acido nucleico
puede ser determinado usando Fasta™ con sus parametros por defecto (un tamafio de palabra de 6 y el factor
NOPAM para la matriz de puntuacion) segln se proporciona mediante GCG Version 6.1, incorporada en la presente
memoria por referencia.

Las secuencias de la capside de AAV objetivo o parental que se sospecha que contienen un singletén, se comparan
con las secuencias de las céapsides de AAV dentro de la libreria. Esta comparacion se realiza usando un
alineamiento de la proteina vpl de longitud completa de la capside de AAV.

Un singletén se identifica donde, para una posicién de aminoacido seleccionada cuando las secuencias de AAV
estan alineadas, todos los AAVs de la libreria tienen el mismo residuo de aminoacido (es decir, se conservan
totalmente), pero el AAV parental tiene un residuo de aminoacido diferente.

Tipicamente, cuando el alineamiento se prepara en base a la proteina vpl de capside de AAV, el alineamiento
contiene inserciones y supresiones que estan identificadas de ese modo con respecto a una secuencia de AAV de
referencia (por ejemplo, el AAV2) y la numeracion de los residuos de aminoacido se basa en una escala de
referencia proporcionada para el alineamiento. Sin embargo, cualquier secuencia de AAV dada puede tener menos
residuos de aminoacido que la escala de referencia. En la presente descripcién, cuando se discute el AAV parental y
las secuencias de la libreria de referencia, los términos “la misma posicién” o la “posicién correspondiente” se
refieren al aminoacido localizado en el mismo nimero de residuo en cada una de las secuencias, con respecto a la
escala de referencia para las secuencias alineadas. Sin embargo, cuando se consideran fuera del alineamiento,
cada una de las proteinas vpl de AAV puede tener esos aminoacidos localizados en numeros de residuos
diferentes.

Opcionalmente, el método puede ser llevado a cabo usando un alineamiento de acido nucleico e identificando como
singletdén un coddn que codifique un aminoacido diferente (es decir, un codén no sinénimo). Cuando las secuencias
de acido nucleico de un codén dado no son idénticas en el AAV parental en comparacion con las secuencias de ese
codon en la libreria, pero codifican el mismo aminoacido, éstas se consideran sinénimas y no son un singletén.

De acuerdo con el método, un AAV parental que contiene un singletén se altera de tal modo que el residuo de
singleton es sustituido por el residuo de aminoacido conservado de los AAVs de la libreria.

De forma conveniente, esta sustitucion puede ser llevada a cabo usando técnicas convencionales de mutagénesis
dirigida al sitio sobre el codon para el aminoacido variable. Tipicamente, la mutagénesis dirigida al sitio se lleva a
cabo usando tan pocas etapas como las que se requieren para obtener el codén deseado para el residuo de
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aminoéacido conservado. Tales métodos son bien conocidos por los expertos en la materia y pueden ser realizados
usando métodos publicados y/o kits disponibles comercialmente [por ejemplo, disponibles en Stratagene and
Promega]. La mutagénesis dirigida al sitio puede ser llevada a cabo sobre la secuencia gendmica de AAV. La
secuencia de AAV puede ser portada por un vector (por ejemplo, un esqueleto de plasmido) por motivos de
conveniencia.

Alternativamente, un experto en la materia puede alterar el AAV parental usando otras técnicas conocidas por los
expertos en la materia.

Un AAV parental puede tener mas de un singletén, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas. Sin embargo, se
puede observar una mejora en la funcionalidad tras la correccidon de un singletén. En el ejemplo en el que un AAV
parental porta multiples singletones, se puede alterar cada vez un singletdn, seguido de una evaluacion del AAV
modificado para la potenciacion de la funcion deseada. Alternativamente, se pueden alterar mdltiples singletones
con anterioridad a la evaluacion del AAV modificado en cuanto a potenciacion de la funcion deseada.

Incluso cuando un AAV parental contiene multiples singletones y mejora funcional se observa alterado en un primer
singleton, puede resultar deseable optimizar la funcién alterando el (los) singleton(es) restante(s).

Tipicamente, un AAV parental que haya tenido uno o mas singletén(es) alterado(s) de acuerdo con el método, es
evaluado en cuanto a funcionalidad empaquetando el AAV en una particula de AAV. Estos métodos son bien
conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, G. Gao et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci., citado
anteriormente; Sambrook et al., Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor NY.

Estos AAVs alterados tienen nuevas capsides producidas de acuerdo con el método de singletén, y son evaluados
en cuanto a su funcion. Métodos adecuados para evaluar la funcién del AAV han sido descritos en la presente
memoria e incluyen, por ejemplo, la capacidad de producir particulas protegidas de ADNasa, eficacia de
transduccién celular in vitro, y/o transferencia de gen in vivo. De manera adecuada, los AAVs alterados tienen un
numero suficiente de singletones alterados para incrementar la funcién en una o todas esas caracteristicas, en
comparacion con la funcion del AAV dominante.

Il. Nuevo AAV

Es posible predecir si un nuevo AAV serd funcional usando el método de singletdn e identificando la ausencia de un
singleton en la secuencia del AAV seleccionado, es decir, un AAV que carezca de un singleton.

De ese modo, en un ejemplo, el método permite la seleccion de un AAV para su uso en la produccién de un vector.
Este método incluye seleccionar una secuencia de capside de AAV parental para su andlisis, e identificar la
ausencia de cualquier singletén en la capside de AAV parental en un alineamiento que comprenda la secuencia de
capside de AAV parental y una libreria de secuencias de capside de AAV funcional. Una vez que se determina la
ausencia de un singleton en una capside de AAV seleccionada, el AAV puede ser usado para generar un vector de
acuerdo con técnicas conocidas.

La expresion “homologia sustancial” o “similitud sustancial”, cuando se refieren a un &cido nucleico, o0 a un
fragmento del mismo, indica que, cuando estan Optimamente alineadas inserciones o supresiones de nucle6tido
apropiadas con otro acido nucleico (o su cadena complementaria) existe identidad de secuencia de nucleétido en al
menos alrededor de un 95 a un 99% de las secuencias alineadas. Con preferencia, la homologia se refiere a la
secuencia de longitud completa, 0 a una pauta de lectura abierta de la misma, o a otro fragmento adecuado que sea
al menos de 15 nucledtidos de longitud. Ejemplos de fragmentos adecuados se describen en la presente memoria.

Los términos “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de secuencia” o “idéntico porcentaje”, en el contexto
de secuencias de acido nucleico, se refieren a los residuos en las dos secuencias que sean iguales cuando se
alinean para una correspondencia maxima. La longitud de la comparacion de identidad de secuencia puede ser
sobre la longitud completa del genoma, la longitud completa de una secuencia de codificacion de un gen, o un
fragmento de al menos alrededor de 500 a 5000 nucledtidos, si se desea. Sin embargo, la identidad entre
fragmentos mas pequefios, por ejemplo de al menos alrededor de nueve nucleétidos, normalmente de al menos
alrededor de 20 a 24 nucleétidos, al menos alrededor de 28 a 32 nucleétidos, al menos alrededor de 36 o mas
nucleétidos, puede ser también deseable.

El término “homologia sustancial” o “similitud sustancial” cuando se refiere a aminoacidos o a fragmentos de los
mismos, indica que cuando se alinean 6ptimamente inserciones o supresiones de aminoacido apropiadas con otro
aminoéacido (o su cadena complementaria), existe identidad de secuencia de aminoacido en al menos alrededor del
95 a alrededor del 99% de las secuencias alineadas y en ciertas realizaciones, alrededor del 97% de las secuencias
alineadas. Con preferencia, la homologia es sobre una secuencia de longitud completa, o una proteina de la misma,
por ejemplo una proteina cap, una proteina rep, o un fragmento de la misma que sea al menos de 8 aminoacidos, o
mas deseablemente, de al menos 15 aminoacidos de longitud. Ejemplos de fragmentos adecuados se describen en
la presente memoria.
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Mediante el término “altamente conservado” se pretende indicar al menos un 80% de identidad, con preferencia al
menos un 90% de identidad, y mas preferiblemente, sobre el 97% de identidad. La identidad puede ser determinada
facilmente por un experto en la materia recurriendo a algoritmos y programas de ordenador conocidos por los
expertos en la materia.

El término “serotipo” es una distincién con respecto a un AAV que tiene una capside que es serolégicamente distinta
de otros serotipos de AAV. La distintividad serolégica se determina en base a la falta de reactividad cruzada entre
anticuerpos respecto al AAV en comparacién con otro AAV. La reactividad cruzada se mide tipicamente en un
ensayo de anticuerpo neutralizante. Para este ensayo, se genera suero policlonal contra un AAV especifico en un
conejo u otro modelo animal adecuado usando los virus adeno-asociados. En este ensayo, el suero generado contra
un AAV especifico es comprobado a continuacién en cuanto a su capacidad para neutralizar ya sea el mismo AAV
(homdlogo) o ya sea un AAV heterologo. La dilucidon que consigue una neutralizacion del 50% se considera el titulo
de anticuerpo neutralizante. Si para dos AAVs el cociente del titulo heterélogo dividido por el titulo homdélogo es
inferior a 16 de una manera reciproca, esos dos vectores se consideran como serotipos iguales. A la inversa, si la
relacion del titulo heter6logo sobre el titulo homologo es de 16 o mas de una manera reciproca los dos AAVs se
consideran como serotipos distintos.

En un ejemplo adicional, esto puede ser usado para proporcionar AAVs que tengan nuevas capsides, incluyendo
rh.20, rh.32/33, rh.39, rh.46, rh.73 y rh.74. Las secuencias de rh.20 tienen la secuencia de aminoacido de SEQ ID
NUm. 1, o una secuencia del 95 al 99% idéntica sobre la longitud completa de SEQ ID Num. 1. La cépside de
rh.32/33 tiene una secuencia de aminoacido de SEQ ID NUm. 2, o secuencias de un 95% a un 99% idénticas con el
mismo sobre la longitud completa de SEQ ID Nim. 2. La cépside de rh.39 tiene una secuencia de aminoéacido de
SEQ ID Num. 3, o secuencias de un 95% a un 99% idénticas al mismo sobre la longitud completa de SEQ ID NUm.
3. La capside de rh.46 tiene una secuencia de aminoacido de SEQ ID NUm. 4, o secuencias del 95% al 99%
idénticas con el mismo sobre la longitud completa de SEQ ID Num. 4. La cépside de rh.73 tiene una secuencia de
aminoéacido de SEQ ID Num. 5, o secuencias del 95% al 99% idénticas con el mismo sobre la longitud completa de
SEQ Id Num. 5. La capside de rh.74 tiene una secuencia de aminoacido de SEQ ID NUim. 6, o secuencias del 95% al
99% idénticas con el mismo sobre la longitud completa de SEQ ID Num. 6. Con preferencia, la identidad de
secuencia de estos nuevos capsides de AAV es tal que carecen de cualquier singletdén. Las secuencias del nuevo
AAV se proporcionan en el Listado de Secuencias.

En otro ejemplo mas, que abarca los AAVs de la invencion, las nuevas secuencias de AAYV incluyen las proteinas de
capside de AAV corregidas en singletén y las secuencias que codifican estas proteinas de capside. Ejemplos de
secuencias de AAV corregidas en singleton incluyen AAV6.1, AAV6.2, AAV6.1.2, rh.8R, rh.48.1, rh.48.2, rh.48.1.2,
hu.44R1, hu.44R2, hu.44R3, hu.29R, ch.5R1, rh.67, rh.54, hu.48R1, hu.48R2, y hu.48R3. Por ejemplo, el AAV6
corregido en singletdn, que incluye el AAV6.1, AAV6.2 y AAV6.1.2, ha mostrado una mejora funcional significativa
sobre la secuencia de AAV6 parental.

Las proteinas particularmente deseables incluyen las proteinas de capside de AAV, las cuales son codificadas por
las secuencias de nucleétido identificadas en lo que antecede. La capside de AAV esta compuesta por tres
proteinas, a saber vpl, vp2 y vp3, las cuales son variantes de empalme alternativas. Otros fragmentos deseables de
la proteina de capside incluyen las regiones constantes y variables, situadas entre regiones hipervariables (HVR).
Otros fragmentos deseables de la proteina de capside incluyen las propias HVR.

Un algoritmo desarrollado para determinar areas de divergencia de secuencia en AAV2, ha producido 12 regiones
hipervariables (HVR) de las que 5 se superponen o forman parte de las cuatro regiones variables descritas con
anterioridad. [Chioni et al., J. Virol.,, 73: 1309-19 (1999); Rutledge et al., J. Virol., 72: 309-319]. Usando este
algoritmo y/o las técnicas de alineamiento descritas en la presente memoria, se determinan las HVR de los nuevos
serotipos de AAV. Por ejemplo, las HVR se localizan como sigue: HVR1, aa 146-152; HVR2, aa 182-186; HVRS3, aa
262-264; HVR4, aa 381-383; HVR5, aa-450-474; HVR6, aa 490-495; HVR7, aa 500-504; HVRS8, aa 514-522; HVR9,
aa 534-555; HVR10, aa 581-594; HVR11, aa 658-667; y HVR12, aa 705-719 [el sistema de numeracién esta basado
en un alineamiento que usa la vpl de AAV2 como punto de referencia]. Usando el alineamiento proporcionado en la
presente memoria realizado usando el programa Clustal X con configuraciones por defecto, o usando otros
programas de alineamiento disponibles comercial o publicamente con configuraciones por defecto tales como las
que se describen en la presente memoria, un experto en la materia puede determinar facilmente los fragmentos
correspondientes de las nuevas capsides de AAV de la invencion.

De manera adecuada, los fragmentos son de al menos 8 aminoacidos de longitud. Sin embargo, se pueden utilizar
facilmente fragmentos de otras longitudes deseadas. Tales fragmentos pueden ser producidos recombinantemente o
mediante otros medios adecuados, por ejemplo mediante sintesis quimica.

El método de singletdn puede ser usado también para proporcionar otras secuencias de AAV que son identificadas
usando la informacién de secuencia proporcionada en la presente memoria. Por ejemplo, dadas las secuencias
proporcionadas en la presente memoria, la infecciosa puede ser aislada usando tecnologia de genoma andante
(Siebert et al., 1995, Busqueda de Acido Nucleico, 23: 1087-1088, Friezner-Degen et al., 1986, JU. Biol. Chem. 261:
6972-6985, BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). El genoma andante es particularmente adecuado para
identificar y aislar las secuencias adyacentes a las nuevas secuencias identificadas de acuerdo con el método. Esta
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técnica se usa también para aislar repeticiones terminales invertidas (ITRs) del nuevo AAV, en base a la nueva
capside de AAV y a las secuencias rep proporcionadas en la presente memoria.

Las nuevas secuencias de aminoacidos, péptidos y proteinas del nuevo AAV pueden ser expresadas a partir de
secuencias de acido nucleico de AAV segun la invencion. Adicionalmente, estas secuencias, péptidos y proteinas de
aminoacido pueden ser generadas por medio de otros métodos conocidos en el estado de la técnica, que incluyen,
por ejemplo, la sintesis quimica, mediante otras técnicas sintéticas o mediante otros métodos. La secuencia de
cualquiera de las capsides de AAV proporcionadas en la presente memoria puede ser generada facilmente usando
una diversidad de técnicas.

Las técnicas de produccion adecuadas son hien conocidas por el experto en la materia. Véase, por ejemplo,
Sambrook et al., Clonaciéon Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press (Cold Spring Harbor,
NY). Alternativamente, los péptidos pueden también ser sintetizados con métodos bien conocidos de sintesis de
péptidos de fase soélida (Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85: 2149 (1962); Stewart and Young, Sintesis de Péptidos de
Fase Sdlida (Freeman, San Francisco, 1969), pp, 27-62). Estos y otros métodos de produccién adecuados estan
dentro del conocimiento de los expertos en la materia y no constituyen limitacion alguna de la presente invencion.

Las secuencias y proteinas de la invencién pueden ser producidas mediante cualquier medio adecuado, incluyendo
produccién recombinante, sintesis quimica u otros medios sintéticos. Tales métodos de produccion estan dentro del
conocimiento de los expertos en la materia y no son una limitacion de la presente invencion.

IIl. Produccion de rAAV con las Nuevas Cépsides de AA  V

La invencion abarca nuevas secuencias de capside de AAV generadas por mutacion siguiendo el uso del método de
singleton descrito en la presente memoria.

Segun otro aspecto, la presente invencién proporciona moléculas que utilizan las nuevas secuencias de AAV de la
invencion, para la produccién de vectores virales Utiles en el suministro de secuencias de gen heterélogas u otras
secuencias de acido nucleico a una célula objetivo.

Las moléculas de la invencion que contienen secuencias de AAV incluyen cualquier elemento genético (vector) que
pueda ser suministrado a una célula anfitrion, por ejemplo ADN desnudo, un plasmido, fago, transposén, cdsmido
episoma, una proteina en un vehiculo de suministro no viral (por ejemplo, una portadora a base de lipido), un virus,
etc., que transfiera las secuencias transportadas en las mismas.

El vector seleccionado puede ser suministrado mediante cualquier método adecuado, incluyendo transfeccion,
electroporacion, suministro de liposoma, técnicas de fusiobn de membrana, granulos recubiertos de ADN de alta
velocidad, infeccién viral y fusién de protoplasto. Los métodos usados para construir cualquier realizacion de la
presente invencidon son conocidos por los expertos en manipulacién de acido nucleico e incluyen técnicas de
ingenieria genética, ingenieria recombinante y técnicas sintéticas. Véase, por ejemplo, Sammbrook et al., Clonacion
Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY.

En una realizacion, los vectores de la invencién contienen, inter alia, secuencias que codifican una capside de AAV
de la invencién. En otra realizacién, los vectores de la invencién contienen, como minimo, secuencias que codifican
una proteina rep de AAV o un fragmento de la misma. Opcionalmente, vectores de la invencién pueden contener
ambas proteinas cap y rep de AAV. En vectores en los que se proporcionan ambas rep y cap de AAV, las
secuencias rep de AAV y cap de AAV pueden originarse a partir de un AAV del mismo clado. Alternativamente, la
presente invencion proporciona vectores en los que las secuencias rep proceden de una fuente de AAV que difiere
de la que esta proporcionando las secuencias cap. En una realizacién, las secuencias rep y cap son expresadas a
partir de fuentes separadas (por ejemplo, vectores separados, o una célula anfitrién y un vector). En otra realizacién,
estas secuencias rep se fusionan en trama con secuencias cap de una fuente de AAV diferente para formar un
vector de AAV quimérico. Opcionalmente, los vectores de la invencién son vectores empaquetados en una capside
de AAV de la invencién. Estos vectores, y otros vectores descritos en la presente memoria, pueden contener
ademas un minigén que comprende un transgén seleccionado que esté flanqueado por la ITR 5’ de AAV y por la ITR
3’ de AAV.

Los vectores descritos en la presente memoria, por ejemplo un plasmido, son Utiles para una diversidad de
propésitos, pero son particularmente adecuados para su uso en la produccién de un rAAV gue contiene una capside
que comprende secuencias de AAV o un fragmento de las mismas. Estos vectores, incluyendo el rAAV, sus
elementos, construccién y usos, se describen con detalle en la presente memoria.

La invencién permite la generacién de un virus adeno-asociado recombinante (AAV) que tiene la nueva capside de
AAV de la invencién. Dicho método incluye cultivar una célula anfitrion que contiene una secuencia de acido nucleico
qgue codifica una proteina de una nueva capside de AAV de la invencion; un gen rep funcional; un minigén
compuesto por, como minimo, repeticiones terminales invertidas (ITRs) de AAV y un transgén; y suficientes
funciones auxiliares para permitir el empaquetamiento del minigén en la proteina de capside de AAV.

Los componentes requeridos para ser cultivados en la célula anfitrion para empaquetar un minigén de AAV en una
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capside de AAV, pueden ser proporcionados a la célula anfitrion en trans. Alternativamente, uno o mas de los
componentes requeridos (por ejemplo, minigén, secuencias rep, secuencias cap y/o funciones auxiliares), pueden
ser proporcionados por una célula anfitrion estable que haya sido disefiada para contener uno o mas de los
componentes requeridos usando métodos conocidos por los expertos en la materia. De manera mas adecuada,
dicha célula anfitrion estable podra contener el (los) componente(s) requerido(s) bajo el control de un promotor
inducible. Sin embargo, el (los) componente(s) requerido(s) puede(n) estar bajo el control de un promotor
constitutivo. Ejemplos de promotores inducibles y constitutivos adecuados, se proporcionan en la presente memoria,
en la discusion de los elementos reguladores adecuados para su uso con el transgén. En otra alternativa mas, una
célula anfitrion estable seleccionada puede contener el (los) componente(s) seleccionado(s) bajo el control de un
promotor constitutivo y otro(s) componente(s) seleccionado(s) bajo el control de uno o mas promotores inducibles.
Por ejemplo, se puede generar una célula anfitrion estable que se derive de células 293 (que contenga funciones
auxiliares E1 bajo el control de un promotor constitutivo), pero que contenga las proteinas rep y/o cap bajo el control
de promotores inducibles. Ain mas, otras células anfitrion estables pueden ser generadas por un experto en la
materia.

El minigén, las secuencias rep, las secuencias cap y las funciones auxiliares que se requieren para la produccion del
rAAV de la invencién, pueden ser suministradas a la célula anfitrion de empaquetamiento en forma de cualquier
elemento genético que transfiera las secuencia portadas por el mismo. El elemento genético seleccionado puede ser
suministrado mediante cualquier método adecuado, incluyendo los que se describen en la presente memoria. Los
métodos usados para la construccion de cualquier realizacién de la presente invencion, son conocidos por los
expertos en la manipulacion de acido nucleico e incluyen técnicas de ingenieria genética, ingenieria recombinante, y
técnicas sintéticas. Véase por ejemplo Sambrook et al., Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY. De forma similar, los métodos de generacion de viriones de rAAV son bien
conocidos y la selecciéon de un método adecuado no constituye una limitacion de la presente invencion. Véase, por
ejemplo, K. Fischer et al., J. Virol., 70: 520-532 (1993) y la Patente US num. 5.478.745.

A menos que se especifique otra cosa, las ITRs de AAV y otros componentes de AAV seleccionados descritos en la
presente memoria, pueden ser facilmente seleccionados a partir de entre cualquier AAV incluyendo, aunque sin
limitacion, el AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAV9 y una de las otras nuevas secuencias de AAV
de la invencion. Estas ITRs u otros componentes de AAV pueden ser aislados facilmente usando técnicas
disponibles para los expertos en la materia a partir de una secuencia de AAV. Tal AAV puede ser aislado u obtenido
a partir de fuentes académicas, comerciales o publicas (por ejemplo, la American Type Culture Collection,
Manassas, VA). Alternativamente, las secuencias de AAV pueden ser obtenidas a través de medios sintéticos o de
otros medios adecuados por referencia a secuencias publicadas tales como las que estan disponibles en la literatura
0 en bases de datos tales como, por ejemplo, GenBank®, PubMed®, o similares.

A. El minigén

El minigén estd compuesto, como minimo, de un transgén y de sus secuencias reguladoras, y de repeticiones
terminales invertidas (ITRs) 5’ y 3' de AAV. En una realizacion deseable se usan las ITRs del serotipo 2 de AAV. Sin
embargo, se pueden seleccionar ITRs de otras fuentes adecuadas. Este minigén es el que esta empaquetado en
una proteina de capside y es suministrado a una célula anfitrion seleccionada.

1. El transgén

El transgén es una secuencia de acido nucleico, heterdloga respecto a las secuencias de vector que flanquean el
transgén, que codifica un polipéptido, una proteina u otro producto de interés. La secuencia de codificacion de acido
nucleico esta enlazada operativamente a componentes reguladores de una manera que permite la transcripcion, la
traduccidn y/o la expresion de transgén en una célula anfitrion.

La composicion de la secuencia de transgén dependera del uso al que se destine el vector resultante. Por ejemplo,
un tipo de secuencia de transgén incluye una secuencia informadora, que tras la expresion produce una sefial
detectable. Tales secuencias informadoras incluyen, sin limitacién, secuencias de ADN que codifican B-lactamasa, (3
galactosidasa (LacZ), fosfatasa alcalina, quinasa timidina, proteina fluorescente verde (GFP), GFP potenciada
(EGFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), luciferasa, proteinas de enlace de membrana que incluyen, por
ejemplo, CD2, CD4, CD8, la proteina de hemaglutinina de influenza, y otras bien conocidas en el estado de la
técnica, a las que se dirigen los anticuerpos de alta afinidad existentes o que puedan ser producidos mediante
medios convencionales, y proteinas de fusidon que comprenden una proteina de enlace de membrana fusionada
apropiadamente con un dominio de etiqueta de antigeno de la, entre otros, hemaglutinina o Myc.

Estas secuencias de codificacion, cuando se asocian a elementos reguladores que activan su expresion,
proporcionan sefiales detectables con medios convencionales, incluyendo los ensayos enzimaticos, radiograficos,
colorimétricos, de fluorescencia u otros ensayos espectrograficos, ensayos de clasificacion de célula activadora
fluorescente y ensayos inmunolégicos, incluyendo el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) e
inmunohistoquimica. Por ejemplo, cuando la secuencia marcadora es el gen LacZ, la presencia del vector portador
de la sefial es detectada mediante ensayos respecto a actividad de beta-galactosidasa. Cuando el transgén es
proteina fluorescente verde o luciferasa, el vector portador de la sefial puede ser medido visualmente por el color o

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2428218 T3

la produccién de luz en un luminémetro.

Sin embargo, deseablemente, el transgén es una secuencia no marcadora que codifica un producto que es util en
biologia y medicina, tal como proteinas, péptidos, ARN, enzimas, mutantes negativos dominantes, o ARNs
cataliticos. Las moléculas de ARN deseables incluyen tARN, dsARN, ARN ribosémico, ARNs cataliticos, SiARN,
ARN de horquilla pequefia, ARN de empalme trans, y ARNs antisentido. Un ejemplo de una secuencia Util de ARN
es una secuencia que inhiba o extinga la expresion de una secuencia de acido nucleico objetivada en el animal
tratado. Tipicamente, las secuencias objetivo adecuadas incluyen objetivos oncoldgicos y enfermedades virales.
Véase, como ejemplos de tales objetivos los objetivos oncolédgicos y los virus identificados en lo que sigue, en la
seccion relativa a inmundégenos.

El transgén puede ser usado para corregir 0 mejorar deficiencias de gen, las cuales pueden incluir deficiencias en
las que los genes normales se expresan a niveles menores de lo normal o deficiencias en las que el producto de gen
funcional no esta expresado. Alternativamente, el transgén puede proporcionar un producto a una célula que no esté
expresada de forma natural en el tipo de célula o en el anfitrion. Un tipo preferido de secuencia de transgén codifica
una proteina terapéutica o un polipéptido que esta expresado en una célula anfitrion. La invencion incluye ademas el
uso de miltiples transgenes. En determinadas situaciones, se puede usar un transgén diferente para codificar cada
subunidad de una proteina, o para codificar diferentes péptidos o proteinas. Esto es deseable cuando el tamafio del
ADN que codifica la subunidad de proteina es grande, por ejemplo para una inmunoglobulina, el factor de
crecimiento derivado de plaqueta, o una proteina de distrofina. Con el fin de que la célula produzca la proteina multi-
subunidad, se infecta una célula con el virus recombinante que contiene cada una de las diferentes subunidades.
Alternativamente, diferentes subunidades de una proteina pueden ser codificadas por el mismo transgén. En este
caso, un transgén simple incluye el ADN que codifica cada una de las subunidades, estando el ADN para cada
subunidad separado por un sitio de entrada de ribozima interno (IRES). Esto es deseable cuando el tamafio del ADN
que codifica cada una de las subunidades es pequefio, por ejemplo el tamafio total del ADN que codifica las
subunidades y los IRES es menor de cinco kilobases. Como alternativa a un IRES, el ADN puede estar separado por
secuencias que codifican un péptido 2A, que se somete a autoclave en un evento post-traslacional. Véase, por
ejemplo, M.L. Donnelly, et I., J. Gen. Virol., 78 (Pt 1): 13-21 (Enero de 1997); Furler, S., et al., Gene Ther., 8(111):
864-873 (Junio de 2001); Klump H., et al., Gene Ther., 8(10): 811-817 (Mayo de 2001). Este péptido 2A es
significativamente mas pequefio que un IRES, lo que lo hace muy adecuado para su uso cuando el espacio es un
factor limitativo. Con mas frecuencia, cuando el transgén es grande, consiste en multi-subunidades, o se co-
suministran dos transgenes, el rAAV portador del (de los) transgén(es) o subunidad(es) deseado(s) o se co-
administran subunidades para permitirles concatamerizar in vivo para formar un (nico genoma vector. En una
realizacién de ese tipo, un primer AAV puede portar una casete de expresion que exprese un solo transgén y un
segundo AAV puede portar una casete de expresion que exprese un transgén diferente para la co-expresién en la
célula anfitrién. Sin embargo, el transgén seleccionado puede codificar cualquier producto bioldgicamente activo u
otro producto, por ejemplo, un producto deseable para su estudio.

Un experto en la materia puede seleccionar facilmente transgenes adecuados. La seleccion del transgén no se
considera una limitacion de la presente invencion.

2. Elementos reguladores

Adicionalmente a los elementos principales identificados anteriormente para el minigén, el vector incluye también
elementos de control convencionales que estan enlazados operativamente al transgén de una manera que permite
su transcripcion, traduccion y/o expresion en una célula transfectada con el vector de plasmido o infectada con el
virus producido por medio de la invencion. Segun se utiliza en la presente memoria, las secuencias “operativamente
enlazadas” incluyen tanto secuencias de control de expresidon que son contiguas con el gen de interés como
secuencias de control de expresion que actdan en trans o a una distancia para controlar el gen de interés.

Las secuencias de control de expresion incluyen secuencias de iniciacion, terminacion, promotoras y potenciadoras
de transcripcion apropiadas; sefiales de procesamiento eficiente de ARN tal como sefiales de empalme y
poliadenilacién (poliA); secuencias que estabilizan mARN citoplasmico; secuencias que potencian la eficacia de
traduccion (es decir, secuencia de consenso de Kozak); secuencias que potencian la estabilidad de la proteina; y
cuando se desee, secuencias que potencian la secrecion del producto codificado. Un gran niumero de secuencias de
control de expresién, incluyendo promotores que son naturales, constitutivos, inducibles y/o especificos del tejido,
son conocidos en el estado de la técnica y pueden ser utilizados.

Ejemplos de promotores constitutivos incluyen, aunque sin limitacion, el promotor LTR del virus de sarcoma de Rous
retroviral (RSV) (opcionalmente con el potenciador de RSV), el promotor de citomegalovirus (CMV) (opcionalmente
con el potenciador de CMV) [véase, por ejemplo, Boshart et al., Célula, 41: 521-530 (1985)], el promotor SV40, el
promotor de dihidrofolato reductasa, el promotor de [-actina, el promotor de fosfoglicerol quinasa (PGK), y el
promotor de EF1 [Invitrogen]. Los promotores inducibles permiten la regulacion de expresién de gen y pueden ser
regulados por compuestos suministrados exégenamente, factores medioambientales tales como la temperatura, o la
presencia de un estado fisioldgico especifico por ejemplo fase aguda, un estado de diferenciacién particular de la
célula, o en células replicantes solamente. Los promotores inducibles y los sistemas inducibles estan disponibles en
una amplia diversidad de fuentes comerciales que incluyen aunque sin limitacion, Invitrogen, Clontech y Ariad. Se

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2428218 T3

han descrito muchos otros sistemas y pueden ser facilmente seleccionados por un experto en la materia. Ejemplos
de promotores inducibles regulados por compuestos suministrados exdgenamente incluyen el promotor de
metalotionina (MT) de oveja inducible por zinc, el promotor del virus de tumor mamario del ratén (MMTV) inducible
por dexametasona (Dex), el sistema promotor de T7 polimerasa [publicacién de Patente Internacional nim. WO
98/10088]; el promotor de insecto de ecdisoma [No et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 3346-3351 (1996)], el
sistema reprimible por tetraciclina [Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 5547-5551 (1992)], el sistema
inducible por tetraciclina [Gossen et al., Science, 268: 1766-1769 (1995), véase también Harvey et al., Curr. Opin.
Chem. Biol., 2: 512-518 (1998)], el sistema inducible por RU486 [Wang et al., Nat. Biotech., 15: 239-243 (1997) y
Wang et al., Gene Ther., 4: 432-441 (1997)] y el sistema inducible pro rapamicina [Magari et al., J. Clin. Invest., 100:
2865-2872 (1997)]. Otros tipos de promotores inducibles que pueden ser (tiles en este contexto son aquellos
regulados por un estado fisioldégico especifico, por ejemplo, temperatura, fase aguda, un estado de diferenciacion
particular de la célula, o en células replicantes solamente.

En otra realizacion, se puede usar el promotor natural para el transgén. El promotor natural puede ser preferido
cuando se desee que la expresion del transgén mimetice la expresion natural. El promotor natural puede ser usado
cuando la expresion del transgén debe ser regulada temporalmente o mediante desarrollo, o de una manera
especifica del tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales especificos. En una realizacion adicional, se
pueden usar otros elementos naturales de control de expresion, tal como elementos potenciadores, sitios de
poliadenilacion o secuencias de consenso de Kozak, para mimetizar la expresion natural.

Otra realizacién del transgén incluye un gen enlazado operativamente a un promotor especifico del tejido. Por
ejemplo, si se desea expresion en el masculo esquelético, se debe usar un promotor que sea activo en el musculo.
Estos incluyen los promotores procedentes de genes que codifican la B-actina esquelética, la cadena 2A ligera de
miosina, la distrofina, la creatina quinasa muscular, asi como los promotores musculares sintéticos con actividades
mayores que los promotores que se producen de forma natural (véase Li, et al., Nat. Biotech., 17: 241-245 (1999)).
Se conocen ejemplos de promotores que son especificos del tejido para el higado (albumina, Miyatake et al., J. Virol.
71: 5124-32 (1997); promotor nuclear del virus de la hepatitis B, Sandig et al., Gene Ther., 3: 1002-9 (1996); alfa-
fetoproteina (AFP), Arbuthnot et al., Hum. Gene Ther., 7: 1503-14 (1996)), osteocalcina 6sea (Stein et al., Mol. Biol.
Rep., 24: 185-96 (1997)); sialoproteina 6sea (Chen et al., J. Bone Miner. Res., 11: 654-64 (1996)), linfocitos (CD2,
Hansal et al., J. Immunol., 161: 1063-8 (1998); cadena pesada de inmunoglobulina; cadena receptora de células T),
promotor neuronal tal como promotor de enolasa especifica de la neurona (NSE) (Andersen et al., Cell. Mol.
Neurobiol., 13: 503-15 (1993)), gen de cadena ligera de neurofilamento (Piccioli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88: 5611-5 (1991)), y el gen vgf especifico de la neurona (Piccioli et al., Neurona, 15: 373-84 (1995)), entre otros.

Opcionalmente, los plasmidos portadores de transgenes terapéuticamente Utiles pueden incluir también genes
marcadores o informadores seleccionables que pueden incluir secuencias que codifican resistencia a la geneticina,
higromicina o la purimicina, entre otros. Tales genes informadores o marcadores seleccionables (preferentemente
localizados fuera del genoma viral que va a ser rescatado mediante el método de la invencién) pueden ser usados
para sefialar la presencia de los plasmidos en células bacterianas, tal como resistencia a la ampicilina. Otros
componentes del plasmido pueden incluir un origen de replicacion. La seleccion de estos y de otros promotores y
elementos de vector es convencional y se encuentran disponibles muchas de tales secuencias [véase, por ejemplo,
Sambrook et al., y las referencias citadas en la presente memoria].

La combinacién del transgén, promotor/potenciador, y las ITRs 3' y 5° de AAV se conoce como un “minigén” por
facilidad de referencia. Segun las ensefianzas proporcionadas por la presente invencion, el disefio de un minigén de
ese tipo puede hacerse recurriendo a técnicas convencionales.

3. Suministro del minigén a una célula anfitrion de empaguetamiento

El minigén puede ser transportado sobre cualquier vector adecuado, por ejemplo un plasmido, que se suministra a
una célula anfitrion. Los plasmidos utiles en la presente invencion pueden estar disefiados de tal modo que los
mismos sean adecuados para replicacion y, opcionalmente, para integracion en células procaritticas, células de
mamifero, 0 ambas. Estos plasmidos (u otros vectores portadores de ITR 5’ de AAV — molécula heteréloga — ITR 3’
de AAV) contienen secuencias que permiten la replicacion del minigén en marcadores de seleccién eucariotas y/o
procariotas y de seleccion para esos sistemas. Los genes marcadores o informadores seleccionables pueden incluir
secuencias que codifican resistencia a la geneticina, higromicina o purimicina, entre otras. Los plasmidos pueden
contener también ciertos genes informadores o marcadores seleccionables que pueden ser usados para sefialar la
presencia del vector en células bacterianas, tal como resistencia a la ampicilina. Otros componentes del plasmido
pueden incluir un origen de replicacion y un amplicén, tal como el sistema amplicon que emplea el antigeno nuclear
del virus Epstein Barr. Este sistema amplicon, u otros componentes de amplicon similares, permiten una alta
replicacién episémica por copia en las células. Con preferencia, la molécula portadora del minigén es transfectada
en la célula, donde puede existir transitoriamente. Alternativamente, el minigén (portador de la ITR 5’ de AAV —
molécula heterdloga ITR 3') puede estar integrado de forma estable en el genoma de la célula anfitrién, ya sea
cromosémicamente o como episoma. En ciertas realizaciones, el minigén puede estar presente en multiples copias,
opcionalmente en concatameros de cabeza con cabeza, cabeza con cola o cola con cola. Se conocen técnicas de
transfeccién adecuadas y que pueden ser utilizadas facilmente para suministrar el minigén a la célula anfitrion.
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En general, cuando se suministra el vector que comprende el minigén por transfeccion, el vector es suministrado en
una cantidad de entre alrededor de 5 pg a alrededor de 100 pg de ADN, alrededor de 10 pg a alrededor de 50 pg de
ADN en aproximadamente 1 x 10* células a aproximadamente 1 x 10™ células, o en aproximadamente 1 x 10°
células. Sin embargo, las cantidades relativas de ADN de vector en las células anfitrion pueden ser ajustadas por un
experto en la materia, quién puede tomar en consideracion factores tales como el vector seleccionado, el método de
suministro y las células anfitrién seleccionadas.

B. Secuencias rep y cap

Ademas del minigén, la célula anfitrién contiene las secuencias que activan expresion de una nueva proteina de
capside de AAV de la invencion (o una proteina de capside que comprenda un fragmento del mismo) en la célula
anfitrion y secuencias rep de la misma fuente que la fuente de las ITRs de AAV encontradas en el minigén, o una
fuente de complementacion cruzada. Las secuencias cap y rep de AAV pueden ser obtenidas de manera
independiente a partir de una fuente de AAV segun se ha descrito en lo que antecede y pueden ser introducidas en
la célula anfitrién de cualquier manera conocida por un experto en la materia segun se ha descrito con anterioridad.
Adicionalmente, cuando se seudotipa un vector de AAV, las secuencias que codifican cada una de las proteinas rep
esenciales pueden ser suministradas por fuentes de AAV diferentes (por ejemplo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS,
AAV6, AAV7, AAV8, AAV9). Por ejemplo, las secuencias rep78/68 pueden ser de AAV2, mientras que las
secuencias rep52/40 pueden ser de AAVS.

En una realizacion, la célula anfitrion contiene establemente la proteina de capside bajo el control de un promotor
adecuado, tal como los que se han descrito anteriormente. De manera mas deseable, en esta realizacion, la proteina
de capside se expresa bajo el control de un promotor inducible. En otra realizacién, la proteina de capside es
suministrada a la célula anfitrién en trans. Cuando se suministra a la célula anfitrion en trans, la proteina de capside
puede ser suministrada por medio de un plasmido que contenga las secuencias necesarias para dirigir expresion de
la proteina de capside seleccionada en la célula anfitrion. De forma mas deseable, cuando se suministra a la célula
anfitrion en trans, el plasmido que transporte la proteina de capside transporta también otras secuencias requeridas
para empaquetar el rAAV, por ejemplo, las secuencias rep.

En otra realizacion, la célula anfitrion contiene establemente las secuencias rep bajo el control de un promotor
adecuado, tal como los que se han descrito con anterioridad. Mas deseablemente, en esta realizacion, las proteinas
rep esenciales son expresadas bajo el control de un promotor inducible. En otra realizacién, las proteinas rep son
suministradas a la célula anfitrion en trans. Cuando se suministran a la célula anfitrién en trans, las proteinas rep
pueden ser suministradas por medio de un pldsmido que contenga las secuencias necesarias para dirigir la
expresion de las proteinas rep seleccionadas en la célula anfitrion. De manera mas deseable, cuando se suministra
a la célula anfitrion en trans, el plasmido portador de la proteina de capside transporta también otras secuencias
requeridas para el empaquetamiento del rAAV, por ejemplo las secuencias rep y cap.

De ese modo, en una realizacion, las secuencias rep y cap pueden ser transfectadas a la célula anfitrion en una sola
molécula de &acido nucleico y existir de manera estable en la célula a modo de un episoma. En otra realizacion, las
secuencias rep y cap estan integradas de forma estable en el cromosoma de la célula. Otra realizacion tiene las
secuencias rep y cap expresadas transitoriamente en la célula anfitrion. Por ejemplo, una molécula Util de acido
nucleico para una transfeccion de ese tipo comprende, desde 5’ a 3’, un promotor, un separador opcional interpuesto
entre el promotor y el sitio de inicio de la secuencia de gen rep, una secuencia de gen rep de AAV, y una secuencia
de gen cap de AAV.

Opcionalmente, las secuencias rep y/o cap pueden ser suministradas sobre un vector que contenga otras
secuencias de ADN que van a ser introducidas en las células anfitrion. Por ejemplo, el vector puede contener la
construccién de rAAV que comprenda el minigén. El vector puede comprender uno o mas de los genes que codifican
las funciones auxiliares, por ejemplo las proteinas adenovirales E1, E2a, y E4 ORF®6, y el gen para ARN VAL

Con preferencia, el promotor usado en esta construccion puede ser cualquiera de los promotores constitutivo,
inducible o natural conocidos por los expertos en la materia o discutidos en lo que antecede. En una realizacion, se
emplea una secuencia de promotor P5 de AAV. La seleccion del AAV para proporcionar cualquiera de esas
secuencias no limita la invencion.

En otra realizacion preferida, el promotor para rep es un promotor inducible, tal como los que se han discutido en lo
gue antecede en relacion con los elementos reguladores de transgén. Un promotor preferido para expresion rep es
el promotor T7. El vector que comprende el gen rep regulado por el promotor T7 y el gen cap, es transfectado o
transformado en una célula que expresa ya sea de forma constitutiva o ya sea de forma inducible la polimerasa de
T7. Véase la publicacion de Patente Internacional nim. WO 98/10088, publicada el 12 de Marzo de 1998.

El separador es un elemento opcional en el disefio del vector. El separador es una secuencia de ADN intercalada
entre el promotor y el sitio de inicio ATG del gen rep. El separador puede tener cualquier disefio deseado, es decir,
puede ser una secuencia aleatoria de nucle6tidos, o alternativamente puede codificar un producto de gen, tal como
un gen marcador. El separador puede contener genes que incorporan tipicamente sitios de inicio/interrupcion y de
poliA. El separador puede ser una secuencia de ADN no codificante, procedente de un procariota 0 un eucariota,
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una secuencia no codificadora repetitiva, una secuencia codificadora sin controles transcripcionales o una secuencia
codificadora con controles transcripcionales. Dos fuentes ejemplares de secuencias separadoras son las secuencias
escalera de fago o las secuencias escalera de levadura, las cuales estan disponibles comercialmente, por ejemplo
en Gibco o Invitrogen, entre otros. El separador puede ser de cualquier tamafio que sea suficiente para reducir la
expresion de los productos de gen rep78 y rep68, dejando los productos de gen rep52, rep40 y cap expresados a
niveles normales. La longitud del separador puede estar por lo tanto comprendida en la gama de entre
aproximadamente 10 bp y aproximadamente 10,0 kbp, con preferencia en la gama de aproximadamente 100 bp a
aproximadamente 8 kbp. Para reducir la posibilidad de recombinacion, el separador es con preferencia de una
longitud menor de 2kbp; sin embargo, la invencién no se limita con ello.

Aunque la(s) molécula(s) que proporciona(n) rep y cap pueden existir en la célula anfitrion de forma transitoria (es
decir, mediante transfeccion), se prefiere que una o ambas de las proteinas rep y cap y el (los) promotor(es) que
controla(n) su expresion estén expresados establemente en la célula anfitrién, por ejemplo a modo de episoma o por
integracion en el cromosoma de la célula anfitrién. Los métodos empleados para la construccion de realizaciones de
la presente invencion son técnicas convencionales de ingenieria genética o de ingenieria recombinante tales como
las descritas en las referencias que anteceden. Mientras que esta descripcion proporciona ejemplos ilustrativos de
construcciones especificas, usando la informacion proporcionada en la presente memoria, un experto en la materia
puede seleccionar y disefiar otras construcciones adecuadas, usando una opcién de entre separadores, promotores
P5, y otros elementos, incluyendo al menos una sefial de inicio y de interrupcion traslacional, y la adicién opcional de
sitios de poliadenilacion.

En otra realizacion de la presente invencion, la proteina rep o cap puede ser suministrada de forma estable por una
célula anfitrion.

C. Funciones auxiliares

La célula anfitrion de empaquetamiento también requiere funciones auxiliares a efectos de empaquetar el rAAV de la
invenciéon. Opcionalmente, estas funciones pueden ser suministradas por un herpesvirus. Mas deseablemente, las
funciones auxiliares necesarias son proporcionadas cada una de ellas por una fuente de adenovirus de primate
humano o no humano, tal como las que se han descrito con anterioridad y/o las que estan disponibles a partir de una
variedad de fuentes, incluyendo la American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA (US). En una
realizacién actualmente preferida, la célula anfitrion se ha dotado de, y/o contiene, un producto de gen Ela, un
producto de gen E1b, un producto de gen E2a, y/o un producto de gen E4 ORF6. La célula anfitrion puede contener
otros genes adenovirales tal como el VAI ARN, pero estos genes no se necesitan. En una realizacion preferida, no
estan presentes otros genes de adenovirus o funciones de gen en la célula anfitrién.

Mediante “ADN adenoviral que expresa el producto de gen Ela” se indica cualquier secuencia de adenovirus que
codifique Ela o cualquier porcion funcional de Ela. EI ADN adenoviral que expresa el producto de gen E2a y el ADN
adenoviral que expresa los productos de gen E4 ORF6 se definen de forma similar. También se incluyen
cualesquiera alelos u otras modificaciones del gen adenoviral o de la porcion funcional del mismo. Tales
modificaciones pueden ser introducidas deliberadamente recurriendo a técnicas convencionales mutagenéticas o de
ingenieria genética para potenciar la funcién adenoviral de alguna manera, asi como las variantes alélicas de las
mismas que se produzcan de forma natural. Tales modificaciones y métodos para la manipulacién de ADN a efectos
de conseguir estas funciones de gen de adenovirus, son conocidos en el estado de la técnica.

Los productos de gen Ela, Elb, E2a, y/o E4 ORF6 de adenovirus, asi como cualesquiera otras funciones auxiliares
deseadas, pueden ser proporcionados usando cualquier medio que permita su expresién en una célula. Cada una
de las secuencias que codifican estos productos puede estar sobre un vector separado, 0 uno 0 mas genes pueden
estar sobre el mismo vector. El vector puede ser cualquier vector conocido en el estado de la técnica o divulgado
con anterioridad, incluyendo plasmidos, cosmidos y virus. La introduccién en la célula anfitrion del vector puede ser
lograda con cualquier medio conocido en el estado de la técnica o como se ha divulgado con anterioridad,
incluyendo transfeccion, infeccién, electroporacion, suministro de liposoma, técnicas de fusion de membrana,
granulos recubiertos de ADN de alta velocidad, infeccién viral y fusién de protoplasto, entre otros. Uno o mas de los
genes adenovirales pueden estar integrados de forma estable en el genoma de la célula anfitrién, expresados de
forma estable a modo de episomas, 0 expresados transitoriamente. Los productos de gen pueden ser todos
expresados transitoriamente, sobre un episoma o integrados de forma estable, o algunos de los productos de gen
pueden ser expresados de forma estable mientras otros son expresados transitoriamente. Ademas, los promotores
para cada uno de los genes adenovirales pueden ser seleccionados de forma independiente a partir de un promotor
constitutivo, un promotor inducible o un promotor adenoviral natural. Los promotores pueden ser regulados por
medio de un estado fisiolégico especifico del organismo o la célula (por ejemplo, mediante el estado de
diferenciacion o en células replicantes o quiescentes), o por otros medios, por ejemplo mediante factores afiadidos
exogenamente.

D. Células anfitrién y lineas de células de empaque tamiento

La propia célula anfitrién puede ser seleccionada a partir de cualquier organismo biolégico incluyendo las células
procarioticas (por ejemplo, las bacterianas), y las células eucaridticas, incluyendo las células de insecto, células de
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levadura y células de mamifero. Las células anfitrion particularmente deseables se eligen entre especies
cualesquiera de mamiferos, incluyendo sin limitacion células tales como A549, WEHI, 3T3, 10T1/2, BHK, MDCK,
COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40, BMT 10, VERO, WI38, Hela, células 293 (las cuales expresan E1 adenoviral
funcional, Saos, C2C12, células L, HT 1080, HepG2 Yy fibroblasto primario, hepatocito y células de mioblasto
derivadas de mamifero que incluyen las de humanos, mono, raton, rata, conejo y hamster. La seleccién de las
especies de mamifero que proporcionan las células no es una limitacién de la presente invencion, ni lo es el tipo de
célula de mamifero, es decir fibroblasto, hepatocito, célula tumoral, etc. Los requisitos para la célula utilizada son
gue no sea portadora de genes de adenovirus que sean distintos de E1, E2a y/o E4 ORF6; no contenga ningun otro
gen de virus que pueda dar como resultado una recombinacion homoéloga de un virus contaminante durante la
produccién de rAAV; y que sea capaz de provocar infeccion o transfeccion de ADN y expresion del ADN
transfectado. En una realizacion preferida, la célula anfitrion es una que tenga rep y cap transfectadas establemente
en la célula.

Una célula anfitrion Gtil en la presente invencion es una célula anfitrién transformada establemente con las
secuencias que codifican rep y cap, y que esté transfectada con el ADN de los adenovirus E1, E2a y E4ORF6, y una
construccion portadora del minigén segin se ha descrito con anterioridad. Las rep y cap estables que expresan
lineas celulares, tal como la B-50 (publicacién de solicitud de Patente Internacional nim. WO 99/15685), o las que
se describen en la Patente US nim. 5.658.785, pueden ser también empleadas de forma similar. Otra célula anfitrién
deseable contiene el ADN adenoviral minimo que sea suficiente para expresar E4 ORF6. Incluso otras lineas
celulares pueden ser construidas usando las nuevas secuencias cap de AAV corregidas en singleton de la
invencion.

La preparacion de una célula anfitrién Gtil en la presente invencion incluye técnicas tales como el ensamblaje de
secuencias de ADN seleccionadas. Este ensamblaje puede ser llevado a cabo utilizando técnicas convencionales.
Tales técnicas incluyen clonacion genoémica y de cADN, las cuales son bien conocidas y han sido descritas por
Sambrook et al., citado anteriormente, el uso de secuencias solapantes de oligonucleétidos del adenovirus y
genomas de AAV, combinadas con reaccion de cadena de polimerasa, métodos sintéticos, y cualesquiera otros
métodos adecuados que proporcionen la secuencia de nucleétido deseada.

La introduccién de las moléculas (como plasmidos o virus) en la célula anfitrién puede ser realizada también usando
técnicas conocidas por el experto en la materia y como las discutidas a través de la descripcién. En una realizacion
preferida, se usan técnicas de transfeccidon estandar, por ejemplo transfeccion de CaPO, o electroporacion, y/o
infeccion por medio de vectores de adenovirus hibridos/AAV en lineas celulares tales como la linea celular HEK 293
de rifion embridnico humano (una linea celular de rifion humano que contiene genes E1 de adenovirus funcional que
proporciona proteinas de E1 que actdan en trans).

Un experto en la materia podra comprender facilmente que las nuevas secuencias de AAV de la invencion pueden
ser adaptadas facilmente para su uso en esos y otros sistemas de vector viral para el suministro de gen in vitro, ex
vivo o in vivo. De forma similar, un experto en la materia puede seleccionar facilmente otros fragmentos del genoma
de AAV de la invencién para su uso en una diversidad de sistemas de vector de rAAV y de no rAAV. Tales sistemas
de vector pueden incluir, por ejemplo, lentivirus retrovirus, poxvirus, virus de vacunas, y sistemas adenovirales, entre
otros. La seleccion de estos sistemas de vector no es una limitaciéon de la presente invencion.

De ese modo, la invencion proporciona ademas vectores generados usando las secuencias de acido nucleico y de
aminoacidos del nuevo AAV de la invencién. Tales vectores son Utiles para una diversidad de propoésitos, incluyendo
el suministro de moléculas terapéuticas y para su uso en regimenes de vacuna. Particularmente deseables para el
suministro de moléculas terapéuticas son las capsides que contienen AAV recombinante del nuevo AAV de la
invencién. Estas, u otras construcciones de vector que contienen nuevas secuencias de AAV de la invencién pueden
ser usadas en regimenes de vacuna, por ejemplo para el co-suministro de una citoquina, o para el suministro del
propio inmundégeno.

IV. Virus recombinantes y usos de los mismos

Usando las técnicas que se describen en la presente memoria, un experto en la materia puede generar un rAAV que
tenga una capside de un AAV de la invencién o que tenga una capside que contenga uno o mas fragmentos de un
AAV de la invencién. En una realizacion, se puede utilizar una capside de longitud completa procedente de un AAV
corregido en singleton.

A. Suministro de Virus

Los vectores conforme a la presente invencion proporcionan un método para el suministro de un transgén a un
anfitrion que incluye transfectar o infectar una célula anfitrion seleccionada con un vector viral recombinante
generado con el AAV corregido en singleton (o con fragmentos funcionales del mismo) de la invencion. Los métodos
de suministro son bien conocidos en el estado de la técnica y no constituyen una limitacion de la presente invencion.

En una realizacion deseable, la invencion habilita un método para suministro mediado por AAV de un transgén a un
anfitrion. Este método incluye transfectar o infectar una célula anfitrién seleccionada con un vector viral
recombinante que contiene un transgén seleccionado bajo el control de secuencias que dirigen expresion del mismo
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y las proteinas de capside modificadas de las capsides.

Opcionalmente, una muestra del anfitrion puede ser ensayada en primer lugar en cuanto a la presencia de
anticuerpos en una fuente de AAV seleccionada (por ejemplo, un serotipo). Los expertos en la materia son
conocedores de una diversidad de formatos de ensayo para detectar anticuerpos neutralizantes. La seleccion de
tales ensayos no es una limitacion de la presente invencion. Véase, por ejemplo, Fisher et al., Nature Med., 3(3):
306-312 (Marzo de 1997) y W. C. Manning et al., Terapia Genética Humana, 9: 477-486 (1 de Marzo de 1998). Los
resultados de este ensayo pueden ser usados para determinar qué vectores de AAV que contengan proteinas de
capside de una fuente particular son preferidos para el suministro, por ejemplo en base a la ausencia de anticuerpos
neutralizantes especificos para esa fuente de capside.

En un aspecto de este método, el suministro de vector con proteinas de capside de AAV de la invencién puede
preceder o seguir al suministro de un gen por medio de un vector con una proteina de capside de AAYV diferente. De
ese modo, el suministro de gen por medio de vectores de rAAV puede ser usado para repetir el suministro de gen a
una célula anfitrion seleccionada. Deseablemente, los vectores de rAAV administrados posteriormente portan el
mismo transgén que el primer vector de rAAV, pero los vectores administrados posteriormente contienen proteinas
de capside de fuentes (y con preferencia, diferentes serotipos) que difieren del primer vector. Por ejemplo, si un
primer vector tiene una proteina de cépside corregida en singletén, los vectores administrados posteriormente
pueden tener proteinas de capside seleccionadas a partir del otro AAV, opcionalmente, a partir de otro serotipo, o de
otro clado.

Opcionalmente, se pueden usar multiples vectores de rAAV para suministrar transgenes grandes o multiples
transgenes mediante co-administracion de vectores de rAAV concatamerizados in vivo para formar un genoma de
vector simple. En una realizacion de ese tipo, un primer AAV puede portar una casete de expresion que exprese un
solo transgén (o una subunidad del mismo) y un segundo AAV puede portar una casete de expresion que exprese
un segundo transgén (o una subunidad diferente) para co-expresion en la célula anfitrion. Un primer AAV puede
portar una casete de expresidon que sea una primera pieza de una construccion policistrénica (por ejemplo, un
promotor y transgén, o subunidad) y un segundo AAV puede portar una casete de expresion que sea una segunda
pieza de una construccién policistrénica (por ejemplo, un transgén o subunidad y una secuencia de poliA). Estas dos
piezas de construccion policistrénica concatamerizan in vivo para formar un solo genoma de vector que co-expresa
los transgenes suministrados por el primer y el segundo AAV. En tales realizaciones, el vector de rAAV portador de
la primera casete de expresion y el vector de rAAV portador de la segunda casete de expresion pueden ser
suministrados en una sola composicion farmacéutica. En otras realizaciones, los dos 0 méas vectores de rAAV son
suministrados como composiciones farmacéuticas separadas que pueden ser administradas de forma
sustancialmente simultanea, o de manera préxima o una después de otra.

Los vectores recombinantes mencionados en lo que antecede pueden ser suministrados a células anfitrion de
acuerdo con métodos publicados. El rAAV, con preferencia suspendido en un portador fisiol6gicamente compatible,
puede ser administrado a un paciente mamifero humano o no humano. Los portadores adecuados pueden ser
seleccionados facilmente por un experto en la materia en vista de la indicacion para la que sea dirigido el virus de
transferencia. Por ejemplo, un portador adecuado incluye solucion salina, que puede ser formulada con una
diversidad de soluciones tampén (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato). Otros ejemplos de
portadores incluyen solucion salina estéril, lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina, dextrano, agar, pectina,
aceite de cacahuete, aceite de sésamo y agua. La seleccion del portador no es una limitaciéon de la presente
invencion.

Opcionalmente, las composiciones de la invencidon pueden contener, ademas del rAAV y del (de los) portador(es),
otros ingredientes farmacéuticos convencionales, tal como conservantes o estabilizadores quimicos. Ejemplos de
conservantes adecuados incluyen clorobutanol, sorbato potasico, acido sorbico, diéxido de azufre, propil galato,
parabenos, etil vanilina, glicerina, fenol y paraclorofenol. Los estabilizadores quimicos adecuados incluyen gelatina 'y
albimina.

Los vectores son administrados en cantidades suficientes para transfectar las células y para proporcionar niveles
suficientes de transferencia y expresion de gen como para proporcionar un beneficio terapéutico sin efectos
adversos indebidos, o con efectos fisioldgicos médicamente aceptables, que pueden ser determinados por los
expertos en la ciencia médica. Rutas de administracién convencionales y farmacéuticamente aceptables incluyen,
aungue sin limitacién, suministro directo a un érgano deseado (por ejemplo, el higado (opcionalmente a través de la
arteria hepatica) o el pulmoén), oral inhalacion, intranasal, intratraqueal, intraarterial, intraocular, intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intradérmica, y otras rutas de administracion parental. Las rutas de administracion
pueden ser combinadas, si se desea.

Las dosificaciones de vector viral dependeran principalmente de factores tales como la condicién que va a ser
tratada, la edad, el peso y el estado de salud del paciente, y por lo tanto puede variar entre pacientes. Por ejemplo,
una dosis humana terapéuticamente efectiva de vector viral esta generalmente comprendida en la gama de entre
alrededor de 0,1 ml y alrededor de 100 ml de solucién que contenga concentraciones de alrededor de 1 x 10°a 1 x
10" genomas en el vector viral. Una dosis humana preferida para su suministro a érganos grandes (por ejemplo,
higado, musculo, corazén y pulmén) puede ser de alrededor de 5 x 10'° a 5 x 10*® genomas de AAV por 1 kg, a un
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volumen de alrededor de 1 a 100 ml. Una dosis preferida para su suministro a un ojo es de aproximadamente 5 x 10°
a5 x 10" copias de genoma, en un volumen de alrededor de 0,1 ml a 1 ml. La dosis sera ajustada de modo que
equilibre el beneficio terapéutico frente a cualesquiera efectos colaterales y tales dosis pueden variar dependiendo
de la aplicacion terapéutica para la que se emplee el vector recombinante. Los niveles de expresion del transgén
pueden ser monitorizados para determinar la frecuencia de dosificacion resultante en vectores virales, con
preferencia vectores de AAV que contienen el minigén. Opcionalmente, se pueden utilizar regimenes de dosificacion
similares a los descritos a efectos terapéuticos para inmunizacion usando las composiciones de la invencién.

Ejemplos de productos terapéuticos y de productos inmunogénicos para su suministro por los vectores que
contienen el AAV de la invencién se proporcionan en lo que sigue. Estos vectores pueden ser usados para una
diversidad de regimenes terapéuticos o de vacuna, segln se describe en la presente memoria. Adicionalmente,
estos vectores pueden ser suministrados en combinacién con uno o mas de otros vectores o ingredientes activos en
un régimen terapéutico y/o de vacuna deseado.

B. Transgenes terapéuticos

Los productos terapéuticos utiles codificados por el transgén incluyen hormonas y factores de crecimiento y
diferenciacion que incluyen, sin limitacion, insulina, glucagén, hormona de crecimiento (GH), hormona paratiroidea
(PTH), factor de liberacién de hormona del crecimiento (GRF), hormona de estimulacién del foliculo (FSH), hormona
leutinizante (LH), gonadotropina coridnica humana (hCG), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
angiopoyetinas, angiostatina, factor de estimulacion de colonia de granulocito (GCSF), eritropoyetina (EPO), factor
de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF), factor de crecimiento
de fibroblasto acidico (aFGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaqueta
(PDGF), factores | y Il de crecimiento de insulina (IGF-I e IGF-I1), uno cualquiera de la stper-familia de factor a de
crecimiento de transformacién, incluyendo el TGFa, activinas, inhibinas, o cualquier otra de las proteinas BMPs 1-15
morfogénicas 6seas (BMP), uno cualquiera de la familia de factores de crecimiento del factor de diferenciacion de
herogluina/neurogluina/ARIA/neu (NDF), factor de crecimiento de nervio (NGF), factor neurotrépico derivado del
cerebro (BDNF), neurotrofinas NT-3 y NT-4/5, factor neurotrépico ciliar (CNTF), factor neurotrépico derivado de linea
celular glial (GDNF), neurturina, agrina, una cualquiera de la familia de semaforinas/colapsinas, netrina-1 y netrina-2,
factor de crecimiento de hepatocito (HGF), efrinas, noggin, erizo sénico y tirosina hidroxilasa.

Otros productos utiles de transgén incluyen proteinas que regulan el sistema inmune incluyendo, sin limitacién, las
citoquinas y linfocinas tales como la trombopoyetina (TPO), las interleuquinas (IL) desde IL-1 a IL-25 (incluyendo por
ejemplo IL-2, IL-4, IL-12 e IL-18), proteina quimioatrayente de monocito, factor de inhibicién de leucemia, factor de
estimulacion de colonia macréfaga de granulocito, ligando Fas, factores a 'y B de necrosis tumoral, interferonas a, B y
y, factor de célula madre, ligando flk-2/flt3. Los productos de gen producidos por el sistema inmune son también
atiles en la invencién. Estos incluyen, sin limitaciones, inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, inmunoglobulinas
guiméricas, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena simpe, receptores de célula T, receptores de célula T
qguiméricos, receptores de célula T de cadena simple, moléculas MCH de clase | y de clase Il, asi como moléculas
de inmunoglobulinas de disefio y moléculas MHC. Los productos de gen dutiles incluyen también proteinas
reguladoras de complemento tales como proteinas reguladoras de complemento, proteina de co-factor de
membrana (MCP), factor de aceleracion de decaimiento (DAF), CR1, CF2 y CD59.

Otros productos de gen Utiles adicionales incluyen uno cualquiera de los receptores para hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas, linfocinas, proteinas reguladoras y proteinas del sistema inmune. La invencion abarca
receptores para regulacion del colesterol y/o modulacién de lipido, incluyendo el receptor de lipoproteina de baja
densidad (LDL), el receptor de lipoproteina de alta densidad (HDL), el receptor de lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL), y receptores scavenger. La invenciéon abarca también vectores que incorporan productos de gen tales como
miembros de la super-familia de receptor de hormona esteroide incluyendo los receptores de glucocorticoide y los
receptores de estrégeno, receptores de vitamina D y otros receptores nucleares. Adicionalmente, los productos de
gen utiles incluyen factores de transcripcion tales como jun, fos, max, mad, factor de respuesta de suero (SRF), AP-
1, AP2, myb, MyoD y miogenina, proteinas que contienen casilla de ETS, TFE3, E2F, ATF1, ATF2, ATF3, ATF4,
ZF5, NFAT, CREB, HNF-4, C/EBP, SP1, proteinas de enlace de casilla CCAAT, factor de regulacion de interferén
(IRF-1), proteina de tumor de Wilms, proteina de enlace de ETS, STAT, proteinas de enlace de casilla GATA, por
ejemplo GATA-3, y la familia bifurcada de proteinas de hélice alada.

Otros productos de gen dutiles incluyen carbamoil sintetasa |, ornitina transcarbamilasa, arginosuccinato sintetasa,
arginosuccinato liasa, arginasa, fumarilacetato hidrolasa, fenilalanina hidroxilasa, alfa-1 antitripsina, glucosa-6-
fosfatasa, porfobilindgeno desaminasa, cistationa beta-sintasa, cetoacido descarboxilasa de cadena ramificada,
albumina, isovaleril-coA deshidrogenasa, propionil CoA carboxilasa, metil malonil CoA mutasa, glutarii CoA
deshidrogenasa, insulina, beta-glucosidasa, piruvato carboxilato, fosforilasa hepatica, fosforilasa quinasa, glicina
descarboxilasa, H-proteina, T-proteina, una secuencia de regulador de transmembrana de fibrosis cistica (CFTR), y
un producto de gen de distrofina (por ejemplo, una mini- 0 una micro-distrofina). Otros productos de gen Uutiles
adicionales incluyen enzimas tales como las que pueden ser usadas en terapia de sustitucion de enzima, la cual es
util en una diversidad de condiciones resultantes de una actividad deficiente de la enzima. Por ejemplo, las enzimas
que contienen manosa-6-fosfato pueden ser utilizadas en terapias para enfermedades de almacenamiento
lisosémico (por ejemplo, un gen adecuado incluye la que codifica la B-glucuronidasa (GUSB)).
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Otros productos de gen Utiles adicionales incluyen los usados para el tratamiento de la hemofilia, incluyendo la
hemofilia B (incluyendo el factor IX) y la hemofilia A (incluyendo el Factor VIII y sus variantes, tal como la cadena
ligeray la cadena pesada del heterodimero y del dominio suprimido en B; documento de Patente US nim. 6.200.560
y documento de Patente US nim. 6.221.349). El gen de Factor VIl codifica 2351 aminoacidos y la proteina tiene
seis dominios, designados desde el aminoacido hasta el término carboxi terminal como A1-A2-B-A3-C1-C2 [Wood et
al., Nature, 312: 330 (1984); Vehar et al., Nature 312: 337 (1984); y, Toole et al., Nature, 342: 337 (1984)]. El Factor
VIII humano se procesa dentro de la célula para producir un heterodimero que comprende principalmente una
cadena pesada que contiene los dominios Al, A2 y B, y una cadena ligera que contiene los dominios A3, C1 y C2.
Tanto el polipéptido de cadena simple como el heterodimero circulan en el plasma como precursores inactivos,
hasta que son activados por escision de trombina entre los dominios A2 y B, lo que libera el dominio B y da como
resultado una cadena pesada que consiste en los dominios A1 y A2. El dominio B es suprimido en forma de
procoagulante activado de la proteina. Adicionalmente, en la proteina nativa, dos cadenas de polipéptido (“a” y “b")
gue flanquean al dominio B, estan enlazadas a un cation de calcio divalente.

En algunas realizaciones, el minigén comprende los primeros 57 pares de bases de la cadena pesada del Factor VIl
gue codifica la secuencia de sefial de 10 aminoacidos, asi como la secuencia de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento humano (hGH). En realizaciones alternativas, el minigén comprende ademas los dominios Al y A2, asi
como 5 aminoécidos desde el término N del dominio B, y/o 85 aminoacidos del término C del dominio B, asi como
los dominios A3, C1 y C2. En otras realizaciones adicionales, los acidos nucleicos que codifican la cadena pesada y
la cadena ligera del Factor VIII son proporcionados en un solo minigén separadas por 42 acidos nucleicos que
codifican 14 aminoacidos del dominio B [documento de Patente US nim. 6.200.560].

Segun se utiliza en la presente memoria, una cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad de vector de AAV
que produce cantidades suficientes de Factor VIII para reducir el tiempo que tarda en coagular la sangre del sujeto.
Generalmente, los hemofilicos severos que tienen menos de un 1% de niveles normales de Factor VIII tienen un
tiempo global de coagulacion sanguinea mayor de 60 minutos en comparacion con los aproximadamente 10 minutos
para un no hemofilico.

La presente invencién no se limita a ninguna secuencia especifica de Factor VIII. Muchas formas naturales y
recombinantes de Factor VIII han sido aisladas y generadas. Ejemplos de formas recombinantes y producidas de
forma natural del Factor VIl pueden ser encontradas en la literatura cientifica y de patentes, incluyendo los
documentos de Patentes US nims. 5.563.045, 5.451.521, 5.422.260, 5.004.803, 4.757.006, 5.661.008, 5.789.203,
5.681.746, 5.595.886, 5.045.455, 5.668.108, 5.633.150, 5.693.499, 5.587.310, 5.171.844, 5.149.637, 5.112.950,
4.886.876; publicacion de Patentes Internacionales nims. WO 94/11503, WO 87/07144, WO 92/16557, WO
91/09122, WO 97/03195, WO 96/21035, y WO 91/07490; solicitudes de Patentes Europeas nums. EP 0 672 138, EP
0 270 618, EP 0 182 448, EP 0 162 067, EP 0 786 474, EP 0 533 862, EP 0 506 757, EP 0 874 057, EP 0 795 021,
EP 0 670 332, EP 0 500 734, EP 0 232 112, y EP 0 160 457; Sanberg et al., XX° Congreso Intern. De la World Fed.
of Hemophilia (1992), y Lind et al., Eu. J. Biochem., 232: 19 (1995).

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican el Factor VIl descrito con anterioridad pueden ser obtenidas
usando métodos recombinantes o derivando la secuencia a partir de un vector que se sabe que las incluye. Ademas,
la secuencia deseada puede ser aislada directamente a partir de células y tejidos que la contienen, usando técnicas
estandar, tal como extraccién con fenol y PCR de cADN o de ADN gendmico [Véase, por ejemplo, Sambrook et al.].
Las secuencias de nucleétido pueden ser producidas también sintéticamente, en vez de clonadas. La secuencia
completa puede ser ensamblada mediante solapamiento de oligonucleétidos preparados por medio de métodos
estandar y ensamblados en una secuencia de codificacion completa [Véase, por ejemplo, Edge, Nature, 292: 757
(1981); Nambari et al., Science, 223: 1299 (1984); y Jay et al., J. Biol. Chem. 259: 6311 (1984).

Ademas, la invencidn no se limita al Factor VIII humano. Por el contrario, se pretende que la presente invencion
abarque vectores que incorporan Factor VIII de animales distintos de los humanos, incluyendo sin limitacion los
animales de compafiia (por ejemplo, caninos, felinos y equinos), animales de cria (por ejemplo, bovinos, caprinos y
ovinos), animales de laboratorio, mamiferos marinos, grandes gatos, etc.

Los vectores de AAV pueden contener un acido nucleico que codifique los fragmentos de Factor VIII que no sea en
si mismo biolégicamente activo, incluso aunque cuando se administra en el sujeto mejore o restablezca el tiempo de
coagulaciéon sanguinea. Por ejemplo, segin se ha discutido con anterioridad, la proteina de Factor VIII comprende
dos cadenas de polipéptido: una cadena pesada y una cadena ligera separadas por un dominio B que se escinde
durante el procesamiento. Segun se ha demostrado mediante la presente invencion, la co-transduccién de células
receptoras con las cadenas pesada y ligera de Factor VIII conduce a la expresiéon de Factor VIII biolégicamente
activo. Puesto que la mayor parte de los hemofilicos contienen una mutacién o supresiéon en una sola de las
cadenas (por ejemplo, la cadena pesada o la ligera), puede ser posible administrar solamente la cadena defectuosa
en el paciente para suministrar la otra cadena.

Otros productos de gen dutiles incluyen polipéptidos que se producen de forma no natural, tal como polipéptidos
quiméricos o hibridos que tienen una secuencia de aminoacido que se produce de forma no natural que contiene
inserciones, supresiones 0 sustituciones de aminoacido. Por ejemplo, las inmunoglobulinas de disefio de cadena
simple podrian ser Utiles en determinados pacientes inmunocomprometidos. Otros tipos de secuencias de gen que
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ocurren de forma no natural incluyen moléculas antisentido y acidos nucleicos cataliticos, tal como ribozimas, que
podrian ser usadas para reducir la sobre-expresion de un objetivo.

La reduccién y/o la modulacion de expresion de un gen resulta particularmente deseable para el tratamiento de
condiciones hiper-proliferativas caracterizadas por células hiper-proliferantes, como son los canceres y la psoriasis.
Los polipéptidos objetivos incluyen aquellos polipéptidos que se producen exclusivamente, o a niveles mas altos, en
células hiper-proliferativas en comparacion con células normales. Los antigenos objetivo incluyen polipéptidos
codificados por oncogenes tales como myb, myc, fyn, y el gen de translocacién bcr/abl, ras, src, P53, neu, trk y
EGRF. Adicionalmente a los productos de oncogén como antigenos objetivo, los polipéptidos objetivo para
tratamientos anti-cancer y regimenes protectores incluyen regiones variables de anticuerpos formadas por linfomas
de célula B y regiones variables de receptores de células T de linfomas de células T que, en algunas realizaciones,
se usan también como antigenos objetivo para la enfermedad autoinmune. Otros polipéptidos asociados a tumor
pueden ser usados como polipéptidos objetivo tal como polipéptidos que se encuentran a niveles mas altos en
células tumorales incluyendo el polipéptido reconocido por el anticuerpo 17-1A monoclonal y los polipéptidos de
enlace de folato.

Otros polipéptidos y proteinas terapéuticos adecuados incluyen los que pueden ser Utiles para tratar individuos que
sufren enfermedades y desérdenes autoinmunes confiriendo una respuesta inmune protectora de base amplia frente
a objetivos que se asocian con autoinmunidad que incluyen receptores de célula y células que producen
“anticuerpos auto-direccionados”. Las enfermedades autoinmunes mediadas por células T incluyen artritis
reumatoide (RA), esclerosis multiple (MS), sindrome de Sjégren, sarcoidosis, diabetes mellitus insulino-dependiente
(IDDM), tiroiditis autoinmune, artritis reactiva, espondilitis anquilosante, escleroderma, polimiositis, dermatomiositis,
psoriasis, vasculitis, granulomatosis de Wegener, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa. Cada una de estas
enfermedades esta caracterizada por receptores de células T (TCRs) que enlazan con antigenos endégenos y que
inician la cascada inflamatoria asociada a enfermedades autoinmunes.

C. Transgenes inmunogénicos

Adecuadamente, los vectores de AAV de la invencion evitan la generacion de respuestas inmunes a las secuencias
de AAV contenidas dentro del vector. Sin embargo, estos vectores pueden no obstante ser formulados de una
manera que permita la expresion de un transgén portado por los vectores para inducir una respuesta inmune a un
antigeno seleccionado. Por ejemplo, con el fin de fomentar una respuesta inmune, el transgén puede ser expresado
a partir de un promotor constitutivo, el vector puede ser adyuvado segun se describe en la presente memoria, y/o el
vector puede ser situado en tejido degenerativo.

Ejemplos de transgenes inmunogénicos adecuados incluyen los seleccionados en una diversidad de familias virales.
Ejemplos de familias virales deseables frente a las que podria ser deseable una respuesta inmune incluyen la familia
de picomavirus, la cual incluye los géneros rinovirus, los cuales son responsables de aproximadamente el 50% de
los casos de resfriado comun; los géneros enterovirus, los cuales incluyen poliovirus, coxsakievirus, ecovirus y
enterovirus humanos tal como el virus de la hepatitis A; y los géneros aptovirus, los cuales son responsables de
enfermedades de los pies y la boca, principalmente en animales no humanos. Dentro de la familia de virus de los
picomavirus, los antigenos objetivo incluyen VP1, VP2, VP3, VP4 y VPG. Otras familias virales incluyen los
astrovirus y la familia calcivirus. La familia calcivirus abarca el grupo de virus Norwalk, los cuales son un importante
agente causante de gastroenteritis epidémica. Incluso otra familia viral deseable para su uso en la objetivacion de
antigenos para inducir respuestas inmunes en humanos y animales no humanos, es la familia togavirus, que incluye
los géneros alfavirus, los cuales incluyen los virus de Sindbis, virus de RossRiver y de encefalitis Venezuelan,
Eastern & Western Equine, y rubivirus incluyendo el virus de la Rubeola. La familia flaviviridae incluye los virus del
dengue, de la fiebre amarilla, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis de St. Louis y de la encefalitis transmitida
por garrapatas. Otros antigenos objetivo pueden ser generados a partir de la Hepatitis C o de la familia coronavirus,
que incluye una cantidad de virus no humanos tales como el virus de la bronquitis infecciosa (aves de corral), el virus
de la gastroenteritis transmisible porcina (cerdo), el virus de la encefalomielitis de hemaglutinina porcina (cerdo), el
virus de la peritonitis infecciosa felina (gato), el coronavirus entérico felino (gato), el coronavirus canino (perro) y los
coronavirus respiratorios humanos, los cuales pueden causar el resfriado comin y/o la hepatitis no-A, B o C, y que
incluyen la supuesta causa del sindrome respiratorio agudo repentino (SARS). Dentro de la familia coronavirus, los
antigenos objetivo incluyen el E1 (también denominado proteina M o matriz), E2 (también denominado proteina S o
de Spike), E3 (también denominado HE o hemaglutina-elterosa), glicoproteina (no presente en todos los
coronavirus), o N (nucleocapside). Otros antigenos mas pueden ser objetivados contra la familia arterivirus y la
familia rhabdovirus. La familia rhabdovirus incluye los géneros vesiculovirus (por ejemplo, el Virus de la Estomatitis
Vesicular), y los géneros lisavirus (por ejemplo, las rabias). Dentro de la familia rhabdovirus, los antigenos
adecuados pueden ser derivados de la proteina G o de la proteina N. La familia filoviridae, la cual incluye virus de la
fiebre hemorragica tales como el virus de Marburg y el Ebola, puede ser una fuente adecuada de antigenos. La
familia paramixovirus incluye el virus de la parainfluenza Tipo 1, el virus de la parainfluenza Tipo 3, el virus de la
parainfluenza bovina Tipo 3, rubulavirus (virus de las paperas), virus de la parainfluenza Tipo 2, virus de la
parainfluenza Tipo 4, virus de la enfermedad de Newcastle (pollos), peste bovina, morbilivirus, que incluye el
sarampién y el moquillo canino, y neumovirus, que incluye el virus sincitial respiratorio. El virus de influenza esta
clasificado dentro de la familia ortomixovirus y es una fuente adecuada de antigeno (por ejemplo, la proteina HA, la
proteina N1). La familia bunyavirus incluye los géneros bunyavirus (encefalitis de California, La Crosse), flebovirus
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(Fiebre del Valle del Rift), hantavirus (el puremala es un virus de la fiebre de hemahagin), nairovirus (enfermedad de
la oveja de Nairobi) y varios bungavirus no asignados. La familia arenavirus proporciona una fuente de antigenos
contra virus LCM y de la fiebre de Lassa. Otra fuente de antigenos es la familia bomavirus. La familia reovirus
incluye los géneros reovirus, rotavirus (que causa gastroenteritis aguda en nifios), orbivirus, y cultivirus (fiebre de la
garrapata de Colorado, Lebombo (humanos), encefalosis equina, lengua azul). La familia retrovirus incluye la sub-
familia oncorivirinal que abarca tales enfermedades humanas y veterinarias como el virus de la leucemia felina,
HTLVI y HTLVII, lentiviral (que incluye el VIH, virus de la inmunodeficiencia del simio, virus de la inmunodeficiencia
felina, virus de la anemia infecciosa equina, y spumavirus).

Con respecto al VIH y al VIS, se han descrito muchos antigenos adecuados y que pueden ser facilmente
seleccionados. Ejemplos de antigenos de VIH y de VIS adecuados incluyen, sin limitacion, las proteinas gag, pol,
Vif, Vpx, VPR, Env, Tat y Rev, asi como varios fragmentos de las mismas. Por ejemplo, fragmentos adecuados de la
proteina envolvente (env) incluyen, por ejemplo, gp4l, gpl40 y gpl20. Adicionalmente, se han descrito una
diversidad de modificaciones a estos y otros antigenos de VIH y VIS. Antigenos adecuados para este propdésito son
conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, se puede seleccionar una secuencia que codifique la gag,
pol, Vif y Vpr, Env, Tat y Rev, entre otras proteinas. Véase, por ejemplo, la proteina gag modificada que se describe
en la Patente US 5.972.596. Véase también las proteinas de VIH y VIS descritas por D.H. Barouch et al., J. Virol.,
75(5); 2462-2467 (Marzo de 2001), y R.R. Amara, et al., Science, 292: 69-74 (6 de Abril de 2001). Estas proteinas o
subunidades de las mismas pueden ser suministradas solas o en combinaciéon por medio de vectores separados o
desde un Unico vector.

La familia papovavirus incluye la subfamilia poliomavirus (virus BKU y JCU) y la subfamilia papilomavirus (asociada
con canceres o progresion maligna de papiloma). La familia adenovirus incluye virus (EX, AD7, ARD, O.B.) que
causan enfermedad respiratoria y/o enteritis. La familia parvovirus incluye parvovirus felino (enteritis felina),
panleucopeniavirus felino, parvovirus canino y parvovirus porcino. La familia herpesvirus incluye la subfamilia
alfaherpesvirinae, la cual abarca los géneros simplexvirus (VHSI, VHSII), varicelovirus (seudo-rabias, varicela zéster)
y la subfamilia betaherpesvirinae, la cual incluye los géneros citomegalovirus (HCMV, muromegalovirus) y la
subfamilia gammaherpesvirinae, la cual incluye los géneros linfocriptovirus, EBV (linfoma de Burkitts), herpesvirus
humano 6A, 6B y 7, herpesvirus asociado a sarcoma de Kaposi y herpesvirus de cercopitecina (virus B),
rinotraqueitis infecciosa, virus de la enfermedad de Marek, y radinovirus. La familia poxvirus incluye la subfamilia
cordopoxvirinae, la cual abarca los géneros ortopoxvirus (Variola mayor (Viruela) y Vaccinia (Viruela vacuna)),
parapoxvirus, avipoxvirus, capripaxvirus, leporipoxvirus, suipoxvirus y la subfamilia entomopoxvirinae. La familia
hepadnavirus incluye el virus de la Hepatitis B. Un virus no clasificado que puede ser una fuente adecuada de
antigenos es el virus de la Hepatitis delta, el virus de la Hepatitis E, y los priones. Otro virus que constituye una
fuente de antigenos es el Virus Nipan. Incluso otras fuentes virales adicionales pueden incluir el virus de la
enfermedad bursal infecciosa aviar y el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino. La familia alfavirus
incluye el virus de la arteritis equina y varios virus de Encefalitis.

La presente invencion puede abarcar también vectores que incorporan inmundégenos que son Utiles para inmunizar a
un humano frente a otros patdégenos que incluyen bacterias, hongos, microorganismos parasitos o parasitos
multicelulares que infectan vertebrados humanos y no humanos, o procedentes de una célula cancerigena o una
célula tumoral. Ejemplos de patdégenos bacterianos incluyen los cocos patogénicos gram-positivos que incluyen
neumococos, estafilococos (y las toxinas producidas por los mismos, por ejemplo la enterotoxina B), y
estreptococos. Los cocos patogénicos gram-negativos incluyen el meningococus, gonococus. Los bacilos
patogénicos entéricos gram-negativos incluyen enterobactiaceae; seudomonas, acinetobacterias y eikenella;
melioidosis, salmonella; shigella; hemofilos; moraxella; H. ducreyi (que provoca cancroide); especies de brucella
(brucelosis); Francisella tularensis (que provoca tularemia); Yersinia pestis (plaga) y otra yersinia (pasteurella);
streptobacillus moniliformis y espirilio; los bacilos gram-positivos incluyen listeria monocitogenes; erisipelotrix
rhusiopathiae; Corynebacterium diphteria (difteria); célera; B. anthacis (antrax); donovanosis (granuloma inguinal); y
bartonellosis. Las enfermedades causadas por bacterias patogénicas anaerébicas incluyen el tétanos; botulismo
(Clostridium botullinum y su toxina); Clostridium perfringens y su toxina épsilon; otra clostridia; tuberculosis; lepra, y
otras micobacterias. Las enfermedades espiroquetales patogénicas incluyen la sifilis; trepanomatosis; la sifilis pian,
pinta y endémica; y la leptoespirosis. Otras infecciones causadas por bacterias patdgenas mayores y por hongos
patogénicos incluyen muermo (Burkholderia mallei); actinomicosis; nocardiosis; criptococosis; blastomicosis;
histoplasmosis y  coccidioidomicosis; candidiasis, aspergilosis 'y  mucormicosis; esporotricosis;
paracoccidiodomicosis, petrielidiosis, torulopsosis, micetoma y cromomicosis; y dermatofitosis. Las infecciones de
Rickettsia incluyen la fiebre del tifus, la fiebre maculosa de las Montafias Rocosas, la fiebre Q (Coxiellaburnetti), y
rickettsiosis pustulosa. Ejemplos de infecciones de micoplasma y clamidiales incluyen: micoplasma penuamoniae;
linfogranuloma venereum; psitacosis; e infecciones clamidiales perinatales. Los eucariotas patogénicos abarcan
protozoos patogénicos y helmintos y las infecciones producidas por los mismos incluyen: amebiasis; malaria;
leismaniasis; tripanosomiasis; toxoplasmosis; Pneumocystis carinii; Trichans; Toxoplasma gondii; babesiosis;
giardiasis; triquinosis; filariasis; esquistosomiasis; nematodos; trematodos o platijas; e infecciones por cestodo
(tenia).

Muchos de estos organismos y/o las toxinas producidas por los mismos han sido identificados por los Centros para
el Control de Enfermedades [(CDC), Departamento de Sanidad y Servicios Humanos, USA] como agentes que
tienen potencial para su uso en ataques biologicos. Por ejemplo, algunos de estos agentes biol6gicos incluyen
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Bacillus anthracis (antrax), Clostridium botulinum y sus toxinas (botulismo), Yersinia pestis (plaga), varicela mayor
(varicela), Francisella tularensis (tularemia), y fiebres hemorragicas virales [filovirus (por ejemplo, Ebola, Marburg], y
arenavirus [por ejemplo, Lassa, Machupo]), todos los cuales estan clasificados en la actualidad como agentes de
Categoria A; Coxiella burnetti (fiebre Q); especies Brucella (brucelosis), Burkholderia mallei (muermo), Burkholderia
pseudomallei (meloidosis), Ricinus communis y sus toxinas (toxina ricina), Clostridium perfringens y su toxina (toxina
épsilon), especie Staphylococcus y sus toxinas (enterotoxina B), Chlamidia psittaci (psitacosis), amenazas de
seguridad del agua (por ejemplo, Vibrio cholerae, Chritosporidium parvum), fiebre del tifus (Rickettsia powazekii), y
encefalitis viral (alfavirus, por ejemplo encefalitis equina de Venezuela; encefalitis equina Eastern; encefalitis equina
Western); todos los cuales estan actualmente clasificados como agentes de Categoria B; y virus Nipan y hantavirus,
los cuales estan actualmente clasificados como agentes de categoria C. Adicionalmente, otros organismos que
estan clasificados de ese modo o clasificados de forma diferente, pueden ser identificados y/o usados para tal
propésito en el futuro. Se comprendera facilmente que los vectores virales y otras construcciones descritas en la
presente memoria son Utiles para suministrar antigenos procedentes de estos organismos, virus, sus toxinas u otros
subproductos, que impidan y/o traten infeccién u otras reacciones adversas con estos agentes bioldgicos.

La administracion de los vectores de la invencion para suministrar inmundgenos contra la region variable de los
células T provoca una respuesta inmune que incluye CTLs para eliminar esas células T. En artritis reumatoide (RA)
han sido caracterizadas varias regiones variables especificas de TCRs que estan involucradas en la enfermedad.
Estos TCRs incluyen V-3, V-14, V-17 y V-17. Asi, el suministro de una secuencia de acido nucleico que codifique al
menos uno de estos polipéptidos provocara una respuesta inmune que tendra como objetivo células T involucradas
en RA. En esclerosis mdltiple (MS), varias regiones variables especificas de TCRs que estan involucradas en la
enfermedad han sido caracterizadas. Estas TCRs incluyen V-7 y V-10. Asi, el suministro de una secuencia de acido
nucleico que codifica al menos uno de estos polipéptidos provocara una respuesta inmune que tendra como objetivo
células T involucradas en MS. En escleroderma, varias regiones variables especificas de TCRs que estan
involucradas en la enfermedad han sido caracterizadas. Estos TCRs incluyen V-6, V-8, V-14 y V-16, V-3C, V-7, V-
14, V-15, V-16, V-28 y V-12. Asi, el suministro de una molécula de acido nucleico que codifique al menos uno de
estos polipéptidos provocara una respuesta inmune que tendra como objetivo células T involucradas en
escleroderma.

De ese modo, el vector viral recombinante derivado de rAAV de la invencion proporciona un vehiculo eficiente de
transferencia de gen que puede suministrar un transgén seleccionado a una célula anfitrion seleccionada in vivo o ex
vivo incluso cuando el organismo tenga anticuerpos neutralizantes respecto a una o mas fuentes de AAV. En una
realizacion, el rAAV y las células se mezclan ex vivo; las células infectadas se cultivan usando metodologias
convencionales, y las células transducidas son re-infundidas en el paciente.

Estas composiciones son particularmente adecuadas para suministro de gen con fines terapéuticos y a efectos de
inmunizacion, incluyendo induccién de inmunidad protectora. EI AAV de la presente invencién y las composiciones
gue lo contienen pueden ser usados también en regimenes de inmunizacion tales como los descritos en la solicitud
de Patente US en co-propiedad num. 60/565936, depositada el 28 de Abril de 2004 relativa a “Adenovirus secuencial
y suministro mediado por AAV de moléculas inmunogénicas”.

Ademas, las composiciones de la invencidn pueden ser también usadas para la produccién de un producto de gen
deseado in vitro. Para produccion in vitro, un producto deseado (por ejemplo, una proteina) puede ser contenida a
partir de un cultivo deseado a continuacion de la transfecciéon de células anfitrion con un rAAV que contenga la
molécula que codifica el producto deseado y cultivando el cultivo celular bajo condiciones que permitan expresion. El
producto expresado puede ser a continuacion purificado y aislado, segin se desee. Técnicas adecuadas para
transfeccién, cultivo celular, purificacién y aislamiento, son conocidas por los expertos en la materia.

Los ejemplos que siguen ilustran varios aspectos y realizaciones de la invencion y del método de singletén en
general.

Ejemplo 1

De acuerdo con el método descrito en lo que antecede, se han identificado secuencias de AAV como poseedoras de
singletones, cuando se disponen en alineamiento con una libreria de secuencias que contienen representantes de
cada uno de los clados A, B, C, D, E y F (representados por AAV9). La tabla que sigue ilustra las secuencias de
capside y el singletébn que van a ser alterados respecto a una secuencia conservada. Para determinadas
mutaciones, el singletén va seguido por un * y después por el residuo de aminoacido que lo sustituye. Para otras
mutaciones, el singletén va seguido por su posicién de aminoacido y por el residuo que lo reemplaza.

La numeracion de aminoacido se basa en las secuencias publicadas para cada uno de esas capsides de AAV.
Véase, por ejemplo, G. Gao, et al., J. Virol., 78(12): 6381-6388 (Junio 2004) y publicacién de Patente Internacional
num. WO 2004/042397 [todas las secuencias de la misma depositadas en GenBank], y la publicaciéon de Patente
Internacional nim. WO 2005/033321, depositada el 30 de Septiembre de 2004.

Por ejemplo, con referencia a la tabla que sigue, las nomenclaturas deberan ser leidas como sigue. Cy5R1 se refiere
a la secuencia de aminoacido de SEQ ID Num. 24, que ha sido modificada para que contenga un acido aspartico (D)
en la posicion 13 de residuo de aminoéacido; cy5 tiene una glicina en su secuencia de aminoacido nativo en el
residuo nim. 13. Cy5R2 se refiere a la secuencia de aminoacido de SEQ ID Num. 24, la cual ha sido modificada
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para que contenga un acido aspartico en la posiciéon 13 de aminoacido (glicina en la secuencia nativa y una
asparagina en la posicion 403 de residuo de aminoacido (acido aspartico en la secuencia nativa). Cy5R3 tiene la
secuencia de aminoacido de SEQ ID Num. 24, la cual ha sido modificada para que tenga las mismas modificaciones
gue la Cy5R2 y, adicionalmente, una lisina en la posicién 158 (una asparagina de forma nativa) y una glutamina en
la posicién 161 (una prolina de forma nativa). Dada esta informacién, un experto en la materia estara facilmente
capacitado para determinar las otras modificaciones de singletdn que se mencionan en la tabla que sigue.

Nombre SEQ ID Num. (AAV Dominante) Sitios Mutados Clado
cys 24
Cy5R1 G13D D
Cy5R2 G13D D403N D
Cy5R3 G13D D403N R51K D
Cy5R4 G13D D403N R51K N158K + P161Q D
Rh. 13 26 D
Rh. 13R E538K D
Rh37 40 D
Rh37R2 E634K T297M D
Rh.2 39 E
rh2R V6511 E
Rh.8 41
rh.8R D531E
Rh.48 44
Rh.48.1 K217E B
Rh.48.2 S304N B
Rh.48.1.2 K217E S304N B
Nombre SEQ ID Num. (AAV Dominante) Sitios Mutados Clado
Hu.44 45 A
Hu.44R1 E1337K A
Hu.44R2 E137K P446L A
Hu.44R3 E137K P446L G609D A
Rh32/33 2
Hu. 29 42 B
Hu.29R G396E B
Ch.5 46
Ch.5R1 T611l
rh.67 47 D
rh.58 48 S653N E
Rh.64 43 E
Rh64R1 R697W E
Rh64R2 R697W V686E E
AAVE 29 A
AAV6.2 F129L
AAV6.1 K531E A
AAV6.12 F129L K531E A
rh.54 49 V404M D
hu.48 50 A
hu.48R1 G277S A
hu.48R2 G277S E322K A
hu.48R3 G277S E322K S552N
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Ejemplo 2

En un estudio preliminar, se seleccionaron cinco clones para comprobar el método de singletén de la invencion. La
tabla que aparece a continuacion proporciona la descripcién de fenotipo de los 5 clones. El nimero de singletones
pronosticado se proporciona con la clasificacion de clado y serotipo.

El fenotipo de empaquetamiento se considera insuficiente cuando su titulo es menor que 1 x 10" GC, bajo cuando
es inferior a 1 x 10" GC, bueno cuando es inferior a 1 x 10™, y excelente cuando es mas alto.

Los fenotipos de transferencia de gen fueron establecidos mediante expresién de gen de CB.A1AT e indicados como
sigue: “+++” mejor que el principal candidato para tejido objetivo, “++", “+” y “-“ respectivamente mejor que el 50%,
entre 10 — 50% o0 menor que un 10% de niveles de suero de A1AT de candidatos principales (musculo: AAV1,
higado: AAV8, Pulmén: AAV9). “n/a” indicaba que el vector no podia ser producido a niveles suficientes para
estudios de transferencia de gen in vivo.

La clonacion de correcciones de singleton fue como sigue. A partir del plasmido de empaquetamiento original, se
realiz6 mutagénesis dirigida al sitio. A continuacién de ello, se ensay6 integridad de estructura de vector mediante
digestion Pstl y se confirmé la correccion del singletéon mediante secuenciacion. El vector de expresion de EGFP fue
producido a continuacion por triplicado sobre un formato de 12 pocillos lado con lado con el vector que contiene el
singletdon dominante, control positivo de AAV2 y AAV2/8 y una produccidn sin presencia de plasmido de
empaquetamiento como control negativo. Un volumen igual de lisato recolectado después de congelacion 3x, fue
incubado sobre células 293. Se monitorizé expresion de eGFP mediante citometria de flujo 72 horas después de la
transduccion.

Se llevé a cabo la mutagénesis dirigida al sitio de los residuos de singletén en clones rh.37, rh.2, ch.5, rh.13 y rh.8.
Estas secuencias particulares fueron seleccionadas para representar una diversidad de fenotipos que fueron
previamente documentados.

Clon Empaquetamiento Fenotipo de transferencia de gen # Singletén | Clado (serotipo)
Fenotipo Pulmén Higado Musculo

rh.37 Insuficiente n/a n/a n/a 2 D (AAVT)

rh.2 Bajo ++ + +++ 1 E (AAVS)

ch.5 Bueno - - - 1 Ch.5

rh.13 Excelente + + + 1 D (AAVT)

rh.8 Bueno - + ++ 1 Rh.8

Se observé un incremento de la expresién del vector para 4 de cada 5 clones. El incremento fue mas dramatico para
el rh.37 y el rh.2, vectores que mostraron previamente tener una baja producciéon de empaquetamiento. Para esos
vectores, las particulas productivas fueron producidas a niveles suficientes para la deteccién. Los vectores rh.8 y
rh.13 mostraron un incremento de transduccién.

Con el fin de distinguir los efectos de la mutacion de singleton sobre la transduccion frente a empaquetamiento y
ensamblaje, se realizaron preparaciones de vector a pequefia escala y se titularon respecto a particulas resistentes
Dnasa mediante PCR cuantitativo. Para el rh.37, se observé un incremento de dos veces en la produccion de vector.
El rh.8 mostré un incremento moderado de 5 veces en el titulo mientras que el rh.13 lo hizo igualmente. Todos los
titulos de clones corregidos en singletén estuvieron dentro de una gama aceptable en comparaciéon con la
produccién de AAV2 y de AAV22/8 y cuando fueron extrapolados a preparaciones a gran escala. El rh.2 no fue
ensayado en cuanto a titulacion.

A continuacion, se monitorizé in vitro el efecto del cambio de singletdn en una estructura de transduccién con igual
namero de particulas por célula. Se llevé a cabo una titulacion sobre células 293 para rh.8 y rh.13. Se describi6é un
incremento moderado de eficacia de transduccion en todos los MOls.

A partir de este subconjunto inicial de 5 clones, fueron transducidas 3 células de forma productiva. Dos clones fueron
incapaces de producir alguna expresion de eGFP en esta estructura. Lo mas probable es que esto se deba a un
defecto en el empaquetamiento del vector que podria no estar pronosticado por la alternativa de singletén.

El método fue utilizado para corregir cuatro posiciones de singletdon pronosticadas en el clon de AAV hu.46, P156S
R362C S393F A676. Sin embargo, estas modificaciones no dieron como resultado un AAV que pudiera ser
rescatado, lo que indica otro tipo de error fatal en la secuencia del hu.46.

Ejemplo 3 — Analisis in vitro de vectores virales co n capsides alteradas
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Usando los métodos descritos en lo que antecede, se alteraron las proteinas de capside del rh.64 y del hu.29,y a
continuacién se usaron para construir vectores virales con las capsides alteradas usando seudotipado segun se ha
descrito en el Ejemplo 2y en G. Gao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 11854-9 (3 de Septiembre de 2002).

De forma resumida, los vectores que expresan proteina fluorescente verde potenciada (EGFP) fueron usados para
examinar eficiencia de transduccion in vitro de los vectores en células de rifion endoteliales humanas (células 293).
Estas células 293 fueron incubadas en presencia de 10* GC/célela en particulas de AAVCMVeGFP seudotipadas
después de una corta pre-incubacién con wtAd5. El nimero de células positivas de eGFP por 10.000 células en total
fue medido mediante analisis FACS con un limite de deteccion de 5 células/10K.

La modificacién de la capside de Rh.64 proporciond particulas de rh.64 modificadas que eran sobre 100 veces mas
eficientes después de un cambio de R697W. Una mutacion de V686E posterior produjo un incremento de 2 veces la
capacidad de empaquetamiento.

La modificacion de la capside de Hu.29 produjo viriones modificados de rh.64 que fueron rescatados de una
capacidad de empaquetamiento deficiente cambiando G396E. SE observé un incremento mayor de 1000 veces en
la produccién.

Muchos de los mas de 20 viriones de AAV modificados que mostraron mejoras de expresion incluyen AAV6.1,
hu.48R1, hu.48R2, hu.44R2, hu.44R3, rh.48.2, rh.48.2.1.

Ejemplo 4 — Efecto de singletdn en aplicaciones de tr  ansferencia de gen in vivo

Los efectos de los mutantes del singletén fueron estudiados en una estructura in vivo. Los estudios de transferencia
de gen sobre ratones C57B/6 han sido iniciados sobre un nimero de vectores modificados de acuerdo con el
método de la invencion. Los estudios dirigidos y los estudios dirigidos al higado fueron iniciados y tomados como
punto de referencia frente a los candidatos principales actuales para la aplicacion particular.

Se seleccion6 a-antitripsina (A1AT) humana como gen informador sensible y cuantitativo en los vectores y se
expreso bajo el control de promotor de B-actina de pollo potenciada en CMV. El empleo de promotor de CB permite
gue se consigan altos niveles de transferencia de gen de A1AT no especifico del tejido y constitutivo, y también
permite el uso de la misma preparacion de vector para estudios de transferencia de gen en cualquier tejido de
interés.

El musculo fue elegido como un primer tejido objetivo. 40 vectores nuevos diferentes (basados en 24 clones
diferentes cada uno con su(s) respectivo(s) mutante(s) de singletén) fueron inyectados intramuscularmente en una
extremidad posterior de raton C57B/6. Todos los experimentos fueron realizados con 1 x 10" GC/animal con una
casete de transgén CB.A1At. Los vectores fueron cada vez alicuotados a un mismo volumen (50 pl) por ratén y
grupo por clado. Cada estudio individual comprendia uno o dos clados con grupos de control que incluian el serotipo
representativo, AAV22/8 y AAV22/1 que sirvi6 como punto de referencia para transferencia de gen objetivada en el
musculo. La expresion de gen fue detectada en el dia 7, 14, 28 y 63 post inyeccion y evaluada mediante un hA1AT
ELISA especifico.

Para varios aislados y versiones corregidas de singletén, se generaron datos sobre su comportamiento tras la
infusién intraportal dirigida al higado. Los resultados preliminares muestran que la mayoria de los clones corregidos
se comportan igual o mejor que el aislado original.

Para un clon particular, en especial el cy.5, la correccién de singletén parece tener un efecto beneficioso sobre la
transduccion del muasculo. El clon cy.5R4 portador de 4 correcciones de singleton mejoré la eficiencia de
transferencia de gen sobre un tropismo muscular ya decente presentado por el aislado original. El rendimiento del
cy.5R4 es igual, o ligeramente mejor, que los controles AAV2/1 y AAV2/7 tomados como referencia.

Un aislado que habia producido previamente titulos demasiado bajos para su evaluacién adicional, el rh.64, se
comport6 excepcionalmente bien en el misculo tras la correccion de un singleton. El rh.64R1 se comporté mejor que
el rh64.2 y dio niveles de hA1AT mas altos que los conseguidos por su serotipo AAV2/8 relativo mas cercano, asi
como también que el AAV2/7.

En otros estudios, los ratones fueron inyectados con vector por grupos basados en los clados. Se dosificd 1 x 10"
GClratén con vector que expresa CB.hA1AT. Se midieron los niveles de suero de hA1lAT mediante hA1AT
especifico ELISA.

Los efectos de singletdn sobre transferencia de gen in vivo parecen ser dependientes del tejido aislado y del
objetivo. Se realizaron varias observaciones interesantes.

Para ciertos clones de singletdn, los efectos son cuantitativamente similares en el musculo y en el higado (por
ejemplo, rh.2, rh.13 o cy.5). Los aislados hu.48 y rh.48 muestran una expresion incrementada en el mdsculo con un
numero incrementado de singletones revertidos.

Otros clones como el rh.64 y el AAV6 muestran un perfil de expresion particular. El aislado hu.48R2, por ejemplo, es
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alrededor de 10 veces menos eficiente en cuanto a empaquetamiento cuando se compara con el hu.48R3, pero este
ultimo es alrededor de 5 veces menos eficiente para transducir musculo. EI AAV6 contiene dos singletones. Ambos
tienen efectos moderados sobre el empaquetamiento, y combinados llevan el empaquetamiento de AAV6 hasta el
nivel del punto de referencia. In vitro, se observa una diferencia apreciable entre el clon dominante y los diferentes
clones. In vivo, en el misculo, el AAV6.1 y el AAV6.1.2 muestran transferencia de gen reducida mientras que el
AAV6.2 muestra un incremento moderado.

Ejemplo 5 — Evaluacién de AAV corregido en singleton e n el pulmén y en el higado

Los vectores de AAV optimizados para eficiencia de empaquetamiento y transferencia de gen mediante la reversion
de residuos de singleton fueron evaluados adicionalmente en el pulmén y el higado. Se presentan los datos para
ambos vectores que fueron identificados como no contenedores de singletébn o para los que los residuos de
singleton fueron convertidos en el aminoacido conservado.

A. Evaluacién de transferencia de gen CB.A1AT de AAV al pulmén tras inyeccién intratraqueal mediada por pi2,
rh32.33, AAV2/9, AAV2/5, rh.2R, ch5R

Se compararon varias capsides de AAV en cuanto a su capacidad para objetivar el pulmon. Se midieron los niveles
de hA1AT en suero. Los AAVs evaluados estan libres de singletdn (pi2, rh32.33, AAV2/9, AAV2/5, rh.2R, ch5R) o
bien contienen un residuo de singletén (rh.2, rh.8). El AAV2/5 y el AAV2/9 estan representados como puntos de
referencia.

Los estudios de transferencia de gen fueron realizados en ratones C57B/6 (machos, 5 por grupo) usando los
vectores que portan ya sea la casete de expresion de CB.A1AT (es decir, ITR 5’ de AAV2, promotor de B-actina (CB)
de pollo, al-antitripsina (A1AT) humana, ITR 3’ de AAV2) o ya sea la casete de expresion de CB.nLacZ (es decir,
ITR 5 de AAV2, B-galactosidasa localizada nuclear (nLacZ), ITR 3' de AAV2) en las capsides descritas con
anterioridad. De forma resumida, 50 ul de estos vectores corregidos en singleton o libres de singleton fueron co-
instilados (1 x 10" copias de genoma (GC)) intratraquealmente con los vectores portadores de la A1AT y los
vectores portadores de la nLacZ (1 x 10" GC).

En los dias 12 y 20, se tomaron 20 sangrias y se midieron los niveles de suero de la A1AT (ng AAT/ml suero). Los
datos mostraron un drastico incremento de expresion de al-antitripsina humana en el pulmén para rh.2 a rh.2R tras
la inyeccion intratraqueal (IT) de 1 x 10 GC. Ademas, se evaluaron una diversidad de vectores de AAV que estan
libres de singleton. Todos los vectores mostraron niveles aceptables de expresién en el pulmén.

B. Evaluacion de vectores singletén de AAV6 en comparacion con el AAV2/5y AAV2/9

Se evaluaron clones corregidos en singleton de AAV6. Se prepar6 AAV6 modificado (AAV6.2) usando el método de
correccion de singletén de la invencion y las técnicas de seudotipado descritas en la presente memoria. Las
particulas de AAV6.2 portadoras de casetes de expresion de A1AT y de LacZ, preparadas segin se ha descrito en
el Ejemplo 5, fueron co-inyectadas intranasalmente (1 x 10" GC) e intratraquealmente. Se evalu6 la expresion de
AAT mediante ELISA en suero y en liquido alveolar bronquial (BAL). Los niveles de expresion fueron normalizados
en cuanto a proteina total. Se midié expresion de LacZ mediante ELISA para la B-galactosidasa del homogenato del
pulmén. La necropsia se llevé a cabo en el dia 21.

Estos vectores fueron comparados con AAV2/6, un candidato clinico normal para transferencia de gen del pulmén,
con AAV2/5y con AAV2/9 en un estudio que incluia ratones C57 B1/6 (machos, n = 8/grupo).

El AAV6.2 presentd estadisticamente una mejora significativa sobre el AAV6 en cuanto a excrecion de ALAT de
suero. El AAV6.2 mostro también niveles mas altos de A1AT en comparacion con los otros vectores, incluyendo el
AAV2/9 y el AAV2/5. Se observé una ligera mejora en cuanto a BAL, asi como en cuanto a expresion de LacZ en
homogenato de pulmén. Sin embargo, debido a grandes variaciones de animal a animal, no se pudieron extraer
conclusiones a partir de la cuantificacién de LacZ.

Cuando se evalud la localizacion de expresion de gen de AAV, se observd una tinciéon superior para la LacZ
localizada nuclear en el grupo AAV2/6.2 en comparacion con el AAV2/6. Existi6 una importante mejora sobre
AAV2/6 y AAV2/5 en cuanto a epitelio de via respiratoria de pulmodn, el objetivo principal para enfermedades tales
como la fibrosis quistica.

C. Inyeccion intraportal (iv) de AAV.CB.A1AT (1 x 10™ GC) en ratones C57B1/6 con miembros de AAV de clado B y
clado C

Todos los vectores usados estan exentos de residuos de singletén ya sea a partir de aislamiento (AAV2/8, AAV2,
hu.13, hu.51, hu.11, hu.53) o por mutacién (hu.29R). Todos los vectores se compararon con el AAV2/8 (clado E)
como punto de referencia.

D. Inyeccién intravenosa de miembros de AAV de clado E. El rh.64R1, el rh.64R2 y el rh.2R estan optimizados en
cuanto a singleton. Todos los otros vectores estan libres de singleton
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La expresién desde miembros de clado B y de clado C de AAV se encontrd similar a equivalente para todos los
miembros que incluian hu.29R, un clon optimizado en cuanto a singletdn. Este clon particular fue reconstituido en
cuanto a capacidad de empaquetamiento a partir de hu.29 y ahora presenta funcionalidad similar de transferencia de
gen a otros miembros de la familia de virus.

Para los vectores de clado E evaluados, todos los vectores que estan o bien libres naturalmente de singletén o bien
corregidos en cuanto a residuos de singleton actan en una gama similar a la del mejor actor para transferencia de
gen dirigida al higado, el AAV2/8. En particular, se encontré que el rh64R1 y el rh.64R2 de AAV son los de interés.
El rh.64, que se encontré que era defectuoso en cuanto a empaquetamiento, se comporta ahora igualmente bien en
cuanto a transferencia de gen dirigida al higado tras la conversién de uno (rh.64R1) o dos (rh.64R2) singletones.
Para el rh.2 la correccion de singletdn corresponde a un incremento dramatico de mas de 10 veces el suministro de
gen.

Mientras que la invencién ha sido descrita con referencia a realizaciones particularmente preferidas, se apreciara
que pueden hacerse modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones anexas.
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Thr

Fhe

AST

Gln

310

Asn

Pro

Fho

Gly

135

Glu

Lys

Pro

Ala

Vail

215

Gly

Asgn

Tyr

Trp
295

Val

Lau

Agp

Gln
120

Rla

Lys

Ala

200

Gly

Ly=

A=n

Azn

Cys

280

Lys

Thr

Val

Val

31

Ala

Lys

Aap

Arg

Gly

185

Pro

Azn

Val

Hisg

Gly

265

His

Leu

Glu

Sar

Met

345

Phe

Lys

Thr

Ser

Leu

170

Ser

Gly

Rla

Thr

Leu

250

Fha

Fhe

Arg

Val

Thr
330

Asp

Met

Lys

Ala

Ser

155

Asm

Asp

GLy

Ser

Thr

235

Ser

Sar

Fro

315

Val

Val

Arg

Pro

140

Ser

Fhe

Thr

Asn

Gly

230

Th=

Thr

Pro

Lys

300

Thr

Gln

Gly

Fro

val
125

Gly

Leu

Lys

Glu

Lys

Gly Ile Gly

Glu

Ser

Ala

205

Asp

Sar

Arg

Pro

Arg

285

Ala

Ser

Ile

Gln

Gln

Glu

Ala

1530

Val

Thr

L&y

Trp

270

Met

Fhe

i
350

Tyr

Asp
ITh

Het

Asp

Gly

255

Gly

Tr

Arg

Gly

Ala

3135

Gly

Gly

Prio

Arg

Lys

150

Thr

Ser

Ala

Thr

2410

Thr

Tyr

Gln

Val

Glu

30

hsp

Zer

Tyr



Cys

Phe

3E5

B=n

Gin

Gin

Ala

4£5

Gly

Trp

AsD

Thr

545

Gla

Ile

Val

Gly

370

Fhe

Ela

Gly

450

Fhe

Fhe

ASTL

Ser

Gly

530

Gly

Glu

ala

Thr

355

Ile

Glu

His

Ley

435

Asn

Ala

AST

515

Asp

EEn

Ile

Asp

Ala
595

Leu

Mat

Ser
420

Trp

Ala

Lys

Leu

500

Ile

Fhe

Thr

Ala

Asn

380

Met

31lu

Ala

405

Gln

His

Ala

Lys

Thr

425

Leu

Ala

Ser

Thz

Ala

565

Asn

Gly
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Gly

La
(1]
L]

Tyr

Ser

Thr

ASnN

£70

Ala

Ly=

Pro

Asn

Thr

550

Glo

Val

Glu

375

Fhe

Asn

Liaty

Gln

Thr
155

Trp

Ser

Tyr

Ala

535

Ser

A=n

A=n

Leu

L1

Pro

Fhe

Asp

Sar

4449

Phe

Lau

Gln

Asp

Pro

520

Gln

Ala

Pro

hla

600

32

Gln

Eer

Glu

Arg

425

Thr

Gly

Pro

Asn

Thr

505

Pro

Leu

AsT

Arg

Thi

385

Gly

Asn

Gln

Ly's

417

Lau

Lys

Gly

Mer

Ile

Asn

570

Thr

Met

Gin

Mel

335

Val

et

Ser

Ile

Pro

475

Lys

TVr

Ala

Fhe

Len

555

Thr

ala

Val

Thr

ieo

Leu

Pro

Azn

Gly

Arg

450

Cya

Ile

Pro

5417

Asp

Pro

Trop

365

Asp

Arg

FPhe

Pro

Glu

445

Ser

val

Pro

Leu

Ala

525

Gly

Fhe

Met

Ile

GEln
g05

Arg

Thr

His

Leun

430

Thr

Gly

Lys

Asn

510

Gly

Pro

Thr

Fhe

Thr
590

Asn

Gly

Ser

415

Leu

Leu

Asp

Gln

Ser

425

A=n

Pro

Ser

Ser

Gly

575

Gly

Arg

Ala

ASn

400

Het

Asp

fan

Fha

Gln

480

Gly

Arg

Ser

Val

GZlu

560

Gln

Azn

Rsp



Ile Tyr Tyr
610

His Fhe His

625

Pro Pro Gln

Thr Thr Phe

Thr Gly Gln
575

Ser Lys Arg
690

Gln Ssr Ser

7085

Pro Arg Val
<210>3
<211>738
<212> PRT

Gin

Fro

Ile

Thr

E&0

Val

TIp

Met

Ile

Ely

Zer

Fhe

645

Ala

Ala

Leu

Gl
725
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Bro

Pro

630

Ile

Ala

Val

Pro

I'P !p
710

Ser

Ile
615

Leu

Lys

Arg

GEln

GZlu

895

Ala

hra

Trp

Ile

Asn

Val

Iia

&80

Val

Fro

Tyr

Ala

Gly

Thr

Bsp

G635

Glu

Gln

ASD

Leu

<213> capside de clon 39 de virus adeno-asociado de Rhesus

<400> 3

1

Met Ala Ala Asp Gly Tovr Leu
5

3lu Gly Ile Arg Gla Trp Trp
20

Lys Ala Asn CGln Gln Lya Gln

35

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro

a0

25

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala

65

70

Cln Gln Leu Lys Ala Gly Asp

85

Pro Asp

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Azn

33

La

25

Asp

Asn

Leny

Pro

Pro
651

Ser

Trp

Fhe

Thr
734

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr
50

Ile

Fhe

635

Val

Fhe

Glu

Thr
715

Asn

Lel

Pro

Arg

Leu

His

15

Leu

Pro His Ala
G2d

Gly Leu Lys

Fro Ala Asn

Ile Thr Gln
70

Ile Glu Lys
685

Ser hsn Tvr
700

Gly Lys Tyr

Hils Leu

Glu Xsp Asn

Gly Ala Pro
0

Gly Leu Val
45

Bsp Lys Gly
al

Asp Lys Ala

Arg Tyr Asn

Asp

His

Pro

E55

Tyr

Glu

Gly

Thr

Leu

15

Lys

Led

Glu

Tyr

His
g5

Gly

Pro

B4

Ala

Zar

Arg

Asn

Glu
724

Ser

Fro

Pro

Asp
80

Ala



AsD

Pro

145

Ely

Thr

Pro

GEly

Asn
3d5

Ile

Asn

Ala

Len

Gly

130

Val

Lys

Gly

ala

210

Ser

Thr

Tyr

 Thr

Ehe

290

Asn

Gln

A=n

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Lys

Gly

185

Pro

Sly

Thr

Lys

275

Hig

Tro

Val

Leu

Fhe

100

Arg

Val

Pro

Gly

Ser

180

Bro

Met

Agn

Ser

Gln

260

Pha

Cyg

Gly

Lys

Thr
340

Gln

Ala

GELu

Ser

Gln

165

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Fhe

Glu
325

Ber T
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iu

Val

Elu

Fro
1560

Gln B

Ser

Gly

Asp

His

430

Arg

Her

TYr

Fhe

Arg

314

Val

Arg

Fhe

Rla

135

Gln

Val

Lau

Asn

215

Thr

Azn

Bayr

285

Pro

Thr

Ile

Leu

zln

129

Rla

Arg

Fro

GLy

200

Asp

Trp

Gly

Thr

280

Bro

Lys

Gln

Gln

Gln Glu Asp Thr

105

Ala

Lys

Ser

Lys

Asp

185

Ser

Glu

Ser

Ala

Thr

285

Pro

Arg

Arg

Asn

Val
345

34

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Leu

Glu
30

Fhe

Lya

Ala

Asp

155

hrg

Glin

Thr

ala

235

Pro

Gly

Gly

Trp

Ser

315

Gl

Thr

Aryg

Pro

140

Ser

Leu

Pro

M=t

Asp

220

Leu

Thr

Gly

Tvr

Gln

300

Fhe

Thr

Asp

Sar Phe Gly

val

125

Gly

Ser

Asn

Ile

Ser

Fhe

285

Lys

Lys

Ser

110

Leu

Liys

Thr

Fhe

Gly

150

Ala

val

hsp

Asm

Thr

a7l

ASp

Leu

Lz

Thr

Glu
350

Glu

Lys

Gly

Gly

175

1lu

Gly

Sly

Arg

Azn

255

Asn

Phe

Ile

FPhe

Tle

315

Tyr

Gly

Bro

ArTg

Ile

160

Gln

Pro

Gly

Ser

Val

240

His

Asp

Azn

Asn

Azn

320

Ala

Gln



Leu

Pro

L=n

385

Phe

Thr

Ser

FPhe

465

Leu

Gln

Leu

Phe

545

Mat

Glu

Pro

Fro

Ala

T

Gly

Fro

Fhe

ksp

Arg

450

Ser

Asn

Lys

530

Gly

Gln

Ile

Tyr

355

Rap

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Gly

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Tyr

Val
hE5

Val

Val

Gln

Gln

Gln

Ala

Pro

h=n

00

Arg

ABD

Gln

Ser

Qly

380

Ely

Leu

Fhe

Ala

Met

4045

Val

Mek

Ser

Gly

Cys

485

Ser

Asp

Glu

Gly

zlu

565

Val
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Cly

Met

Val

350

Leu

Pro

Asn

Thr

Pro

470

Tyr

kgm

Sar

zlu

Ala

550

Gla

Val

Val

Ser

Ile

375

Gly

Arg

Pro

Gly

455

Ale

Arg

Fha

Leu

Arg

535

Gly

Glu

Kla

Ala

160

Prao

Arg

Thr

His

Lau

444

Gly

AEn

Gln

ala

Val

520

Phe

Ile

Asp

ser
ald

35

His

Gln

Ser

Gly

Ser

435

Ile

Gln

Trp

505

Aen

Phe

BsD

Lys

Asn

585

Gln

Eln

Ser

Asn

410

Sar

Asp

Gln

Zar

Arag

430

Thr

Bro

Thr
570

Leu

Gly

Gly Cys Leu Pro

Gln

Gly

Ala

475

Val

Gly

Gly

Ser

ral

L

Thr

Gln

Ala

Lad
2=}
=

Fhe

Thr

460

Gln

Far

Ala

yal

Ser

540

Asp

Asn

Gln

Leu

385

Lau

Cys

Zlu

His

Ala

Thr

The

525

Gly

Pro

Thy

Pro
a5

Thr

el

Fhe

Ser
430

Tyr

Gln

Liys

Thr

Lys

510

Met

Val

Ser

Val

Asn

530

Gly

Bro

Leeu

Glu

Ser

415

Gln

Leu

Aan

485

Tyr

Ala

Leu

ger

Ala

575

Mac

Phe

AST

TyE

404

Tyr

Ser

Leu

Leu

Trp

480

Ser

Hig

Thr

Mer

Val

560

Thr

Gly

val



Trp Gln Asn Arg
5140

Pro His Thr Asp
625

Gly Leu Lys His

Fro Ala Asp Pro
EG0

Ile Thr &ln Tyr
675

Leu Gln Lyes Glu
6390

Ser &sn Tyr Tyr
705

Gly Thr Tyr Ser

<210>4
<211>738
<212> PRT

ES 2428 218 T3

Asp Val

Gly Asn
630

Fro Pro
645

ro Thr

Ser Thr

Asn Ser

Lys Ber

714

3lu Pro
725

Tyr Leu Gln
615

Phe His Fro

Pro Gln Ile

Thr Phe Ser
BE3

Gly Gln val
£81

Lys Arg Trp
695

Thr Asn Val

Arg Pro Ile

Ser

Leu

650

Ser

Asn

AsD

Gly
734

Pro

Pro
635

Ile

Bla I

Val

Bro

Phe

715

Thi

<213> proteina de cépside de clon 46 de virus adeno-asociado de Rhesus

<400> 4

Met Ala Ala Asp Gly Tyvr Leu

1

Glu Gly Ile Arg Glu Trp
21

Lys Ala Asn Gln Gln Lys

5

Bly Tyr Lys Tyr Leu Gly

50

WVal Asn Ala Ala Lsp Ala

65

5

70

Ile
G214

Leu

Lys

3lu

Glu
700

Ala

Prp Asp Trp Leog Glu Asp Bsn Len
10

Trp Rla Lys

Met Gly Gly

Asn Thr Pro
655

Leu RAla Ser
670

Ile Glu Trp
685
Ile Gln Tvr

Val Asn Thr

T™vr Leu Thr
735

15

Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys

25

30

Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu val Leu

44

45

Fro Fhe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu

55

B0

Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tvr

36

27

Ile

B40

Val

FPhie

Glu

Thr

Glu

720

Arg

Zer

Pra

Fro

Pro

Asp
a0



Gln

Asp

AST1

Leu

Pro

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ser

235

Ila

Leun

Asn

Asn
305

Ile

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Tyr

Fhe
290

Asn

Gln

Leu

Glu

Gly

115

Leu

GElu

Lys

Asp

Ala

195

Pro

Gly

Thr

Lys

TyY

275

His

TR

Val

Lys

Fhe

o

Arg

Val

Pro

Gly

Ber

180

Pro

Met

Agn

Ser

zln

2460

Fhe

Gly

Lys

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Fhe

Glu
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Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Gln

Ser

Ber

hsp

His

230

Arg

Ser

T¥r

Fhe

Arg

310

Val

ASD

Arg

FPhe

Gly

135

Gln

Fro

Val

Val

Asm

215

Cys

Thr

AEN

Ser

Ser

195

Pro

Thr

AEn

Len

Gln

120

hla

Arg

Ala

5]

Gly
200

Asn

Asp

Gly

Thx
480

Fro

Gin

37

Pra

Gln

105

Bla

Lys

Ber

Arg

Lsp

185

Ser

GElu

Sar

Thr

265

Fro

Arg

Arg

Asn

Tyr

a0

Elu

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Tr

hsp

Leu

Glu

Leu

hsp

Lys

Ala

ABp

155

Gln

Thr

Ala

]
Lad
un

Fro

aly

Gly

Trp

Ser

15

Gly

Arg

Thr

Arg

Fro

140

Ser

Leu

Pxo

Hetr

Asp

220

Leu

Thr

Gly

Gln
a0l

Phe

Thr

Tyr

Fer

Val

125

Gly

Ser

Asm

Ile

Ala

205

Gly

Gly

YT

Sar

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Thr

Phe

Gly

130

Ala

Val

Asp

ASn

Thr

270

Azsp

Leua

Leu

Thr

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Asn

255

k=n

Fhe

Ile

Phe

Ile

Ala

Gly

Pro

Arg

Ile

1g]

Gln

Fro

Gly

Ser

Val

240

His

Bsp

AST

Asn

hsn

320

hla



Asn

Leu

Asm

385

Phe

Thr

Leu

ser

Phe

465

Len

Gln

Leu

Fhe
545

Met

Asn

Pro

110

Gly

Pro

Fha

REp

Brg

450

Ser

Pro

RA=n

Lys
530

Gly

Leu

TYr

355

hsp

Ser

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Ely

AsT

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Thr

340

Val

Val

Gln

Eln

ABp

424

Lau

Gln

Ala

Pro

A=n

500

hrg

Asp

Gin

Ser

335

Ber

Leu

Fhe

Ala

Met

405

Val

Mzt

Ser

Gly

485

Ser

Glu

Gly

Glu
565
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Thr

Val

390

Leu

Pro

Asn

Thr

Fro
470

Tyr

Az

Ser

Asp

Ala

550

Glu

Ile

ser

Iile

375

Gly

Arg

Fhe

Pro

Gly

455

Ser

Arg

Phe

L=u

Arg

235

Gly

Glu

Gln

&la

3649

Pro

Arg

Thr

His

Leau

440

GLy

AsTI

Ala

Val

520

Phe

Lvga

Ile

38

Val
345
Hisz
Gln
Sar
Gly
Ser
435
Ile
Thr
M=t

Gln

TIp
505
Asn
Phe

Asp

Lys

330

Phe

Gln

Tyr

Sar

410

Zer

Asp

Rla

Ser

Lrg

430

Pro

Pro

Ala
570

Thr Asp Ser

Gly

Cys

Gly Tvr

Phe
3495

A=n

yr

GEin

Gly

Ala

475

Yal

Gly

Gly

Ser

Val

555

Thr

380

Fhe

Ala

Thr
460
Gln

Ser

Val

Ser

540

Asp

Asn

Leu
i6h

Leu

cya

Ser

His

Lei

445

Gln

Ala

Thr

Thr-

Ala
525

Gly

Glu

ELT

Pro

Thr

Leu

Fhe

Ser

430

Tyr

Gln

Thr

Lys

510

Het

Ilg

Ser

Yal

335

PFro

Leu

Glu

Sler

415

Gln

Leu

ABT

Leu

495

Ala

Leu

Asm

Ala
575

Gln

The

Asn

Tyr

400

Ser

Leu

Leu

Trp

480

Ser

His

Thr

Met

Val

564

Thr
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Glu Gln Tyr Gly Val Val Ala Asp Asn Leu Gln Gln Gln Asn Thr Ala
580 585 530

Pro Ile val Gly ala Val Asn Ser Gln Gly ala Leu Pro Gly Met Val
L ] BO0 a05

Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile
61D 515 620

Pro His Thr Asp Gly Asn FPhe His Prp Ser Pro Leuw Met Gly Gly Phe
625 630 6315 640

Gly Leu Lys His Prg Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val
45 650 655

Prp Ala Agp Pro Pro Thr Ala Phe Asn Gln Ala Lys Leu A=n Ser Phe
660 G665 870

Il2 Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gin Val Ser val Glu Ile Glu Trp Slu
475 &E0 685

Ley Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr
B30 695 Ta0

Ser Bsn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu
U5 7140 715 T20

Gly Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tvr Leu Thr Arg
725 730 735

<210>5

<211>738

<212> PRT

<213> capside de clon 73 de virus adeno-asociado de Rhesus

<400> 5

Mat Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn ll..gu Ser
1 5 14

@l Gly Ile Arg 8lu Trp Trp Asp Leu Lys Fro Gly Ala gsu Lys Fro
20 25

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 a0 a5

39



Gly

Val

Gln

ASD

Azn

Leu

Pro

145

Gly

Thr

Pro

Gy

gar

225

ile

Leu

AEN

Tyr
50

Asn

Eln

Leu

Gly

130

val

Lys

Gly

Bla

Ala

214

Ser

Thr

Tyr

Thr

230

Lys

ala

Leu

Gly

GLly

115

Leu

zlu

Lys:

Bsp

Ala
195

Fro

Gly

Thr

Lys

Tyr
275

His

Tvr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

PIo

Gly

Ber

140

Pro

Met

Asn

Zer

Gln

260

Phe

Cys

Leu

Bar

ala

Gln

Ala

Glu

Ser

Eln

165

GElu

Zer

Ala

Thr

245

Ile

Gy

His
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Gly

Ala

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Gln

Ser

gar

Asp

His

230

Arg

Ser

Tyr

Fhe

Pro
3

Ala

Asp

hrg

Fhe

Gly

135

Gln

Pro

Val

val

Asn

215

Cya

Thr

Asn

Ser

Ser
295

Fhe

ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Arg

ala

Pro

Gly

200

Asn

ASp

Trp

Gly

Thr

280

Fro

40

Asn
Leu
Pro
Gln
1056
Ala

iys

Ser

Asp
185
Cer
Glu
Ger
Ala
Thr
265
Fro

Arg

Gly

Glu

Glu

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

His

T5

Leu

Asp

Liys

Ala

Asp

155

Ary

Gin

Thr

Ala

Ero

Gly

Gly

Trp

Asp
&0

Asp

Thr

Arg

Fro

140

Ser

Leu

Pro

Met

Asp
22d

rp Leo

Thr

Gly

Tyr

Glin
300

Lys

Lys

Ser

Val

125

Gly

Ber

Asm

L@

205

Gly

Gly

Tyr

Ser

Phe
285

Arg

Gly

Ala

Fhe

110

Let

Lys

Thr

Ehe

Gly
150

Ala

Val

Asp

Thr
270

Asp

Glu

Tvr

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

175

Glu

GLly

Gly

Arg

Asn

255

Asn

Phe

Pro

BED

2a

Ala

Gly

Fro.

Arg

Ile

1ad

Gln

Brao

GFLly

Ser

Val

240

His

Asp

Asn

Asn



A=n

305

Ila

Asn

Leu

Fro

Lsn

385

Fhe

Thr

Leu

Ser

Fhe

465

Leu

Gln

Aen

Fhe
545

Asn

Gln

Asn

Fra

Ala

370

Gly

Bro

Fhe

Asp

Axg

457

ser

Pro

Asn

Asn

Lys
530

Tro

Val

Leu

Ly
w
L7

Asp

Ser

Ser

Elu

Brg

435

Thr

Gln

Gly

Gly
515

Bsp

Lys

Gly

Lys

Thr

340

Val

Val

Gln

Gln

ASD

420

Leu

Gin

Ala

Pro

Aen

500

Arg

Asp

Gln

Phe

Glu

325

Ser

Leu

Ala

MeL

405

Val

Met

Ser

Gly

Cya

485

Ser

Rsp

Glu

Gly

ES 2428 218 T3

Arg
310

Val

Gly

Met

Vval

350

Leu

Pro

A=n

Thr

Pro

470

TYL

Asn

Ser

Asp

Ala
550

Pro

Thr

Ile

Ser

Ile

375

GLly

Arg

Pro

Gly

455

Ser

Arg

Fhe

Leu

Arg

335

GLy

Gin

Gln

Ala

360

Fro

Arg

Thx

Hi=s

Leu

440

Gly

Asn

zln

Ala

Val

520

Fhe

Lys

41

Arg

Asn

Val

345

His

Gln

Ser

Gly

Ber

425

Ile

Thr

Het

Gin

505

Asn

Phe

AsD

Len

Glu

330

Fhe

GEln

Tyr

Ser

Asn

410

Ser

A=p

Mla

Ser

Arg

490

Thr

Proy

AsSh

SeY

315

Gly

Thr

Gly

Gly

Phe

395

Asn

Tyr

GEln

Gly

Ala

473

val

Gly

Gly

Ser

Val
555

Fhe

Thr

Asp

Cya

T¥r

a0

Fhe

Ala

Tyr

Thr

4840

Gln

Ser

Ala

val

Ser

347

AsD

Lys

Lys

Ser

Lau

365

L

Ser

His

Leua

445

Ala

Thr

Thr

Ala

525

Gly

Tyr

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

430

Gln

Arg

Lys

510

Mel

Ile

Ser

Phe

Ile

335

Pro

Leu

Glu

Ser

415

Eln

Leu

Azn

Leu
495

Tyr

Ala

Leu

Asn

AEn

320

Ala

Glin

Fhe

Ben

Tyr

400

TYL

Ser

Leu

Leu

480

SEer

Thr

Mar

val
sail



<210>6
<211> 736
<212> PRT

Glu Gln

Fro Ile

Trp Gln
610

Pro His
B25

Gly Leu

Fro Ala

Ile Thr

Leu Gln

650

Ser Asn
705

Gly Val

Aen Leu

Thr Ser

580

Val Gly
595

Asn Arg

Thr Asp

Lys His

Asp Pro
BE]

Gln Tyr
675

Lys Glu

GElu
565

val

Ala

Gly

Pro

645

Pro

Ser

Ran

Lys

Elua
725

ES 2428 218 T3

Glu

val

Wal

Val

Asmn

630

Fro

Thr

Thr

Ser

Ser

710

Pro

Glu

Ala

Asn

TYE

615

Fhe

Pro

Ala

Gly

695

Thr

Arg

Ils

AEP

Ser

604

Leu

Gln

Fhe

Gln

GE0

Arg

Asn

Pro

Lys

Rsn

385

GEln

Gln

Pro

Ile

Asn

6465

Val

Trp

Val

Ile

<213> capside de clon 74 de virus adeno-asociado de Rhesus

<400> 6

1

Thre

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

&850

Gln

Ser

A=n

hep

GEly
730

10

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Ile

Ala

Val

Pro

Phe

715

Thr

A=n

ATy

Lieu

ile

20

Leu

Lys

Liys

Elu

Zlu

700

Ala

Arg

Pro

Eln

Fro
605

Trp

Het

Leu

Ile

683

Ile

Val

Azn

530

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

670

Glu

Gln

Asn

Ala

575

Thr

Met

Lys

Gly

Fro

55

Ber

Trp

Tyr

Thr

Thr
T35

15

Thr

Ala

Val

Tie

Phe

a40

Val

Fhe

Glu

Thr

Glu

T20

Arg

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
5

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Leu Asn Leu Lys Pro Gly Ale Pro Gln Pro

40

42

25

3d



Lys

Gly

Yal

65

Gln

hsp

Asm

Leu

Pra

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Sar

225

Ile

Leu

Tyr

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Lys

Gly

Ser

Bla

210

Ber

Thr

Fhe

hEn

35

Lys

Glu

Leu

Glua

Gly

115

Leu

Rep

Lys

zlu

Asp

155

Fro

Gly

Thr

Lys

Gly

Gln

Ala

Lys

Fhe

100

Ly=z

val

Pro

Ser

Ala

180

Pro

Met

Rsn

Ser

Gln

260

Tyr

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Pro

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Sar

ES 2428 218 T3

Lys

Gly

Ala

Fit

Gly

alu

al

Fro

150

Hisg

Ser

Sar

Asp

Hig

230

Arg

Ser

Thre

Gin

Fra

33

Ala

&sp

Fhe

Pro

135

Gln

Fro

Val

Val

AsT

215

Cys

Thr

Ser

Brp

AsSD

&

Ala

Az=n

Leu

Gln

120

Ala

krg

Ala

Gly
200

Azn

Gln

Trp

43

hsn

Agn

Lt

Fro

Gin

105

Ala

Lys

Ser

AsD
185

Ser

Glu

Ser

Ser
2658

Gly

Kla

Ely

Zlu

TYr

a0

Lys

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Giy

Gly

Thr

Liey

250

Gly

Twvr

Arg

Leu

His

75

Len

AsD

Lys

Als

Asp

155

Arg

GEln

Thr

Ala

Ttp

235

Fro

Rla

Bhe

Gly Leu
45

Bsp Lys
B0

Asp Livs

Lys Tyr

Thr Ser

Arg Iip

125

Pro Gly

140

Ser Ser

Lel Asn

Pro Ile

Met Ala
205

Asp Gly

220

Leu Gly

Thr Tvr

Thr Asn

hsp Fhe

val

Gly

Ala

A=n

Fhe

110

Leu

Lys

Ser

Bhe

Gly

180

Ala

Val

Asp

Asn

Asp

470

Asn

Leu

Asp

TYE

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

Asn

ATg

Pro

Pro

Gly

ag

&la

Gly

Pro

ATg

Ile

le0

Gln

Pro

Gly

val

240

His

His

Fhie



His

g5

Val

Leu

Ser

385

@lu

Arg

Thr

Gin

465

Gly

Gly

Cya
290

Ely

Lys

Val

val

7o

Zln

Gln

Asp

Leu

Gln

450

Ala

Pro

Aan

Arg

275

His

Phe

Glu

Her

Leu

i55

Fhe

Ala

Mer

Val

Mar

435

Gly

Gly

Ser

Asp
315

Fha

Arg

Yal

Thr

340

Gly

Met

Val

Liax

Pro

420

Asn

Thr

Fro

Olu
500

Sexr

Thr

325

Val

Ser

Ile

Gly

Axg

405

Fhe

Pro

Asn

Ser

Arg

48

Leu

ES 2428 218 T3

Pro

Lys

310

Gln

Gln

Ala

Pro

Arg

350

Thr

Ley

Ala

Azn

470

Gln

Val

Arg

295

Arg

Aen

Val

His

Gln

375

Ser

Gly

Ser

Ile

Thr

455

Mat

GEln

Asn

280

hsp

Leu

Gln
50

Tyr

Ser

sSer

Asp

440

Val

Arg

Arg

Thr

Bro
3217

44

Trp Gln

Zer Fhe

Gly Thr
330

Thr Asp
345

Gly Cys

Gly Tyr

Phe Tyr

Asn Fhe
4110

Tyr Ala
425

Gln Tvr

Gln Gly

Asp Gln

Val Ser
489

Gly Ala
55

Gly Pro

Arg

Lys

b

Thr

Ser

Leh

Leu

Cya

355

Gln

His

Ala

Ala

475

Lys

Thr

ala

Leu

300

Lanu

Thr

Glu

Pro

Thr

380

Leu

Fhe

ST

Lys
460

Arg

Thr

Lys

Mel

285

Ile

Fhe

Ile

Tyr

Pro

165

Lau

zla

Ser

Gln

445

Let

Ala

Tyvr

Ala
535

A=n

Aan

hlz

Gln

350

Phe

Asn

Sar
430

Leu

Gln

Trp

Asn

His

510

Ser

Asn

Ile

Asn

335

Leu

Asn

Fha

Thr

415

Leu

Ser

Fhe

Leu

Asp

485

Leu

His

Asn

Gln

320

Azn

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Fhe

Rsp

Lys

Ser

Pro

480

Asn

Lys



<210>7

Lys
545

Thr

Thr

Asp

Thr

625

Lys

ABn

Gin

Lys=

Ty
705

<211> 2208

<212> ADN

Asp Glu
530

Asn Glv

h=p Glu

F Gly Val

Gly Asp
595

Arg Asp
61

Rep Gly

His Pro

Pro Rlaz

Tvr Ser
a75

Glu Asn
]

2sn Lys

Ser Glu

Glu

Ala

Glu

val

380

Val

Val

Hisz

Pro

Thr

G&0

Thr

Ser

Ser

Pro

Lys

Gly

Glu

505

Ser

Asg

Tvr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

Lys

Val

Arg
125

<213> serotipo 2 de virus adeno-asociado

<400>7

atggetgocg atggttatet
cagtggtgga agctcaaacc

gacagcaggy ghoctbgtgot

ES 2428 218 T3

Fhe

Agn

550

Ile

Asp

Ser

Leu

His

630

Glin

Phe

Gln

Asn
710

Bro

Pha

535

Ser

Arg

Azn

Gln

Gln

615

Fro

Ile

Fhr

val

Trp

£95

Val

Ile

Pro

Thr

Leu

Gly

G600

Gly

Ber

Leu

Pro

ger

BBO

Agsn

ksp

Gly

45

Mei

val

Gln

585

Val

Pro

FPro

Ile

Gly

685

Val

Pro

Fhe

Thr

Asp

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Gln

Glu

Thr

Gly

Ile

335

Fro

Sar

Pro

Trp

Mat

G35

Asn

Fhe

Ile

Ile

Val
115

Thr

54{

Glu

Wal

Agn

Gly

ala
620

Gly

Thr

Ala

Zlu

Gln

T

Asp

Arg Tyr Leu

FEL

Ley

Asn

Ala

Thr

Met

ROS

Lys

Bly

PrH

oar

Trp

685

Thr

Thr

Val

Yal

Thr

Arg

530

Val

Ile

The

Val

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Fhe

Met

Glu

575

Fro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Azn
135

Gly

Ile

560

Gln

Ile

Gln

Leu
640

Ala

Asn

Val
720

Leu

cccagattgg ctcgaggaca ctcoctctoiga aggaataaga
LggcccaccaA CCACCAaasgrc cogoagadcd gocatbaaggac

tectgogtac aagtacctog gacccticaa cggactcgac

60
120

180



aagggagadc
cggcagcteg
caggagegec
gCgdagaadga
ggadaddaaga
daggcgggec
tcagtacctg
gatacgatgg
gCogggtaatt
acCaccagca
Lccagccaal
IaCctogact
adcaacaact
aaagaggtca
caggigttta
Lgocteccge
dacascggga
cagatgotgo
cacagoagoh
tacctgtatt
cagbttticte
cocctgttace
tocgbggactyg

coggocacgg

atcrtoogooa

gacgaagagy
accaacctoo
ctoccaggca
attccacaca
caccotocke

Licagiocod

cggtcaacga
acageggaga
ttaaagaaoa
gggLtcttga
ggccggtaga
ageageetge
acccococagoo
ctacaggoag
ccicgggaaa
coogaacctg
caggagocote
Lcaacagatt
ggggattcca
cgcagaatga
ctgactcaga
cgttceoccagc
gbcaggcagt
gtaccggasa
acgctcacag
acttgageag
aggcocggadac
gocagoageg
gagctaccas
caagocacaa
agcaaggotc
asatcaggac
agagaggcaa
tggtctageca
cggacggaca
cacagabtet

caaagtttge

ES 2428 218 T3

ggcagacgeo
caacccgtac
tacgtecttet
aAcctctggge
geactctect
adgaaaasga
tcbocggacag
tgycgcacea
ttogcattge
ggcecctgece
gaacgacaat
crcactgecrac
acccangaga
cggtacgacy
gtaccagctc
agacgtectte
aggacgctct
caactttace
ccagagtatg
dacaagrcact
gagtgacatt
agtatcaaag
gtaccacchc
ggacgatgaa
agagaasaca
aaccaatocc
CAJacasgca
ggacagagat
tbtteacece
catcaagaac

ELccbtecate

geggeoatey
cboaagtaca
gggggcaacc
ctogttgagy
gtugagccag
ttgaatttig
ccaccageag
atggcagaca
gartccacat
accbacaaca
cactactctyg
tcttoaccac
ctcaacttca
acgattgeoeca
ccgtacgtoo
atggrgccac
Ccatbitact
Ctcagotaca
gaccgtcteca
coaagtogad
cgggaccagt
acatctogcgg
aatggragag
gamaagtett
aatgbggaca
gtggctacag
goraccgeag
gtgtacctte
tctecoccocteca
acocoocggbac

acacagtact

46

dgracgacaa
accacgocga
toggacgage
aacctottaa
actocetcete
gtcagactag
tcoccebobgg
ataacoagog
goatgggcga
accaccbcta
gocracageac
gtgactgsca
agotocitttaa
ataaccttac
tcoggotogge
agratggaca
gectggagka
ctiEtgagga
Fgaatcctet
ccaccacgca
craggaacto
dtaacaacaa
actctoctagt
ttectecagag
ttoaazaggt
agcagtatgg
atgtcascac
aggggcecat
tgggrggatt
ctycgaateoo

coacgggaca

agcctacgac
cgoggagtlht
agtctteocag
gacgoctocy
gggaaccgga
agacgcagac
tcbgggaact
cgecgacgga
cagagtcatc
caaacaaatt
cccttgggog
aagactcate
cattcaagte
cagcacggrt
goatoaagga
cckcaceckn
ctbtoothet
cgticottite
catogaccag
gtcaaggobt
gctioocogga
cagtgaatac
gaatccggge
Cogggrbcto
catgattaca
ttoctotatet
acaaggegtt
ctgggcaaag
cggacttaaa
ttcgacecace

ggtcagogtg

240
300
360
430
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1864

1320

1980

2040



<210>8

gagatcgagt gggagobgca gaaggaaasc agoasscgct
acticcasct acaacaagtc tgttaatghbg gactttactg

tcagageete gococatigg caccagatac chtgactcogta

<211> 2187
<212> ADN
<213> acido nucleico de cy.5

<400> 8

atggctgccy
gagtgutugy
gacggccggg
aagggagagc
aggcagotcg
caggagogic
goccaagasago
ggaaagaaga
cegeccgcka
cococaacokbc
gcaggoggbg
tococggaaakt
cgcaccLggy
ggggctacca
aacagattce
ggattcogge
Sfgdaacgacg
gacteugadtr
LLecctgogg
cagtctatgg
atgggcgata
gogfacagcc
ctggcecgga
cocaacacca

agactgtcaa

atggreatcot
acttgasace
gtcoggrget
cggtcaacga
AgCagugaga
LLcasgaaga
ggglbtctcgs
Jgacccacada
azaagaaqet
toggagaace
gogoaccaak
gycattgega

coctgcocac

Acdacaacca

actgceactt
ccagaaagch
geglhiacgac
accaactgcco
acgtgttoat
gacgttcete
actttgaatk
agagcocrgga
cocagageac
tggccgaqca

dadaacataga

ES 2428 218 T3

tococagattog
tggagcccog
tcoctggotac
ggcagacges
caacocgtac
tacgtobtbo
acctetegge
atccoocogac
caacttbggg
Lccogoegeg
ggcagacaat
ttocacatgg
CTACAACAAC
cbbcblegge
CLCACCasgr
goggttocaag
catcgctaat
gtacgiccte
gattcctecag
ctbctackge
cagctacace
coggetyaty
cacggggree
dtcadagsac

cagcaacaac

ctogagggea
aaacccaaag
agataceteg
gcggeocceeg
ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagyg
tcctocacgg
cagactggcyg
coeckcaggte
aacgaaggcg
ctgggcgaca
cacctbetaca
tacageacee
gaccggcage
ctgbhtcaaca
dacctbtacca
ggchbctgogo
tacogatatc
ctggagtact
trtgaggaag
aatocectea
acaagggage
tgoctgeccg

adacagtaact

47

atctgtaa

acoteototga
ccaaccagca
gacccbEicaa
afcacgacaa
Accacgcoga
Logggogage
aaggcgotaa
gratcgocaa
actoagaghke
tgguatotgg
cogacgoagt
gagkcatcac
ageagatate
CCtugugcra
gacbcatocaa
cccaggbcas
geacgabica
accaggcoebg
tgactctaas
btccttotca
tgectticea
tcgaccagta
cgcagtbccsa
gaccotgtta

ctycchbggac

qgaatcocoga aatCoagrac

Eggacactaa tggcaotgtat

gggcattege
aaagcajgac
cfgactogac
gagcotacgac
ogoccgaghthe
agbtcttoceag
gecggctoct
gaacggccaq
agtgocogac
tacaatgoct
gagraatgco
caccagoade
agdroagage
CCLCbCgactio
caacaactgy
ggaggroacy
gatetiotog
cotooctoog
cdacggcagt
gatgctgaga
cageagetat
cotgtactac
Locaggotugy
teggocagrag

cggugccact

ZLuu
2160
4208

Bl
1an
180
240
300
360
420
480
540
6O
&ad
T30
TE1
844
200
960

1020
1080
11440
1204

1260

1384
144(
1540



<210>9

aaataccatc
aaggacgacy
gotgccaaca
accaabcoog
gceggaccoc
aaccgggacy
Lrtcaccegt
afcaaasaca
tcatttateca
agagassaca
aataatgtag

acCcCcgrtaceo

<211> 2217
<212> ADN

<213> virus adeno-asociado de Rhesus,

<400>9

atggctgceyg
gagrtggtogy
gacggccgag
aadagugagc
cagcagotca
caggagcgtc
gocaagaage
ggasagaaga
ggcaagasag
gagtcagtge
totbggtacaa
ggagtygora
atcaccacce
atctecaacg
cootaggagt

cgactecatca

tgaatggfag
aggaccagtt
agatascgct
tggcotacaga
agacacagac
tgtacctgoa
ctooootgat
coooaogtace
cgcagracag
gcaaacgchbg
aatttgoctgt

teaccogtaa

atggttatet
actbgaaace
gtcbggbget
cegbecaacge
aagcggglga
tgcaagaaga
ogggbtctcoga
gaccgogtaga
gocagrageo
cogaccctca
tggctgeagy
gttocctoaog
goacccgaac
ggacttoocgg
attttgactt

acaacaactyg
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aaattcatta
cttteccate
ggaaaacgtg
agaatacagt
tgtcaacage
gggbccoate
guarguattc
tgeotaatect
caccggorag
gaatccagag
cascascgas

cotgtaa

rh.10

ECcagattgg
tgoagooceg
tootggotac
ggcggacygca
caatccgtac
tacgkbckttt
accbotocogt
gecatcacoo
cg-gedaaag
accaategga
cggtggcgct
agaLiggcat
ctgggocche
aggaaqcace
tascagatte

gagattoccogo

agcaqacccgg
aacggagtge
ctaatgacca
gtggtctoca
caggggacte
tgggccaaaa
ggactcagac
Trcagagghbat
gtcagogtgg
attecagkaca

ggggtitaca

cicgaggaca
adacocasag
aagtacchog
geogooctog
ctocggtata
gogggcaacc
ctgoktgagg
cageghtote
agactcaact
gaaccococoog
cocaatggeag
tocgattcca
cocacotaca
Adcgacaaca
cagtgoccact

cocaagagas

48

gogtagocat
togtbtttgg
gogaggagga
graacctgoa
tgccoggeat
Etccteacag
aocoacchoe
Lracteoctge
agategagtyg
cctcaaatha

ctgagooteyg

acctcootga
ccasccagea
gaccoclbbcaa
Adecacgacaa
daccacgooga
tegggogags
aaggcgetaa
cagactocte
Ctgggragac
caggccockEg
acaataacga
catggcbggg
acasccacct
cctacttogg
toctecaccacg

tcaacttcaa

ggccaccaac
Caagacyggygag
gatcaaaace
atocgbctaco
ggtctggcag
ggacggcaac
tcasattcte
caagtttgeoo
ggaactogoag
tgocaagrot

coecattage

gggcattege
Asagcaggac
cogactogac
ggcctacgac
sgocgagttt
agbtcbtocag
gacggotoct
tacgggeato
togogactoa
Cggtetgogga
aggcacogac
coacagagkc
cLacaagcaa
ctacageace
Cgactggoag

getcttcaac

1580
1620
1680
17470
1800
18610
1920
1380
2040
2100
2160
2187

&1
120
180
240
3ad
EL]
420
480
540
600
BE0
720
a0
840
900
gad



<210>10

abtccaggteca
agcacgarte
caccaggact
ctgactcbga
L 8 ot ot o o of o
gtgcctttte
atbtcgaccagt
cagcagtiac
ctaccoggge
agcaacttbg
astcococggtg
ggagtcttaa
atgoctaaccs
grtggtggecyg
caaggagect
tgggocaaga
ggackgaaac
cocaactacch
gtcagegtgg
attcaataca

ggcactiatt

<211> 2187
<212> ADN
<213> virus adeno-asociado de Rhesus, rh.13

<400> 10

acggcLgecy
gagtgytagy
gacggooggg
aagogagago
aagrageLey
caggagcgtc

gocaagaago

aggagglcac
aggtccttac
gcctgoctern
acaatgocag
aaargctyag
acagcagota
acctgtacts
tattttctea
cebgetaceg
cctagacegg
tcgcbatgge
tortogggaa
gtgaggaaga
ataacctacs
tacctggeoat
ttectcacac
arcogoctes
Coagtcaage
agattgaatg
cttocaacta

ctgagecetog

ES 2428 218 T3

gcagaabgaa
ggactoggaa
gttcoocggey
tcaggeegtg
dsCcggooadc
cgogoacage
cotgtetega
ggocgggect
grageaacgo
tgcocaccaag
dacccacaag
acagggaget
aattaaadcc
acagoaasac
aqgtotggeoag
ggacgoaaac
tocagatectg
Laagctagocg
ggagctgoag
ctacaaatct

cococategge

atggttatct tocagattgg
acttgaasce tggagccoog
gtotgatget tectggcotac
'cqgtcaacga ggcagacgcco
dgraggggoa caascoglhac
ttcasgaaga tacgtobttt

gugttctoga acctoroggt

ggcaccazga
taccageotoo
gacgrettca
gocogttect
aactrtygagt
casagectgg
actcagtoca
aataacacgt
gtcktocacga
tatcatotga
gacgacgaag
goaasagaca
accaacocag
gocgotoecta
daccogdacy
ttccatcect
attaagaata
togtteatea
AlAgaasacsa
acaaatgtogg

acccgtraco

ctogaggaca
aaacccaang
aagtacctog
gcggeockog
ctcaagtaca
gggggoaace

ctggtigagg

49

ccabogocaa
cygtacgtoot
togattcaotoa
cctbctactg
tcagcoctacca
accggctgat
coggaggtac
tggctcaggc
cactgocgca
abtggcagaga
agogatiiit
&cgbggacta
tggccacaga
Lrgtagggge
Egbacctgca
cgcogobgat
caccbgttce
cgcagtacag
geaaacgorg
acttrgocgo

Lcacccghaa

accbobctga
cCaaccageoa
gacccitcaa
agoacgacaa
accacgooga
tcgggcgage

aaggcgctaa

Laaccttace
cggooetgcy
gtacgggtac
cctogagtac
grtLgaggac
gaaccoocto
tgcaggaackt
caadaactgy
daatadcaac
ctoootagta
Loccgtcocans
tagcagogte
acagtacgge
cghtcaacagt
ggotcotate
gggaggotie
cgocggatect
caccyggacag
gaacccagag
Cagcacagat

Loctotaa

goacatboge
aaagoagoac
cggackcgac
ggocctacgac
cgcogagtht
agtctbococan

gacgactccr

ip2p
1080
11440
1200
1260
1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1740
1204
1860
1920
1880
2040
2100
2180

2217



<210>11

guaaagaaga
cagcoegeta
coocCaacote
goaggogsty
Cccagaaattc
cgracctggg
gggoctacca
aacagattcc
ggatkcegac
dcgaacgacg

gactocggagt

ELrecckgegy

cagtctgbgg
acgogcaata
gogcacagco
ctggococgga
cccaacacca
agactgtcaa
aaataccatc
daggacgacy
gctgccaaca
accaatcoog
googgacooo
ascogggacy
tttcacccgt
atcaaagaca
EcatEtatca
aaagasaaca
astaatgrgg

acccgttace

<211> 2211
<212> ADN
<213> serotipo 1 de virus adeno-asociado

gacccataga
saasgsaget
cocggagaace
gogoaccaat
ggcattgroa
cecbgocccac
dcgacagcca
actgecacktk
cragaaagcet
gcgttacgac
accdactace
acgbgttoat
gacgtiochc
acttigaatc
agagcctgga
CoCcagagcac
tggccgagea
aaaacataga
toaatgatag
aggaccagktt
dgacaacgct
togctacaga
agacacagac
tgtacctgea
cteccectgat
cococggtace
cgeagtacag
gcaaacgctg
aafttgergt

Lcaccogkaa

ES 2428 218 T3

atecoccgac
caachooggg
tocoocgoegog
ggcagacaat
Ctccacatgg
ctacaacaac
ctLootegye
ctcaccacgt
goggttcasg
catcgotaat
gracygtockeo
gatteccbcag
ctbctactge
cagctacace
coggotgatg
cacggggtec
atcaaagaac
CagCaacaas
saattoatta
cktteoeate
ggaaascygtyg
agaakbacogt
tgtcaacagec
gggroccate
gggcggattt
Egctaatect
caccggooag
gaatccagay
caacasargas

cctgtas

toctocacgyg
cagactggog
ccctoaggte
adcgaagged
craggogaca
cacctotaca
tacagoacco
gactggoage
ttgttraaca
adaccbtacca
ggctetgege
tacggatate
ctggagtact
tttgaggaag
aatocccclica
acaagggagc
tggctgcceg
Adcagaach
accaaccocgg
aacgoagtge
ctaabtgacca
gtogtctoce
cagggggcte
tagggccaaas
ggactoaaac
ccagaggtal
gtoagegtgy
attcagiaca

goggtttata

50

goatcggosa
actcagagtc
toggatctboy
ccgacggagt
gagtcatcac
ageagatate
CCtagggota
gactcatcaa
tocaggtcaa
gcacgattoa
aCCagggoig
tgactctaaa
Crcotoatca
tgcottboca
tocgaccagta
tgcagtteoca
gaccebgtbta
ttgcchggac
gogtagocat
tggbtftegg
gCgaggagoa
graaccigca
tgccoggoat
ttcctcacac
agccgretoe
ttactoctgc
agatocgagtg
cckcaaatbta

choagrooteg

gaaaggocad
agtgeoogac
tacaatgget
ggutaatgod
caccagcacea
aagtcagagc
tLttgactte
caacadctog
ggaggtoacy
gotcttoteg
cocbooctecy
caacggoagt
gatgcotgaga
cagcagotar
ccbgtactac
tcaggetgog
tcggcagoag
Cagggooact
ggccaccaac
cgaaacogogy
gatcasaacc
atcgbctacg
gatctogeay
ggacggcaac
CCaaacEctc
caagrLtbgee
ggaactgcag
tgccaagtos

coccatbgrne

480

540

600

660

T20

T80

849

400

960
1020
1080
1140
1200
i2a0
1324
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1329
1950
2040
2100
2150
2187



<400> 11

arggcrgeey
gagtggtgog
gacggeoggy
aagggggagc
cagcagotca
caggagogre
goccaagaage
ggasagasaac
aagacaggoc
tcagtceceg
actacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
Cocagtgote
gootabtits
abrcaacaaca
gLcaaggagg
gttcaagtct
ggctgcctoe
cbcaacaatg
tctcagatge
ELccacagca
caatacctgt
Ltgctgtcta
ggaccctgte
tttacctgaa
ggcactgeta
atgatttttg
acagacganag

geagtcaatec

atggttatct
acrtgasacs
gtectgobgok
cocgbocaacge
aageogglga
tgcaagaaga
gggrtctcga
gtcocggtaga
agcagtooge
atccacaace
cttcaggcgy
cobcaggaaa
cecgeacctg
Caacggagac
atttcaacag
attggggatt
tcacgacgaa
tctoggachc
ctococgttceo
geagocaage
tgagaacggg
gotacgogoa
attacctoaa
gcogtagote
altcggcagca
cktggtgctte
Lggectocaca
gaaaagagag
aggaaattas

tccagagoag

ES 2428 218 T3

tcecagaltgg
tggagceoog
tectggetac
ggcggacgca
caatococgtac
tacgbctttr
acctcooggt
gragtcgcoa
taaaaagaga
Ccbcggagaa
tggocgcacca
ttggcattge
ggcciiEgooe
cagcaacgac
aitcoactgo
coggoocaay
tgatggegtc
ggagtaccag
ggcagacatyg
cgtgggacgt
caacaactrct
cagocagage
Ccagaactcad
Eccagctagc
gogeghttct
asaatataac
Ccaasagacgac
cgocggaget
agccactaac

cagcacagac

ctogaggaca
Aagoocaasg
aagtacctcg
gcggoccocbeg
ctgeoggtata
gggggeaaco
cbggtbtgagg
caagagccag
CcLoasattiig
coctcoagoaa
Aabggcagaca
gattccacat
agctacaata
aaccactact
cacttttcac
agactecaact
acascoateg
gttocgtacyg
Ltcatgattc
tcatcochitl
accttcaget
ctggaccagge
aatcagrocy
atgtotgrte
agaacaadas
ctcaatggge
gaagacaagl
Ccasacactg
cctgbgaoca

cctgogaceg

51

acctoctoctga
cocaAccagca
gacccttcaa
Agoscgacaa
accacgooga
tegogogage
aaggogcbas
actecteocke
gtcagactgg
coooogotge
ataacgaagy
ggctgggcga
accaccbcta
Lcgoctacag
cacgbgactg
tcaaactckt
ctaataacct
Lockbogocto
cocaatacyg
actgcotoga
acaccittga
Cgatgaatce
gaagtgocea
agcccaaaza
cagacaacaa
gtgaakbtocat
Cectitococcat
cattggacaa
coegasagatt

gagatgtgea

gggecattcgo
adagoaggac
cggactcgac
gacoctacgac
cgccgagtibt
agtcttocag
gacgactoot
gggrateggc
cgactecagag
Ldtgggacct
cgoocgacgga
cagagtcatc
caagcaaatbe
caccooctgg
goagegacte
caacatccaa
taccagcacy
tgcgoaccag
ctacctgacg
atattrcose
ggdagigeoot
tctecategac
Aaacaaggac
ctagctacck
caacagcaalt
catesacoot
gagcggigtbe
tgtcatogatt
tgggacegty

tgotatggga

60
120
184
240
300
3al
420
480
540
a0
650
120
T80
840
200
60

1420
1080
1149
1200
12460
1320
13a8p
1440
1500
1560
1a20
1680
1740

1804



goattacoctg
aaaattccte
aagaaccogo
gagLCitcag
atggaaattg
tacacatcca

tatactgagc

<210>12
<211> 2211
<212> ADN

acatggtgtg
acacagatgg
ctocooagat
ctacaaagtt
daatgggagct
attatgcaaa

ctcgooceat

ES 2428 218 T3

goaagataga
gcactticac
cctocatcaaa
tgetEcatte
gcagaaagaa
atctgcoaac

Lggcacocogt

<213> serotipo 3 de virus adeno-asociado

<400> 12

atggcotgcbg
gagtagtage
aaccgtegag
azdggagagc
cagcagctca
caggagegte
gecaasdaga
ggaaagasgg
azatcgggea
tcagtocoayg
aatacaatgg
gtgogtaatt
dCCaocagca
toccagooaac
tatcttgackt
aacaacaact
agaggggtca
caagcgrota
tgboteoege
AACAaAcggaa

cagatgoctaa

acogtiacet
ctoctgaaaco
gtcttgtget
cggbcaacga
aggccggiga
ttcaagaaga
ggatccttga
gggctgtaga
aacagccLge
acectcaace
cbtcaggega
cctcaggaaa
coagaacctyg
caggagcbic
Ltaacagatt
goggatbtecg
cCgcagaacga
cggactogga
cgtitccage
gtcasgoggt

ggactggaaa

tccagattog
tggagtocct
tocgggtbtac
gacogacgca
casccogtac
tacgtcetkt
goototEggt
tcagtctect
cagaaasaga
tctocggagaa
Eggegoacca
Ltggoattge
ggcoctgooe
asacgacadac
ccactgeoac
gcocaagaaa
tggcacgacy
gratcagete
goacgbtette
gggacgechoa

taacttocaa

gacgrtgrace
coghctoote
aacacgcatg
atcacccaat
aacagcaago
gtrgacttta

taccttacce

ctcgaggaca
caacccoasad
aaatacctog
goagoocteg
ctcasgtaca
gggggcaacc
cbggttoagg
caggaaccgg
ctaaattteg
ccacecageag
atggcagaca
gatteccaat
acttacaaca
cactactttyg
ttctcaccan
ctcagotioca
actattgoca
ccgbacgtge
atggtocoets
Loccbtbtact

ttcagotata

52

tgcaggotco

ttatgggsgg

ttcctgogaa
actccacagg
gotggaacce
ctygtggacaa

gtccocctgta

acctttctga
cyaaccaaca
gaccoggtaa
aacacgacaa
accacgocga
ttggragage
aagqeagotaa
actecatecate
groagactgy
cocccacaag
ataacgagog
ggctoggcga
accatictcta
gocracagoac
gtgactgoca
agctcttcaa
ataaccttac
tcggotogge
agtatggata
goctggagta

ccttegagga

catttgggee
ctttggacto
Lcocbooggeg
acaagtgagt
cgaagtgoag
caatggactoc

a

aggcattcatc
ACacCaggac
cggactogac
agottacgac
cgoogaghet
agtcttoccag
dacggerect
tggtgttoge
agactcagag
tttgogatct
tgccgatgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cecttggogg
gogactoakb
cALCcCcaagrc
cagracgoto
goaccaagge
cckcaccoccotg
ctEcccetog

tgtaccbton

1860
1920
1384
20440
2104
2160
2211

240
g0
60
1020
i0an
1140
1300
1260



<210>13

cacagecaget
tatctgtact
ctgoruoeta
gogcccigot
tLtectigga
ggaccagcta
ctaatattog
acggatgaay
gcaaataact
gecttacctyg
aagattocic
aaacatcocgco
actttcagec
gtggasattg
tacactcbcca

taragtgaac

<211> 2208
<212> ADN
<213> serotipo 6 de virus

<400> 13

atggotgoog
gagrggtogy
gacogoeggyg
aagqagagadqo
CAgCaAgCioa
caggagegtc
geoaagaaga
graasgasac
aagacaggcc
tcagtcoecg
actacaatgg

gtgogtaaktyg

acgotcacag
accLgaacag
gecaggetgyg
acCggraaca
cagoggocag
tggccagtea
JCdaagaagg
aagagattcyg
tocagagotc
gcatggtgta
acacggatgg
cLectcaaalt
cggccaagtt
agtgagagect
actacaacaa

ctocgooctat

ES 2428 218 T3

ccagagtitg
dgacocaaqas
gocteoaghtoet
gagacttica
casaatatcac
caaggacgat
gacaicggca
taccaccaat
daatacagct
goaagatogh
dcactttcakt
cartgalbcaas
tgocbtocatte
dcagaaagas
gtctgkbtaat

tggaaccogo

adeno-asociado

atggttatct
AcLtgaaace
gtetggtget
ccgheaacgo
aagcgogtga
Lgceagaaga
gggttctoga
gtccggtaga
agcagooooo
acccacaacc
cttoaggogag

cctcaggasa

toccagakbtgg
togagococcy
tococrgaoctac
ggcggatgoa
caAtcogiac
tacgtcbtiCh
accbEttggk
goagtogeca
Caaahagaga
tctoggagaa
togcocgcacca

Etggoattac

gatcgoliga
acdacctoby
atgtoctLcge
gagactgota
ctcaatgoco
gaagazaaat
agtaacgcag
cocbgbggoaa
Ccocacgactg
gacgtgtace
ccttctecte
aatactocoag
atcactcagt
aacagcaaac
gtggacttta

tatctcacac

cttgaggaca
aaacccadag
aagtacckteg
geggeccteg
ctgcggtata
gggggcaacc
ctagttgagg
caagagcoag
ctoaattttg
ccboccagoaa
atggoagaca

gattoccacat

53

tgaatoenot
gaacdaccaa
aggccadasa
acgacaacaa
gogacregot
ttttococtat
aattagataa
cagagoagha
gaactgtcaa
ttcaaggace
tgatgggagg
Laccogoaas
actccactgyg
gtbtggaatce
ctgtagacac

gaaacttgtg

acctcbciga
ccadccagca
Jaccciicaa
agcacgacaa
accacgocoga
bLegygegage
aaggtgcotaa
ackbccteockc
qUoagactdy
coccegetge
ataacgaacg

ggctgggcga

tattgatcag
ccaatcacgg
ttggctacet
caacagtaac
ggtgaatcca
gcacggeaakt
tgtaatgattc
cggaactgtag
tcatcaggon
catctgggca
cttbggacto
tcctocgecg
acaggtcage
agagatteag
taatggtatt

a

gogcattcge
aaagoagoac
cggactogac
ggcctacgac
cgoogagtlt
agtcttocag
gacggotect
gggeattggc
cgactcagag
tgtgggacct
cgoogacaga

cagagtcatc

1320
1380
1440
1560
1560
1la20
1680
1740
1800
iB60
1920
1980
2040
21400
21460
2211

&l
120
180
240
300
360
420
480
540
&0d0
660

720



<210> 14

dccaccageca
Cocagigotn
gggrattbty
afcaacaaca
gtiaaggagy

ghbtcaagtet

‘ggekgectee

ctcaacaatg
ccgcagatge
Ctccacagea
cagtacoctygo
LLgotgttta
ggacocctgh
tttacctgga
ggcactgeta
atgattteotg
acagacdaag
goagLeaato
gecttacctg
AAAATTCCTE
2a0Cacgcoc
gagLbttogg
ghtggagattg
tatacatcta

catactgage

<211> 2214
<212> ADN
<213> serotipo 7 de virus adeno-asociado

<400> 14

atgoctgoog abtgobratoh tocagattog ctogadgaca acctotoctga gogoatboge
gagtggtggg acctgasacc Lggagoccccg gsacccasag CCAaaccagea aaagcaggac

ascgoecggy gteotogtgot boctagotac aaghacctog gacccCtcaa cggactogac

cccgaacatg
Caacggoyasc
atttbcaacag
attggggatt
tcacgacgaa
toteggacte
ctcogctocoe
gragocagge
tgagaacggg
actacgogea
atltacctgaa
geogggagte
atCfggcagca
cbggtgotte
Lggoctocaca
gaaaggagag
aggaaatcaa
tocagagoag
gaatggtgta
AcCACgUALIY
ctcctcagat
ctacasagLt
aatgggagel
actatgcasa

ctcgecoceat

ES 2428 218 T3

ggccLtgece
cagcaacgac
attccactge
coggoocaag
Lgatggeogtc
gogectaccag
gocggacgby
agtgggacgg
caataacttt
cagcoagage
cagaactcag
tecagotage
gcgogtbtcot
aazatataac
Cadagacgac
Cgccggagort
ageoactaac
cagcacagac
gcaagacaga
acactbtcac
coctecatcaaa
tgottocatie
gcagaaagaa
atctgogaac

tggcaceegt

acctataaca
aaccactact
catbtctcac
agactcaact
acgaccateg
tetgocgtacy
ttcatgatcte
toatectrtr
accticaget
ctagacegdc
aatcagtcocog
atgtctgkte
dGadacadadad
cttaatggac
asagacaant
Lcaaacactig
cococgtggoca
cctgogaccg
gacgtatacc
cogbtotecte
aacacgecty
atcaccoagt
aacagcasdac
gttgatitca

tacctcacoo

54

dccacctcka
tocggotacag
cacgbgactyg
tcaagoboto
ctaataacct
tococteggoto
cocagtacgd
actgectgga
acaccrcocga
tgatgaatece
gaagrgocca
agcccodadd
cagataacaa
gtgaatctat
cctttooceat
cattggacaa
cocgaaagathc
gagatgtgca
tgcagagbee
Ecatgggogg
Locctgogaa
actccacagg
gorLggaatoe
ctgtgoscaa

gtecooty

caagcaaatc
caccooctgg
geagegackte
caacatccaa
taccagcacg
tgogoaceag
craccraacyg
atatttececca
ggacgrgect
tctoatcgac
asacaaggac
ctggctacct
caacagcaac
aatcaaccct
gageggtgte
tgtcatgatao
togggactgtyg
toctatoggga
tatttggg:c
ctLiggactt
Loctecggea
dCaagrgago
cgaagrgeag

castggactCt

a0
B4
aqn
950
1020
1680
11417
1200
1260
1320
1380
1440
1540
1560
1620
igad
1741
1804
1860
1520
1380
2040
2100
2160
2208

&l
120
180



aagegagaqe
cagcaoctca
Caggagoorto
gocraagaage
gcasagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtec
LCEggracag
ggagtggota
attaccacca
atotoccagta
toggggtatt
ctcatcaaca
caggtcaagg
acgattoagg
cagggctooc
actctecaaca
cocbebcaga
cottEccaca
gaccagkbact
cgggaactgco
ttacctggac
agcaactttg
aatcocggog
geagrecotga
argacasatg
gLcagcagea
guagectrac
goccaagattc
chragacate

gaggtgttta

CCcgrLcasacge
aagcgggbga
tgcaagaaga
gogttctcoa
gaccggtaga
gocagcages
cogaccolca
tggctgcagy
atgecotoagg
goacCcCaaac
agactgcagg
CtgacCttaa
acaackyggy
aggicacoac
cattcbcgga
cgootcegtt
atggcagtbca
tgotgagaac
gcagetacge
tgtactacckt
agtbttacca
cttgecttecg
cLtocactgg
tegeocatgge
LLCtCogaaa
aagaagasat
acttacaage
ctggcatgat
ctcacacgga
cgéobockea

ctccbgocaa
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ggoggacyca
caatccgtac
Cacgteoacte
acctooocggt
goocgbocacch
cgocagaaag
acckcbocgga
cggtggogoa
aaattggeat
ctgogoecty
tagbaccaac
cagattccac
attccggooe
gaatgacggc
cteggaatac
cooggoggac
gtcrarggga
Ggycaacaac
acacagccag
Jggrocagaaca
gggcgggoch
gcaacaanga
Cgccaccasa
aactcacaag
dactggagea
toghteoctact
doctaatact
cLggcagaac
Lggcaacttt
gatcectgato

gtttgectteg

goggceccteg
ctagcggtata
gggggcaace
ctggttgagy
cagegttcoo
agactcaatt
gaacctocag
cCaatagcag
tgcgattooa
CCCACCTACE
gacaacacct
Egococacttek
dagaagcetge
gttacgacea
cagcbgoogt
gtcttcacga
cgtboctect
tetgagtkica
agocctggace
cagagtaacc
tcaactatgg
atotccasaa
tatcacctga
gacgacgaqq
dcTadacasada
aatcctgtag
goagoocaga
cgggacgtgt
caccegtcote
aagaacactc

LLcatcacac

55

agcacgacaa
accacgccaa
Legggogago
agggecgotaa
cCgacicohc
tcggtocagac
cagcgecccke
acaatazcga
catggorgay
acaaccacet
acttcggcta
caccacgtga
ggttoaaget
tecgeoraataa
acgtootogg
ttecctcagta
tctactgect
gctacagott
ggetgatgaas
caggaggcac
ccgaacaage
cgctagatea
atggcagaza
accgobttlic
ctacakbrtgga
ccacggaaga
cacasagitgt
acctgcagog
cttegatggg
cocgbbccege

aaracagoac

gacctacgac

coccgagrtt

‘agtcttocag

gacggetoct
cacgggeato
tggcgactca
tagtgoggga
aggrgcegac
cygacagagte
ctacaasgcaa
Cageacccos
coggoagoga
cotcaacate
cettaccage
cLctgcgoac
cggctacectg
ggagtactte
cgaggacotg
Coocctcate
agctggcaat
caagaattog
AaAacaACaAaC
ctogttoott
cceatocoags
dazatgtgtta
atacgggata
cascaaccag
Coocoatoctgg
cggetilbgga
taatccbooyg

cogacaagbc
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agegtggaas fcgagiggoa gcEgcdadaad gasaacagoa agogobggaa cocggagatt

cagtacacct ccaactttga aaagragact gotgobggact Ctgocgtibga cagoocagogh

gtttactctyg agectogoce tattggoact cgttacctéa cocgtaateot gtaa

<210>15

<211> 2217

<212> ADN

<213> serotipo 8 de virus adeno-asociado

<400> 15

atggotgreg
gagtgstagy
gacggeocggg
43959g999agc
cagcagetge
caggagocghc
gooaagaage
goaaagaaga
gogcasgaaag
gagtcagtic
coraatacaa
guagtgggta
atcacdacca
dtotoccaacg
cocotgogggat
cgacbcalbca
atccaggtea
agraccatco
caccagggot
ctaacactca
tttoccttege
gtgectttoo
atrgaccagt
tagacteLgg

ctgccaggac

acaogrtatct
cgctgaaace
gtctgatget
ccotcaacge
aggycgggboga
tgraagaaga
gggttctoga
gaccggoaga
gCCagcagos
cagacccteca
tggctgcagyg
gerectoggyg
gcatcogaac
ggacalbcgag
attttgactt
acaacaacly
aggaggtcac
aggbgtttac
goocbgootoo
acaacgotag
agabtgctgag
atagcagcta
accbgtacta
gottcageoca

coctgbtaccg

toccagattgg
Lggagccccy
tootogotac
Fgcggacgca
caatcocgtac
Cacgtcthir
accbtctcgat
goocatcacee
coccagasaa
acctetegga
cggtggcgca
gaatkbggrac
ctagggcocota
adgagocaco
taac@gattc
gggattccgg
acagaatgaa
ggactcggag
grLeccdgeg
Ecaggcocgtg
aaccggoaac
cgcccacagc
chtgtctocgg
aggtgggect

CCaacaacgc

ctocgaggaca
dagcciaaag
aagtacctbog
geggoecteg
ctgcggtata
gggggcaacc
ctagttgagg
cagogtbete
agackcaatt
gaacctcoccag
ccaztggeag
tgcoattoea
cccaccraca
A4CoaCAACaE
cackgocact
coccaagagac
ggcaccaaga
Laccagctge
gacgbgttca
ggacgctest
gactbcoccaygt
cagagcttgg
dctcaaacaa
aatacaatgg

gtcbcaacga
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acCLCLcboa
ccaaccagea
gacccttoaa
agocacgacas
Accacgooga
Ecgggcgage
aaggcgetaa
cagactecte
ttggtcagac
cagocgeocte
arcaataacga
catgacogoy
acAAccacct
cotacttegg
tLttcaccacg
Lcagocttcaa
ccatcgooaa
cgrtacgtect
tgattccoceoea
ccbtctaceg
ttacttacac
aceggstgat
caggaggoac
ctaatcagac

CaacTcgggoa

gogoattoge
aaagoaggac
cggactegac
ggcotaggac
cgccgagtit
agtcttoccag
gacggecteck
tacgggeatc
Lggcgactoa
togtgtgoga
aggogecgac
cgacagagte
ctacaagcaa
ctacagcace
Cgactggcag
geLebiocaac
taaccteoace
cggctecktgeoe
gtacggctas
cctggaatac
cttocgaggac
gaatcototg
ggcaaatacg
anagaactgg

dadacaacaat

2100
2160

2214

&4
120
1E0
240
300
380
420

540
B0
660
T2
740
840
S0
280
1020
1680
1140
1200
1260
1320
1380
1449

1500



<210> 16

agcaactieg
aatcctggca
gagaatccbga
atgctcacea
accgtoggcag
cagggggcct
togoccaaga
gocctgaaac
cogaccacot
ghbcagogtgg
atccagtaca

ggcgbgtact

<211> 2208
<212> ADN
<213> virus adeno-asociado, hu.13

<400> 16

atggcotgocy
cagtggtoga
gacagcacqa
dagggagaqgc

cggcagcieg

‘cagoagogos

gcaaaaaaga
ggaassfaga
2aagogggcc
tcogtacctg
aatacgatgg
grgggtaatt
accaccagca
tccagocaac
tattttgacc

2acaacaact

cetggactge
Legobatgge
ttottggoaa
gogaggaaga
ataactogeca
tacceggtat
Ltecbktacac
atCcboccgoe
Lcaaccagtc
aaattgaatg
CCLCCaAacta

cbgaaccccyg

atggttatct
agctcaaace
gtettgtget
cdgtcaacga
acagcggaga
ttaaagaaga
gggttcttga
ggocgataca
agcagoctge
acctccaegoc
cttcaggeag
coLcgggaaa
coogaacbtg
caggagccag
toaacagatt

ggggartocg
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tgggaccaaa
aacacacaas
acaasatgot
aatcaaaacc
gragcasaac
agtctyggeag
ggecggcaac
Ccagatcoty
daagetgaas
ggagctgeag
ctacaaatect

cococattggoe

tccagattgo
tggeococacca
tocotgggtac
gocagacgoo
caacccgtac
tacgtcttet
acctoctgggo
goactotoct
aagaaaaaga
tctocggacay
tggcgcacca
Ctggcatige
gococtgcce
caatgacaac
ccactgecac

geccoaagaga

taccatctga
gacgacgagy
goccagagaca
actaacootg
acggctoote
daccgggacg
ttoccaccegt
atcaagaacs
cotttcatca
afsggaaasca
acasgtgtgg

acccgttace

chogagoacs
ccaccaaage
aagtacotog
gcggcceteg
clogadgraca
gggggraacc
ctggttoagg
gcggagacag
ttgaatttcg
coaccagoang
atggcagaca
gattccacat
accbacaaca
cactactityg
Cttitecaccac

ctecaactbca
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dtggaagaaa
ancgbtbLte
atgcggatra
togctacaga
aaattggaac
Egtacctgoa
crLotgeigat
cgectgtace
cgeaatacag
goasgogotg
actttgctgt

tcacoccgtaa

cteototcega
cogcagagog
gatccttcaa
agcacgacaa
Acacgocga
toggacgage
agocbgtiaa
actoobocic
gtcagactgg
coccctebgy
ataacgaggg
ggatggocga
accatctcta
gctacagtac
gtgactggoa

agctctbtaa

Etcattgget
teccagtaac
cagogatgre
ggaatacgoc
tgtcaacage
gggtccoate
gggcogcttt
tocggatect
Ccaccgoacang

gaaccoogag

taatacagaa

tctgtaa

aggaataaga
gcataaggac
cggactogac
ggcctacgac
cgoggagro
agtcttocag
aacggociccg
gggaacogga
agacgoagac
tocogggaact
cgcocgacgga
cagagteato
cazgcaaate
cecttggggag
aggactcacc

cattcaagic

1560
1620
1680
1740
1800
1840
1920
1380
2040
2100
2160

2217

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
a0
Tab
840
900
9a0



<210> 17

agagaggtoa
caggrgtoa
tgocteooge
aacascggga
cagatgctac
cacagcagct
taccibgtatc
cagttttcte
ceotgbtace
togrggacty
coggocatgy
atcitbggga
gargaagaqo
accaacctgc
cbtocaggeoa
abtccacacsa
caccctecte
Ltcagtgodg
gagatcgagt
acctecaact

tcagagockc

<211> 2208
<212> ADN
<213> virus adeno-asociado, hu.26

<400> 17

atggortgocg
cagggtgga
gacagcacgg
aagogagagc
cogoagebeg
caggagcgbe

gocaaaaaga

cocagaataga
cEbgactogga
cgttocoage
gtcaggeagt
gtaccggaaa
acgctbocacag
acttgagcag
aggcrcggage
ooccagoagog
gagotaccaa
ccagccoacaa
agcaaggcto
daatcaggac
agggcaggcas
tggtctagea
cggacgoaca
cacagabtek
caaagrotge
gggagrigea
acaacagatc

gooocat gy

atggttatet
agrbcaaace
gtcttotoot
cggkbcaacga
acagocggaga
Ctasagaaga

ggatbttctiga
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cggtacgacy
gtaccagectc
agacgtette
aggacgctcet
caactitace
ccagagtttg
aacaaacact
aagitgacatt
agtaccaaag
gtaccacctc
ggacgatgaa
agagaagaca
caccaatese
cacacaagcoa
goacagagac
LELEcacecc
catcaagaac
CLECLELcate
gsaggagaac
tortaatgty

caccagatac

tccagattgg
tggooccacca
ccotgggrac
ggcagacgoc
caaccograc
tacgtohoht

acctoceEgoge

acgattgoca
cegtacgtee
atggtgooac
tecattbtact
ttcagetaca
gaccoboteoa
cosagogyas
cgggaccagt
acatcotgogg
aatggragaag
gaaaagttit
aatgtggaca
gtggetacyg
gotaccgeag
gtgtaccbge
tetococcbca
acceccggtac
acacagtatct
agcaaacgot
gactttacty

ctgacktcgta

ctbecgaggaca
ccaccaaagc
aagtaccicg
gcggeoctog
ctcaagtaca
gggggcasce

cboggttoagg

58

gtaaccttac
Eoggceoggc
agtatagata
gooctggagta
coLCtgagoa
tgaateoctet
coacfacgca
ctaggaactg
ataacaacaa
actctotggt
ttccboagag
Lboaaaagat
agcagtatgy
atgrcaacac
aggggcocat
tgoggoggatt
ctgcgagtec
ceacggggca
ggaatccocga
Ltgacactaa

atctgtaa

crctotetga
cogocagagcyg
gaccottoaa
agcacgacaa
AcCacgocdad
Leggacgage

aacchgtcaa

cagcacggtt
goatcaagga
cctcaccceyg
ctibcettct
cgttcettte
catcgaccag
gtcocaggett
gcttectbgoa
cagtgaatac
gastccgggo
cggggtictc
catgatbaca
Ltoctgtatok
acaaggcgth
ctgggoasag
cggacttaaa
ttegaccace
ggtoagcgrg
gatcoagtac

tggogtgtat

aggaataaga
goataaggac
cggactogac
ggootacgac
cogoggagitc
agtcttocecag

gacggchecy

1020
1080
1144
1200
1260
1320
1380
1440
15400
1560
1620
1686
1744
1800
18640
1524
1980
2040
2100
2180

z2ap8

&0
120
180
240
300
360
420



<210>18

gyasaaaaga
4aagcgggcc
tcagtacctg
aatacgatog
gogogtaatto
accaccagca
tccagecagt
tattttgact
aaciacaact
asacaggtca
cagotgitta
tgcctocooge
agcaacgooa
cagatbgctic
catagcaget
tacctotatt
cagiLLECEC
ceckgtbtace
tcgbggacto
ccagcotatgg
atctttggas
gacgaagagg
acCaacctecc
cttcraggca
attccacaca
caccocbocbo
ttcagtgcog
gagatcgaakt
acCTccaact

tcagagcete

<211> 2217
<212> ADN
<213> virus adeno-asociado, hu.37

ggocogbagsa
agcagooigoe
ACCCCotagece
cttcaggcag
cchocgggaas
ctcgoacchg
crtggadocag
tcaacagatt
ggggattoog
cgcagaada
ctgactogga
cgticoccage
gtocaggeoggt
gtaccggaaa
acgctocacag
acttgagcag
aggcoggago
goccagoagog
gagctaccaa
ccagccacaa
aacaagactc
ddatcaggac
agagcggcaa
tggtctggea
cggacogaca
cacaaattbct
cagaghitge
gggagctgca
acaacaaate

gecoccattgg
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geaototeet
dausaagaga
toctcggacag
cggegracea
Ctggeatcgs
ggccotogoce
caacgacasac
ccacktgecac
gocococaagaga
cggtbecgacy
gtaccagcte
agacateitc
aggacgctot
caactttacc
ccasagtelby
S8casacact
sagtgacatc
agraccasag
gtaccacctc
ggacgatgaa
agdasaaact
caccaateco
cacacaagca
ggacagagac
EEELeaceee
gatcaagaac
Cheottecate
gaaggagaac
bgttaatgtg

caccagatac

gocggagocag
ttgaattetyg
coaccagoag
atggragaca
gattccacat
accrLacaaca
cactacettg
LEctecceac
cteagcteca
acgattgoca
cogtacgtoo
atggtgocac
tecttthtact
ttcagotaca
gaccgtoctca
ccaagcggas
cgggaccagt
acagotgogg
aatggaagag
gaaaaatatt
aatgtgoaca
gtggctacgg
gctacctoag
gtgtacctge
tcteccoctea
accooggtac
dcacagract
dgraaacgct
gactttacty

cbgacteogta

59

actcctocke
gtcagactgg
ccocectotgg
ataacgaggg
ggatgggoga
accatctgta
goctacagcac
gtoactggea
agctctotaa
ataaccbtac
Leggetogge
agtatggata
gococtggagta
coctttgaaga
tgaatcctct
CCcaccacgat
ctagasactg
ACEaCAACEA
actcbctgat
ttococtoagag
ttgaaaagat
ageagtatgg
atgtcaacac
aggggcecat
tgggoggatt
ctgcgaatce
coacggggoa
gogaatoooga
toggacdctaa

atctgtaa

ggoaaccoga
agacgcagac
tctgggaact
cgcogacgga
cagagteate
caagcaasate
ccocbggudy
aggacicatc
caAttcaagte
cagcacgabt
goatcaagoa
coctocacectyg
cttteetict
cgttocttte
catcgacoag
gtocaggoht
goctbcocbgga
cagogattac
ganbtcocgoge
cgaggtbcte
tatgattaca
cTetgtatet
acaaggegbt
CLaggcanag
cggactizaa
LECcgacecacet
ggtcagcatag
aatteagtac

tggtgtgtat

480
540

500

Ba0
720
Tal
840
e L]
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15610
1620
1680
1740
1600
1860
1920
1880
2040
2100
2160
2208



<400> 18

atgooctgcty
gagrggraag
gacggeeggg
aagogggagc
cagoagoica
caggagcegtc
goraagaago
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtoagtoc
tctggtacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atateccaatg
cocotgggagt
cgacteatca
atccaggtca
agcAcgattc
caccagggct
ctbtacactga
tttccatcte
gtgoototoe
atogaccags
cagcaatbtgo
ctacctggac
agcaAAacLiLg
aatcecyggtg

ggagtcctga

atbtgctaacca

gtogtggcly

acggttatct
acctgaaace
grtecbggtbget
cogbcaacgo
aagogggtga
tgcaagaaga
gggkttctoga
gatcyggtaga
gocagcagoo
ccgaccckea
tggctgcagy
gbttcctecagyg
Joaccocgaac
Jgacatcggy
aCLtttgactt
acaacaactg
aggaggteac
aggtattrac
gectgcckeo
acaatggaag
aaatgctgeg
acagcagcta
acctgtacta
cactttctea
ctogotaccy
cttggaciog
tocgocatgge
tgttoggaas
gogaagaaga

acaachtgca
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tccagattag
tggagecece
bcctggetac
ggrggacgoa
caatoograc
tacgtotbtt
agctcteggt
accghtcacct
cgckaaaaag
accaatoygga
cogtggegot
asattggeat
ctgggecety
aggaagcace
cascagattc
gggattccgg
gragagtgaa
ggactcggsa
gttcccggog
tcaageocgta
aactggaaac
cgcacacage
CEtatccaga
agetgggcct
goageagoga
toccaccasa
aacccacaag
acagogtgct
dattaasacc

gcaaaccaalt

ctcgaggaca
asgcccaagg
aagtacctcg
gegaccctcg
ctgoggtata
gogggraace
ctggtogagg
cagegttece
agactgaact
gaaccaccag
ccaabggoag
tgcgattooa
cCccaCcoctaca
aacgacaaca
cactgeocact
ccaadaagac
ggcaccaaga
taccagctgeo
gacgtcthca
ggcecgtteck
agtitttgaat
cagagotogyg
actcagteoca
graaacacgt
gtctctacga
taccacctga
gacgacgagq
ggaagagaca
actaaccceg

acagggoota

60

acctctckga
CCaaccagea
gacccttcaa
agcacdacad
accacgooga
tcgggcgago
dagctgotaa
cogacbccte
ttggtcagac
caggcoccts
acaataacga
catggotggg
acaaccacct
cctacttecgg
tecboaccacy
tcagebicaa
ccatcgocas
cgkacotoot
tgattcoccca
cchtetackg
teagotacac
accgactgat
caggagoadc
cggotoagge
cactgtogea
acggaagaga
aacgcttetk
atgtggacta
Lagocacaga

ttgtggaaaa

gggcattege
gaagcaggac
cggactecgac
ggcctacgac
cgocgagtet
agtcttccag
gacggctect
cacgggeoate
tggcgacica
tggtctgaga
aggcgoogac
cgacagagtc
cLacaageaa
ctacagcaco
tgactggcag
goicticaac
taaccttacc
cggetocgey
gtacggctac
cctggaatat
ctbcgaggac
gaatcotote
tcaagaotacc
taagaactgy
aaacaacaac
ctotbtggta
cocgicgagh
cageagogte
acaatacggt

tgtcaacagc

G0
120
180
240
oo
360
420
480
540
G600
660
T20
780
Bal
500
a0

1020
10an
1140
1200
1250
1320
1380
1440
15400
1560
1620
1680
1740

18400



<210>19

cadaggagcct
toggecaaga
ggactgaage
ccaacaacgh
gtecagegrtoyg
attcagtaca

ogaacttato

<211> 2205
<212> ADN
<213> virus adeno-asociado, hu.53

<400> 19

atggctgclg
cagrggtgga
gJacagcagog
dagJgagage
cggcagoteyg
caggagoghbc
gogaasadaga
ggassasaga
d44aJocgggct
tcogtacotg
actacaatgg
gtgggtaatt
accaccageoa
tccagccaat
tattttgact
adcaacaact
aaagagatca
caggrgitta
tgcotoocooo
aacaacggga

cagatgetac

tacctggeat
Ltcotoacac
accracctec
teagecagyge
adatcgagtg
CLCCcaagota

ctgagecton
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agtetggeay

ggacggcaac
tcagatocctg
gasattggob
qoagotgcag
ctacaaatet

ccooattogt

atggftatet
agctcaaacec
gtctitgtget
cggtoaacga
acagcggaga
ttasagaaga
ggattctiga
ggecggtaga
agcageckge
ACCCCCagco
ctacaggeag
cctcaggaaa
ccogaacotyg
caAggagoone
Lecaacagat
gyggatiecg
cgcagaatga
ctgactcgga
cgtbtccage
gtcaggeggt

gtactggaaa

tCccagattgg
tggcocracca
tecctgggtac
ggeagacgcoc
caaccegtac
tacgrottbr
acctctgggc
goactecteoct
dagaadaaga
totcagacay
tggcgoacca
ttaggcattge
ggrootgoce
amacgacaac
coactygocac
AcccaAgaga
cggtacgacy
gtaccagcltc
ggacgtctic
aggacgckbct

caactttcag

aaccgagacg
Etccaceett
atcaagaaca
tcctbteoatta
adggagasca
acasatgbgg

actcgttace

ctcgaggaca
cCaccaaagoc
aagtaccteg
gcggcecteg
ctocaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
gcggageean
crgaattbcg
cCaccafcag
atggcagaca
gattcccaat
ACCLACAACA
cactactttag
ttEtcaccac
Chcaactioa
acgakbtgeoca
ccgtacgtoe
atggtcccac
tectittack

tEcagoctaca

61

tgtacctgca
cacogotaat
cgcoggtaco
cgcagbacag
goaaacgoto
actttgotgt

Ccacccgtaa

ctetotctga
cCcgoagagog
gaccecttcaa
agcacgacaa
accacgooga
tocggacgage
aacctgttaa
actoctocte
gtcagactgg
ccoCcacaaq
Ataacgagog
ggctggocga
accacctita
gotacagoas
gtgacbgoca
dgetoclitaa
ataacctbac
tcggoctocoge
agtatggata
gectggagta

cttttgaaga

gggtoccatc
gggaggattt
rocogatcch
cacoggacag
gaacccagag
caatacagag

tergtaa

aggaataaga
gcataaggac
cggactogac
ggccbacgac
cgcagagit
agbcttccag
gacggctocog
gggaaccgga
agacgeagac
CCbgogator
tdoccgatgga
cagagtcatc
caagoaaatc
cocchggaay
gagactoate
cattcaagtc
cagcacggtt
gratcaagga
cckcaccctg
cbrttectoet

cgtgeetttce

1880
15920
1880
2040
2100
21ad

2217

120
18]
240
300
360
420
480
5440
&00
667
720
T80
8440
304
3640
1020
1030
1144
1200
1269



<210> 20

cacagcagct
Eacctgtate
titagocaag
cgttategeo
tggactggag
gccatogeea
tttggtasag
gaagaggaad
aatttocaan
cctggtatgg
cctgacaccg
cocgectocte
agttctgocea
atcgagtygg
Lccaactaca

gagocteoee

<211> 2217
<212> ADN
<213> virus adeno-asociado de Rhesus,

<400> 20

atggetagctyg
Dagtogtggy
gacggcocgay
daggggoagas
cagcagchbca
caggagogte
gtcaagaage
ggazagsdga
ggcaagasag
gagtcagtoe
cctggtacaa

ggagtgggta

acgctcacag
atctasacag
ctogacccac
agcagoglih
ctaccaagta
gcracaagga
AAggaacaaa
toaggaccac
Actceaatac
tgtgacagga
atggacactt
agatcargat
agtttgette
agctgcagaa
acazatctgk

coattggoac

acggttatet
accCgaaacc
gtctggtact
cogicaacgc
aagcgggtga
Cgoaagaaga
gguttctoga
gaccggtaga
gocagoagec
cogaccchca
tggotgecang

gtbicctcaog

ES 242

ccagagtteg
aacacaaaca
dagoatgret
gtcaaagcag
cLaccteaat
cgatgaagas
Lgctaccaac
caatccoghyg
Egcigeaagt
Ccgagacgty
tcatocktct
caaadacact
ctteatcaca
ggagaacago
taatgtggac

cagatacchbg

rh.39

tocagabngyg
tggagococe
tocectggatac
ggcggacaoca
Cealocgrac
tacgtotctt
acctctoggt
accgtcacct
coctaazaag
accaztcgga
cgghtogogot

aaattyggecat

8218 T3

gatcggcotga
gcrtagtggaa
cttocadagota
gcagacgaca
ggcagagact
aagttttioce
geggaactag
gctacagage
actgaaactg
tacctgcagy
ccactgatgg
ccogtbcoag
cagbtattceoa
adacgatgga
Ettactatyg

actogtaate

cLogaggaca
aagcocaagg
sagtaccteg
googocecbog
ctgcggtata
ggoggcaace
cbogiigang
cagcgttcec
agactgaact
gaaccaccad
cCaatgugoag

tgeogattcooca

62

Lgaatccolbet
ctcagoagtc
agaactgget
Acaacaacag
cLttggtgaa
crcatgcatgg
asaatgteoat
agtacggata
tgaatcacca
gacccatitg
gaggttttgg
ccaatcetoe
cgggaceget
atccocgaaak
acactaatgy

Cgtaa

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcda
agcacgacas
accacgocga
Lcgggegage
aagctgectaa
cogactoote
tEggbcagac
caggocoche
acsataarcga

cabggctogg

gatcoaceag
tcageotactg
gocbggacey
caacttteoce
cooggoccog
aacccraata
gatbacagat
tgtgtcaaat
agjgageatte
ggccaagatct
actcaaacac
cacaaacttec
cagegtggag
teagtacact

tgtgtattea

gggractoge
gaagcaggac
cogactbegac
ggoctacgac
cgcocgagrit
agbcttcocag
gacgoctoce
cacgggoate
Egocgactca
tggtctgoga
aggegcogac

cgacagagte

1320
1380
1440
2500
1560
1620
1680
1740
1800
1BAT
1920
1980
20490
2100
2160
2205

&l
129
180
240
g0
360
420
480
540
600
&al

7210



dtraccacca
atatccaatg
ccohgggugt
cgactcatca
atccaggtea
agcacgatte
caccagggeor
cLtacactga
tttccatcoto
gtgocctiteo
atcgaccagt
cagcaaltbtgl
ctacctagac
ageaacrLoiyg
aatcccggtg
ggagrccrga
atgctaaceca
gtggtggctg
caaggagoct
tgggccaaga
ggactgaagc
coaacaacgr
gtcagegtog
Aattcagtaca

ggaacttalbr

ES 2428 218 T3

gocaccogaac cbgggccetyg
ggacatcggg aggasgoace
attbhgactt caacagattc
acaacaactg gggattocgg
adgagdtcac gocagaatdaa
aggtattiac ggactcggas
goetgoctes ghoocccggcy
dcaatggaaqg tcasgcocgta
aaatgotgog aactggaaac
acagcagita cocatacagc
acctgrtacta cttatccaga
tattLEckea agotgggoct
cttgctaccg gocagocagoga
cLrggactgg tgocaccasa
togecatago
TgLrtggaaa acagggtget
gcgaagaaga aabtasasacc
ataackttgca graaaccaat
taccrtggcat ggictggcag
ttectecacar ggacggoaac
acccaccter tcagatocig
tcagococagge gQaaattggot
daatcgagtbg ggagctgcag
chtbcaaacta ctacaaatol

ctgagectog coceattogh

cccacctaca
aacgacaaca
cactgecach
CcCagaaagac
ggcaccaaga
taccagctoc
gacgtcttoa
ggccgbttect
aatittgaat
cagagottag
actcagtcca
goasacatgt
gictctacga

tatcacctga

Sacccoacaag gacgacgagg

ggasgagaca
actaaccckg
acgggoocka
aaccgagacg
ttccaccCt
alcaagaaca
Eccbtocatta
aaggagaaca
acaaatgtgyg

actocgttace

<210>21
<211> 2211
<212> ADN

<213> virus adeno-asociado de Rhesus,

<400> 21

rh.43

acaaccacct
coctacttogg
tcoecaccacy
tcagettcaa
ccategecas
cogtecgtoot
tgattccoea
octictacty
tcagcbacac
fccgactgat
caggaygaac
cggetecagge
cactgtogea
acgdaagaga
gacgotbcEn
atgtggacta
tagccacaga
Lrgtgggaaa
tataccLgca
caccgctaal
cgceggtace
cgeagtacag
graaacgotg
acLEtgotgh

cgaccogtaa

ctacaagcaa
ctacagroace
tgactgucag
gebcttocaac
taaccttacc
cgootecoang
gtacggctac
coLggaaktat
ctbcgaggac
gaatectete
Lecaaggtace
Laagaactgy
daaCdacaac
ctootbggta
ccogtogagt
cagcagogtt
acaatacggt
Cgtcaacage
gggtcccate
ggoaggactt
cgocggateot
caccggacaqg
gzacccagag
caatacagaqg

Eetgtaa

atggotgecg atggttatct tocagattog ctogaggaca acctotctga gogoattcgo

gagtogtggg acttgaaace tggagecccg aascccaaag ccaaccagea 82ageaggac

gacggccggg gocbggtget tocctggotac asgtacobod gaccoticaa cggactogac

63

780
8440
204
2467
1020
FEH ]
1144
1204
126]
1324
1284
1444
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1880
1920
1980
2040
2100
2180
2217

a0
120
180



aagagyygacc
cagcagotcg
caggagogta
gocaagasges
ggaaagaagdsa
gagasaggeoc
ccagttbccag
satacaatgg
grygggLagtt
accaccageca
tccaacgggs
tgggaogtatt
ctcaktcaaca
caggtcaagg
accatacagg
cagggctgeo
acactcaaca
cottogeaga
coctitecaca
gaccagtacc
acktctgggot
ccaggaccot
gacttbgocot
cctggcatog
toetghbttet
acragcgagy
goagatasct
goctraccog
asgattecte
aadcatcectc

acctbcaacc

cogteaacge
aagcoggtaa
Tgcaagaaga
gughtotoga
gaccagtaga
aacagcecge
accotcaace
crtgcaggocgg
celegugans
coccgaacctg
catcgggagg
Ctgacttcas
acaactggag
agatcacgea
tgtttacgga
tgectocgte
acggtagtoa
tgctgagaac
gcagciacgc
ftgtaccactth
tecageceaagy
gttaccgoca
ggactgctgg
ctatggcaac
ggcaacaaas
aagaaatcas
tgcagcagoa
gtatggretg
acacggacyag
cgeccteagat

agicasaget

ES 2428 218 T3

ggcggacgca
caatcogtac
tacgbctttr
acctctocggt
gcagtcacco
cagsasaada
tctcggagaa
Eggcgcacca
ttggoattgo
ggccctgeco
dgCccaccaac
cagaticcac
ALLocggoee
gaabgaaggc
ctocggagtac
cooygoggas
gogccgtogga
cggcaacaac
cCacagocag
gtcbeggack
tgggecctaat
acaacgegteo
gaccaaatac
acacaaagac
togoctgccaga
adccactaac
aaacacgact
goagaaccygg
caactbrecac
cctgatecaag

geactekcte

gegaccotog
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagyg
caagaaccag
cbcaattttg
cctocagoag
atggcagaca
gattbocoacat
accbacaaca
gacaacacel
Lgecactitt
aagagackca
accaagacca
cagctgoogt
gtgttcatga
cgctcetcet
ttccagtita
agetiggace
caadcaacag
acaatggcca
CCagcgacas
catctgaatg
gacgaggago
gacaabtgcgg
ccbatgocta
cCicaaaliyg
gacgtgtacc
ccgtctoege
aacacgcetg

atcacgsaat

64

ageaccacaa
accacgocga
tocgagogage
aaggcgctaa
actcobccte
gocagactgg
cgooototagg
ALaacgaagy
goctoggocga
accacctbota
acttcggcta
caccacgrLya
gcktocaaget
tcgocaataa
acgttctogg
ttccococegta
Ectactgect
cttacacctt
ggctgatgaa
gaggracyggco
atcaggcaaa
ccgaggtaaas
gaagaaatte
gtttttteece
attacagoega
cagagaaata
gaactgtcas
cgcagggtoo
tgatgggogg
tacctacgoa

acagcaccog

ggcctacgac
cgcogagttt
agtocttocag
gacggeciocch
gegcateggc
cgactoagag
tgtgggacct
cgcogacgga
cagagtcate
caagoaaatc
Cageacococ
chggoagoga
cttcaacatc
cctecaccage
ctctgecoac
cggctaccta
ggaatactit
cgaggacatg
tcctoogact
adatacgeag
gaactgoctg
caacaatagc
attggctast
agtaacggga
bgtecatgoro
cogtatogkbg
cagcraggog
catctgggoe
ctttggocEg
tcctoogace

Acaggrcage



ES 2428 218 T3

gtggaaattg aatggoagol acageaggas AAcagcaagec ocbogaaces Cgagatcoag

facacctcca actacrtacaa atctacaagh gtggactibg ctgbtaatac agaaggogtbg

tactctgasc cccoccceoat tggraccoght tacctcacco gtaatotgta a

<210> 22
<211> 2217
<212> ADN

<213> virus adeno-asociado de Rhesus,

<400> 22

atggcetgeoog
gagrogtagg
gacggocgdg
4agdggggada
cagcagctca
caggagcgtc
gooaagaago
Ogaaagaaga
ggoaaganay
gagtcagtee
tctoggtacaa
ggegLgggta
atcaccacca
atetocaacg
coctgggogt
cgactcatca
arccaggtca
ageaccatce
caccaggget
ctgacketea
ttcooetoteo
grgecocttes
atcgaccagt
cagoagtege

ctgectggac

abggttacco
acctgaaace
gbotggtget
cogteaacge
aagcgggbga
tgcaagaaga
gggttctega
gaccggtaga
gocageagec
cocgacecoctea
tggctgcagg
gttectogga
gcaccogaac
JgacerLogog
Attttgactt
acaacaactg
aagaggtcac
aggtottrac
gootoostee
acaacggtag
agatgctgag
acagcagerta
acctgtacta
tgtrtectca

cctgctagag

rh.46

tccagattgg
togagceoceg
Lockggeotac
ggoggacgca
cagtcegtac
tacgrtetrtc
accbotogge
geogteacea
cgccagaaag
acotateogga
cggtggogoa
amattggeat
ctgggccctyg
aggcagoace
taacagattc
gggattcecaog
geagaatgaa
ggactocggaa
gttecocggeg
tcaggeogbg
B8COggCaas
cgogeacage
cctgrLcaaga
ggccgggoct

acagcagogo

ctogaggaca
AdaAcCcCaaag
aagtaccitcg
goggoocicg
ctgeggtata
gogggcaacc
ctogtbigagyg
cagegbtooe
agactcaatk
gaacitccag
ccaatggoag
tgecgattoca
cocAcCCctacs
aacgacaaca
cactgoract
ccceagagac
gucaccaaga
taccagctge
gacgtctieca
ggacgttost
AACLLLLCCE
cagagttigg
acccagteta
agcaacatgt

gtctccacga

65

agcctoctocoga
Cccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
atcacgocga
tocgggogage
aaggcgotaa
cogactocte
tcgghcagac
cagcgoocte
acaataacga
catgoctogg
ACAACCACCE
ccktacbttgg
tcbcaccacg
tcagocbtoas
ccatocgocaa
cgtacgtcct
tgattcecteca
cctictacty
Ccagetacac
acaggctgat
cgggaggoac
cgackcaggo

cactgbcgea

gggcatooge
adagcaggac
cggactegac
gogectacgac
cgoCgagtot
agtcttoccag
gacggctcect
cacgggealte
tggogactea
Lagtgtggga
aggtgccocgac
cgacagagtec
ctacaagcaa
ctacagcace
Cgactoggcag
gobocbtoasc
taacctcacec
cggcbectgee
gtacggectbac
cchggagtac
Lt tcgaggac
gaatoctoic
agcgggaace
cagaaactgg

daaacaafaac

2100
2160

2211

60
123
184
240
o0
360
430
480
540
6a0
660
720
780
840
200
964

1020
13340
11440
12040
1280
1324
1380
1440

1500



<210> 23
<211>735

agcaactitog
sacccoygggcyg
gocatccteca
altgctaacoa
gtggtgactyg
cagggagcot
Cgogocaaga
ggacttaaac
ccaacagegt
gtoagogtag
attcagtata

ggtgtttack

<212> PRT
<213> proteina de cépside de serotipo 2 de virus adeno-asociado

<400> 23

Met

Glu

Lys

Gly

Val

Arg

Asp

Asn

Pro

Tyr

50

hsn

Gln

ala

Leu

cctoggactag
Logocacgoo
tgtttoggcazs
gooaggaags
ataacctaca
tacctggcat
Ltecboacac
atccgoctce
traaccaggc
agatecgagto
cttcocaacta

ctgagecteg

Ala &la Asp Gly Tyr
5

Gly Ile Arg Gln Trp

20

Ala
15

Lys

Glu Ala

Leu Asp

Glu
140

Gly
115

Glu Arg His

Tyr Leu Gly

Fhe Gln Glu

Arg Ala Val

ES 2428 218 T3

tgceaccaag
aaccaacaag
gragggaict
aatocaagycs
Jragrasasc
ggtctggoag
agatgocaac
tocagatoctc
caagobgaat
goagcbgoag
ctacaaatct

ccoccatigao

Leu

Trp

Lys

Fro
35

Azp Ala Ala

70

Ber Gly
85

Asp

Arg

Fhe

tatcacctga
gacgacgagd
ggasaagaca
ACCaaccoco
accgotoota
aaccoggacyg
ttteaccegt
atcaaaaaca
LoLhLcatca
anggagasca
acaaabgtog

gctogttace

Pro A=p

10

Leu
25

Lya

Asp
40

Asp

Phe Asn

Alz Leu

k3n Prg

ac

Leu Lys

105

Gln
120

Ala

66

Trp Leu Glu

Lys Pro Cly

Ser Arg Gly

Gly Leu Asp

1y His Asp

Tyr Ley Lys

Glu Asp Thr

Lys Lys Arg

acggcagaga
acegotboko
acgtggacta
tggccacaga
trotgaggge
Egracctgea
ctcoctttaat
ctcckgtiee
cgcagtacag
gcaagcactg
acttbogergt

toacccgtaa

Frg

L=

ctetetgobg
coccatocago
tagcascgtyg
acagtatggc
cgbcaacageo
gggtcctath
gggoggcitt
tgeggatock
caccggacaa
gaacccagag
taatactgag

Letgraa

15

Pro Pro

a0

Val Leu

45

60

75

Lys

Lya

Ser

Val

Gly Glu

Ala Tyr
Hig

Asn

Phe
110

Cly

Leu Glu

125

15640
1620
1680
17410
i8ac
1880
1920
1980
2040
2100
2160

2217

Asp Thr Leu Ser

Pro

Prao

Pro

AsD

B0

Rla

Gly

Pro



Leu

£ro

145

Lys

Gly

hla

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Fhe

Cys

Gly

305

Lys

Thr

Val

Val

Gly

130

Val

Ala

ABp

Ala

Pro

21a

Gly

Lys

Gly

His

250

Fhe

Glu

Ser

Leu

Fhe
370

Ley val

Glu His

Gly Gln

Ala Asp

Fro Ber

195

Metr Ala

Azn Trp

Zar Thr

Gln Tl

280

Fhe Her

Arg Fro

Val Thr

Thr Val

340

Gly Ser
355

Mer Val

Elu

Ser

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Thr

Pro

Lya

Gln

325

Gln

Ala

Pro

ES 2428 218 T3

Pro

154

Pro

Val

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Fro

Arg

Arg

310

Asn

val

His

zln

Bro

135

Val

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

ABp

Phe

Gln

Val

Elu

Asp

Thr

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly

280

Trp

Aan

Gly

Thr

Gly

364

aly

67

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

265

YT

Gln

Fhe

Thr

AED

345

Cye

TYr

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ela

TLp

Pro

250

Ala

Fhe

Arg

Lya

Thr

130

Ser

Leu

Leu

Ala

Sar

155

Leu

Fro

Het

Asp

MetL

235

Gar

AED

Ly

315

Glu

Pro

Thr

Fro

14p

Ser

Asn

Len

Rla

Gly

227

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Fhe

Ile

Tyr

Pro

Leu
380

Gly Lys

Ser Gly

Phe: Gly

Gly Gln
150

Thr Gly
205

Val Bly

ASp Arg

Azn Asm

Asp Asn
270

Asn Arg
a5

AsT Asn

Azn Ile

Ala Agn

zlm Leu
350

Fhe Pro
165

Asn Asn

Lye

Thr

Gln

175

Pro

Ser

Asn

Val

Hisg

255

His

Fhe

Eln

Asn

335

Pro

Ala

Gly

Arg

Gly

160

Thr

Fra

Gly

Ile
240

Leu

Tyr

His

Trp

Val

20

Lieu

TYr

Asp

Ber



Gln
385

Gln

Leu

Ala
455

Pro

Asp

GEln
545

AEp

Gly

Ala

Rla

Val

Hel

Thr

450

Gly

Cys

Ber

Zlu

530

Gly

Glu

Ser

Asp

Asp
€10

Gly

Val

Leu

Pro

Asn

435

Pro

Ala

TyT

glu

ser

515

Glu

Ser

@l

Val

Val

595

Val

His

Gly
Ar

Fhe
420
Pra
Bar
Ser
Arg
Tyr
500
Leu
Ly=
Glu
Elu
Ser

580

Asn

Fhe

Thr

403

His

Leu

Gly

Asp

Gln

485

Ser

Val

Phe

Lys

Ilas

565

Thr

Ly

His

ES 2428 218 T3

sSer

380

Gly

Ser

Ile

Thr

Ile

470

Gln

Trp

Ast

550

Arg

Asn

Gln

&ln

Pro

Ser

Asm

Ser

Asp

Thr

455

Arg

Arg

Thr

Pro

» Fro

535

Asn

Leu

Gly

Gly

615

Ser

Phe Tyr Cys

Asn

Gln

440

Thr

Asp

Val

Gly

Gly

520

Gln

Val

Thr

Gln

Val

a600

Pra

Fro

68

Phe

Rla

425

Tyr

Gln

Gln

Ser

Ala

505

Pro

Ser

Asp

A=n

Arg

585

Ile

Lt

Thr

410

Hisg

Leu

Ser

Ser

Lvs

430

Thr

Ala

Gily

Ile

Pro

570

Gly

Pro

MeL

Leu

135

Phe

Ser

Tyr

Arg

Arg

475

Thr

Lye

Mel

Val

Glu

5355

Val

Azn

Gly

Ala

Gly

Glu

Ser

Gln

Tyr

Leu

461

Asn

Ser

Ala

Lt
540

Lys

Ala

Arg

Met

Lys

20

Gly

Tyr

Ser

Leu

445

Gln

Hig

Ser

525

Ile

Val

Thr

Gln

Val

505

Phe

Phe

The

Leu

4390

Zer

FPhe

Leu

Asp

Leu

510

Hig

Fhe

Het

Glu

Ala

530

Trp

Prg

Gly

Fro

Fhe

415

ASp

Arg

ser

Pro

Asn

495

Asn

Lys

Gly

Ils

Gln

575

Ala

Gln

His

Leu

Ser
400

Glu

Thr

Gln

Gly

480

Asn

Gly

Rsp

Lys

Thr
a0

Tyr

Thr

Thr

Lys



625

His

Prg

Tyr

Glu

RET
705

Ser

<210> 24
<211>728
<212> PRT

Fro

Ber

Ser

b=n

690

Lys

=lu

Fro Pro

Thr Thr
6ED

Thr Gly

675

Ber Lya

Ser val

Pro Arg

<213> proteina de capside de cy.5

<400> 24
Met

Glu

Lys

Gly

Val

Lys

Asp

Asn1

Ala

Gly

Ala

YT

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Ala Asp

Ile arg
20

Asn Gln
35

Arg TYT

Glu Ala

Leu Glu

Glu Fhe

100

Gly Arg

Gln

B43

Fhe

Gln

Arg

PIo
725

Gly

Glu

Gln

Asp

Gln

Gln

Ala

ES 2428 218 T3

B30

Ila

Ser

Val

Trp

Val

710

Ile

yr

Trp

Lys

Ely

Ala

Gly

Glu

Val

Leu

Ala

Ser

Aen

695

Asp

Gly

Leu

Trp

Zln

Prao

55

Ala

h=p

Arg

Fhe

Tle Lys

Ala Lys
BBS

Vval Glu

&80

Fro Glu

Phe Thr

Thr Arg

Pro Asp

Rep Lieu
25

AEp Asp

44

Fhe Asn

Ala Leu

Asn Pro

Leu Gla

105

Gln Ala

69

Asn

650

FPhe

Ile

Ile

Val

10

Lys

Gly

Gly

Glu

o
=

Glu

Lys

B35

Thr

Ala

Glu

Gln

715

Leu

Leu

Pro

Arg

His

L=u

Lys

Pro

ter

Trp

Tvr

700

Thr

Thr

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Bsp

Lys

Thr

Val

Fhe

Glu

685

Thr

Ast

Arg

Gly

Ala

L

45

Lys

Lys

Tyr

ser

Val

Pro

Ile

670

Leu

Ger

Gly

hsn

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

A=n

Ehe

110

Leu

Ala

655

Thr

Gln

Asn

val

Leu
735

Leu
15

Lys

Leu

Glu

Hisz

Gly

Glu

640

Aan

Gln

Ber

Frao

Pra

Asp

an

Ala

Gly

Pro



Pro

145

Pro

Ser

Gly

His
225

Arg

Thr

Pro

Arg

305

Thr

Gln

Ala

Gl

130

Ile

Bro

Val

Leu

Asn

210

Thr

Ser

Pro

Arg
290

Val

His

Leu

Glu

Ala

Pro

Sly

155

hemn

ASp

Trp

Gln

Tro

275

hAsp

Leu

Asp

Fhe

Gln
53

YVali

Ser

Lys

Asp

180

Ser

Glu

Ser

Ala

Ser
260

Gly

Arg

Gly

Ser

340

Gly

Zlu

Pro

Lya

165

Pro

Gly

Gly

The

Leu

245

Gly

G3ln

Fh=

Val

125

Asp

Cys
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Glu

Asp

150

Lys

Gln

Thr

Ala

Trp
230

Pro

ila

Phe

arg

Lys

310

Thr

Ser

Leu

Gly

135

Lau

Fro

Met

Asp

215

Lieu

Thr

Thr

Leu

295

Leu

Thr

Glu

Pro

124

Ala I

Ser

Asn

Leu

Ala

200

Gly

Gly

TyT

Fhe
280

Fhe

Ile

Prop
360

70

Thr

Fhe

Gly

185

Ala

Val

Asp

Asn

Asp

265

Asn

Az=n

Asn

Ala

Gln

345

Phe

Gly

Gly

170

Glu

Gly

Cly

Arg

AsTi

250

Az

Arg

Asn

Ile

Asn

330

Leu

Pro

Ile

155

Gln

Pro

Gly

Asn

Val

235

His

Hiz

Phe

Azn

Ein

i1h

Asn

Pro

Ala

Pro
140
Gly
Thr
Fro
Gly
Ala
220
Ilm
Leu
Fhe
His
300
val

Ley

Asp

125

Gly

Lys

Gly

Ala

Ala

205

Ser

Thr

Tyr

Fhe

Cys

285

Gly

Lys

Thr

Val

Val
165

Lis

Asn

hsp

Ala

130

Pro

Gly

Thr

Lys

Gly

270

His

Fhe

Glu

Ser

Leu
350

Lys

Gly

Ser

175

Fro

Met

Asm

Ser

Gln

285

YT

Fhe

Arg

Val

Thr

335

Gly

Met

Arg
Gln
169
Glu
Zer
Ala
Tro
T™hr
240

Tle

Ser

Pro

Thr

320

Ser

Ile



Pro

3as

Thr

His

Gly

ala

465

Arg

Thr

Fro

Pro

Thr

545

Thr

Gln

Ala

Fro

Gln

£l

Ser

Gly

Ser

Il=

ser

450

Glu

Leu

Gly

Gl

Tle

530

Thr

Ser

Leu

Ile
610

vr

Ser

isp

Ser

Asp

435

Thr

Gln

Ser

Ala

val

515

Leu

Pro

Ser

Pro
5395

Tep

Gly

Fhe

A=n

Ser

Lya

Thr

500

Ala

Gly

Glu

Val

Thr

580

Gly

Ala

Fhe
aps

Glu

Lys

Rsn

485

Ly=s

Met

Val

Asn

565

Rla

Met

Lys
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Leu

Cys

g0

Glu

His

Leu

L

ASn

4740

Ile

Tvr

Ala

Leu

Val

550

Gly

Val

Ila

Thr

375

Leu

Fhe

Ser

Gln
455

Trp

Asp

His

Thr

Val

535

Leu

Glu

Prao

Trp

Frao
615

Leu

Glu

Ber

Gln

444

Fhe

Ser

L.eu

Asn

520

Fhe

Hat

Glu

Gln

Gln

800

His

71

Tyr Phe

Tyr Thr
417

Ser Leau
425

Leu Ala

Hig GIn

Fro Gly

A=n1 Asn
491

Asn Gly
545

Lys Asp

Gly Lys

Thr Ser

570

Thr Gln
585

ksn Arg

Thr Asp

Gly

ASD

Arag

Ala

Pro

475

A=n

Arg

Asp

Thr

Glu

523

Yal

Thr

Asp

Gly

Ser
380

Ser

Glu

Thr

Gly
48l

Ser

Asn

Gly
540

G51lu

val

Gln

Gln

Leu

Gln

445

Pro

han

Sar

525

Ala

Glu

Ser

Asn

Val Tyr

Asn
620

Fhe

Ser

Mat

Val

Met

430

Ser

Asn

Fhe

Leu

510

@in

hla

Ile

Ser

sSer

=90

His

Val

Pro
415

Asn

Thr

Gln

Ala

435

Thre

Phe

Asn

Lys

Asn

515

GEln

Gln

Pro

Gly

Arg

400

Phe

Pro

Thr

Mek

Gln

480

Trp

A=n

Phe

Lys

560

Lien

Gly

Gly

Ser



<210> 25

<211>738
<212> PRT

Pra Leu Gly

625

Met Gly

Thr Pro

645

Ile Lys Asn

Lys Phe Ber

660

Val Glu Ils

675

Glu Trp

glu tle Gln
630

Pro

Phe Ala

T05

Val Asn Asn

Thr Leu

Arg Tvr
125
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Phe
630

Gly Leu Lys Hia

Ala Asn Pro
550

Val Pro

Phe Ile Thr Gln Tyr

B&5

Glu Gln Lys Glu

BE0

Leu

Ser
695

Asn Tyr Ala

Glu
710

Gly val Tyr Thr

Arg A=n

<213> proteina de cépside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.10

<400> 25

Met Ala &la Asp Gly
1 3

Glu Gly Ile Zrg Glu
24

Lys Ala Asn Gln Gln
i5

Gly TyTr Lys Tyr Leu
50

Val Asn Ala Ala Rap
65

Gln Gln Leu Lys Ala
g5

Bzp Ala Glu Phe Gln
100

Tyr Leu Pro Rkap Trp

10

Trp Asp Leu

25

Lys

Lys Gln Asp Asp

40

Gly

Gly Pro Plie Asn

55

Gly

Ala
70

Ala Ala Leu Glu

Gly Asp Asn Pro Tyr

50

Glu Arg Leu Gln

105

Glu

72

Pro Pro Pro
CEE]

Pro Glu val
Ser Thr Gly

Asn Ser Lys
685

Lys Ser Asn
T4

Glu Pro Arg
715

Leu Glu Asp

Pro Gly ala

Arg Gly Leu
45

Leu Asp Lys
a0

Hig Asp Lys

75

Leu arg Tyr

Asp Thr Ser

zln

Gln

670

AsTi

Pro

A=n

Pra

30

Val

Gly

Ala

Phe
110

Ila

Thr
a55

Val

Val

Leu
15

Lys

Leu

Gluy

His
95

Gly

Leu

640

Pro

ser

Asn

Glu

Gly
720

Ser

Pro

Fro

Fro

Asp

Ed

Ala

Gly



Leu

Pro

145

Gly

Thr

Fro

Gly

Ser

225

Ile

Ly

Asn

Arg

A=n

305

Ile

Asm

Leu

Leu

Gly

130

Val

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Fhe

250

Asn

Gln

Aszn

Pro

Gly

115

Leu

Glu

Lys

Gly
185

Pro

Gly

3
-]
L

val

Leu

Tyr
355

Arg

Val

Pro

Gly

180

Fro

Mat

A=n

Ber

GEln

460

Fhe

Oy

Gly

Lys

340

Val

Ala

Glu

Ser

Gln

165

GElu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

3ly

His

FPhe

Glu

325

Sar

Lau
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Val

Glu

Pro

150

Eln

Ser

Gly

Asp

His

230

Arg

Ser

Fhe

Arg

310

Val

Thr

Gly

Fhe

Gly

135

Gln

Pro

Val

Leu

Asn

215

Cys

Thr

Azn

ger

Ser

295

Ero

Thr

Ile

Ser

Gln
1240

Ala

Arg

Pro

Gly

200

Asp

Trp

Gly

Thr

280

Ero

Lys

Gln

Gin

Ala
360

73

Ala

Lys

Ser

A=p

185

ger

Glu

Ser

Ela

Thr

2683

Bro

Arg

Arg

Asn

Val

345

His

Lys

Bro

Lys

174

Pro

Gly

Gly

Leu
250

Ber

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Fhe

Gln

Lys

Ala

Asp

155

Arg

Gln

Thr

Ala

Trp

235

Pro

Gly

Gly

Rz=n

315

Gly

Thr

Gly

Arg

Pro

140

Ser

Leu

Pro

Met

Asp

420

Leu

Gly

Tyr

Gln

ELI]

Fhe

Thr

ksp

Cvs

Val
125

Gly

Sar

Ile

205

Gly

Gly

Ser

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu
163

Leu

Lys

Phe

Gly

130

Als

Val

Asp

Thr

270

RAsp

Leu

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Glu

Lys

Gly

Gly

173

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

Asn

Phe

Ile

Fha

Ile
335

Tyr

Pro

Pra

Arg

Ile

140

Gln

Fro

Gly

Ser

Yal

240

His

Asrm

Asn

AsTl

324

Ala

Gln

Fhe



Prao

Asn

385

Fhe

Gln

Leu

Ber

Fhe

463

Gln

Leu

Hisz

Fhe

545

Glu

Pro

Trp

Ala

170

Gly

Pro

Fhe

ABD

450

ger

Bro

Ben

Aan

530

cly

Leu

Gln

Ile

zln

Asp

Ser

Ser

Qiy

Arg

435

Thr

Gln

CGly

Aszn

Gly

515

Lys

Thr

Tyzr

Tal

595

Aan

Val

Gln

Gln

hsp

420

Leu

Gln

Ala

Pro

500

Arg

Gln

Ser

Gly
580

Gly

Fhe

Bla

Met

405

Val

Met

Ser

Gly

Cys

485

Ser

Asp

GElu

Gly

Glu

565

Val

Ala
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Het

Val

ign

Leu

Pro

Asn

Pro

470

Tyr

Asn

Ser

Glu

Rla

550

Glu

Val

Val

Ile

175

Gly

Arg

Phia

Pro

Gly

455

Asn

Arg

Fhe

Leu

535

Gly

Glu

Ala

Pro

Arg

Thr

His

Len

444

Gly

Asn

Zln

Ala

Val

320

Fhe

Lys

Ile

Asp

Ser

600

Leu

74

gln

Ser

Thr

Met

Gln

Trp

505

A=n

Phe

Hsp

Lys

A=n

585

Gln

Tyr

sar

410

Ser

Ala

Ser

Arg

4910

Thr

Pro

Pro

Asm

Thr

570

Leu

Gly

Gln Gly

Gly

Phe
395

T

dln

Gly

Ala

475

Val

Gly

Gly

Ber

Val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Tyr

180

Phe

Ala

Tyr

Thr

460

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

540

Agp

Asn

Gln

Leu

Ile

Leu

Cys

Glu

His

Leu

445

Gln

Ala

Thr

Thr

Ala

525

Gly

Bro

Gln

Pro
605

Trp

Thr

L=u

Fhe

Sar

430

Gln

Lys

Thr

Lys

510

Met

Val

Ber

Val

Asm

350

Gly

Ala

Leu

Glu

Ser

415

Gln

Leu

A=n

Leu

495

TVr

Leu

Ser

Als

575

Ala

et

Lys

Ty¥r

400

Tyr

Ser

Leu

Lieu

His

Thr

Met

Val

560

Thr

Ala

Val

Ile



Pro
625

Gly

Fro

Tle

Leu

Sar

0%

Gly

<210> 26
<211>728
<212> PRT

14

His

Leu

Ala

Thr

zln

630

Azn

Thr

Leu

Thr

Liya

AsD

Gin

675

Lys

Tyr

His

Fro
Ral

Glu

s Tyr

Ser

Gly

Pro

645

Pro

Zer

Asn

Lys

Glu
725
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Aan

B30

Pro.

Thi

Thr

Her

Ser

714

Bro

E15

FPhe

Pro

Thr

Gly

Lye

695

Thr

&rg

Gln

Phe

Gln

-1

Arg

Pro

Fro Ser

Ile Leu
LT

Ser Gln

665

Val Ssr

Trp Asn

Val RAsp

Ile Gly
730
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<400> 26

Met

zlu

Lys

GEly

Val

85

Lys

Ala

Glw

Ala

Tyt
50

Asn

Gln

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Glu

Leu

Asp Gly Tyr Leu
5

Arg Gla Trp

20

Gin Gln Lys

Tyr Leu Gly

Ala Asp Ala

70

Glu Gln Gly

Gln

Pro

a5

Ala

AsD

Fro

Asp

ASD

40

Phe

Ala

75

Asp Trp

Leu Lys

25

Asp Gly

Asn Gly

Leu Glu

Pro Tyr

Fro

635

Ile

Ala

Val

Fro

Fhe

715

Thr

Fro

Arg

Len

His

T5

Leu

a2l

Leu

Lis

Liys

zlu

Glu

700

Ala

Glu

Gly

Gly

Asp

Lys

Het

Asn

Leu

Iie
B85

Iie

Val

Tyr

Asp

Ala

45

Lys

Liys

Gly

Thr

Ala

670

Glu

EZln

Leu

Aan

Pro

30

val

Gly

Ala

Asm

Gly

Pro

555

Ser

Thr

Thr
T35

Leu

15

Lys

Leu

GElu

His

Phe

840

Val

Phi

Glu

Asp
720

Rrg

Ser

Pro

Pro

Asp



Leu

Fro

145

Gin

i-5

Gly

His

225

Ser

Thr

Pro

hrg

305

Thr

Ala

Leu

Gly

130

Pro

Val

Leu

Asn
210

Cys

Thr

Ser

Pro

Arg

280

Lys

ASTy

Glu

Gly

115

Ly

Glu

Ala

Pro

GLly

135

Asn

Asp

Tro

Gln

Leu

Asp

EFhe

100

Arg

Val

Ear

Lys

Asp

180

Ser

Glu

Ser

Ser

260

Gly

TIp

Arg

Gly

B5

Gln

Ala

Glua

Pro

Ly=s

165

Fro

Gly

Gly

Thr

Leu

445

Gly

Gin

Fhe

val
iis
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Glu

Val

@Elu

Asy

150

Lys

Gln

Thr

hla

Trp

230

Fro

Ala

Fhe

Arg

Lys

16

Thr

Arg

Phe

Gly

135

Ser

Leu

Pro

Mat

Bsp

215

Leu

Thr

Thr

Asp

Leu

2595

Lau

Leu

Gln

120

Ala

Ser

Leu

Ala

200

Gly

Gly

TyT

Asn

Fhe

280

Ile

Fhe

Ile

76

Gln
105

Ala L

Lys

Fhe

Gly

185

Alz

Val

Asp

Asn

Asp

265

Asn

Asn

Ala

g0

Glu

Thr

Gly

Gly

174

Glu

Cly

Gly

Arg

Rsn

250

Asn

Arg

Ile

330

Asp Thr

Lys Arg

Ala Pro
149

Ile Gly
155

Gin Thr

Pro Pro

Gly Gly

Bsn Ala
220

Val Ila
235

His Leu

His Phe

Prie His

Asn Trp
300

Gln Val
3i5

hzn Lau

Ser

Val

125

Gly

Lys

Gly

Ala

Alz

205

Ser

Thr

Phe

Cvs

485

Lys

Thr

Fha

110

Len

Lys

Liys

AspD

Ala

190

Pro

Gly

Tht

Ely

270

His

Ehe

Glu

Ser

28

Gly

Glu

Liya

Gly

Ser

175

Pro

Hetl

Asn

Ser

Gln

235

Phe

Arg

Val

Thr
335

Gly

Pro

Arg

GEln

144

Elu

ser

Alz

Trp

Thr

240

Ile

Ser

Ser

Fro

Thr

320

Ile



Gln

Pro

Arg

385

Thr

Leu

Gly

Rla

465

Arg

Thr

Pro

Pro

Thr

545

Thr

Gln

Val

His

Zln

370

ger

Zlv

Ser

Ile

453

Glu

Leuy

Glw

Gly

Ile

30

Thr

AsT

Ser

Fhe

Gln
355

T¥r

Ber

Asn

Ser

asp

435

Thr

Gln

Ser

Ala

Val

als

Aan

Lew

Pro

Ser

Ser

340

Gly

Gly

Phe

Asn

Arg

Ser

Lys

Thr

500

Ala

Gly

Elu

Val

580

Aap

Cys

Iyr

Fhe

405

Ala

Zlu

Lys

Asn

485

Lys

Met

Val

han

Ala

565

Ala

ES 2428 218 T3

Ser

Leu

Leu

Lak
D
=

Glu

His

Leu

Leu

Asn

470

Ile

Ala

Leu

Val

550

Thr

Cly

Glu Tyr Gin

Fro

Thr

373

Leu

Fhe

Ser

Gln
455

Trp

His

val

535

Lea

Gl

Prao

Fro

&l

Leu

Glu

zer

440

Fhe

Leu

Ser

Leu

520

Fhea

Met

Glu

ain

77

145

Fra

Ran

TYr

Ser

425

Leu

His

Fro

Asn

Asn

505

Lys

Gly

Thr

Ty¥r

Thr
585

Leu

Pro

Asn

Phe

Thy

410

Leu

Gln

Gly

Asn

454

Gly

A=p

Glu

Ser

Gly

574

Gln

PEo

Ala

Gly

Pro

385

Fhe

Asp

Arg

Ala

Pro

475

Asn

Arg

Asp

Thr

Glu

555

Val

Thr

YT

Asp

Ser

80

Ser

Glu

Thr

Gly

460

Cvs

Ser

Asn

Gly
540

Val

Val

Val

Val

65

Gln

GEln

Glu

Leu

Gln

445

Pro

Azn

Ser

Asp

525

Ala

Glu

Ser

Asn

Ley

354

Fhe

Sar

Matr

Val

Met

430

Ser

bk=n

hrog

Fhe

Leu

510

Gln

Ala

Ile

Ser

Ser
5910

Gly

Met

Val

Lt

Fro

415

Asn

Tha

Gln

Ala

495

Thr

Phe

Lys

Asn
575

Gln

Ser

Ile

Gly

Pro

Thr

Met

Gin

480

Trp

Azn

Phe

Lys

Thr

560

Leu

Gly



Ala

Pro

Pro
625

Ile

Ala

al

Pro

Fhe
705

Thr
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Leu

Ile

610

Leu

Lys

Lya

Glu

Glu

630

Ala

Arg

Pro

595

Tro

Mat

Asn

Pha

Ile

675

Il=

Val

Tyr

Gly

Ala

Gly

Thr

Kla

B&0

Glu

Gln

Leuy

Met val

Lys Ile

Gly Phe

Pro
G645

Ser Fhe

Trp Glu

Tyr Thr

Asn Glu

Thr Arg

T25
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630

Val

710

TEp

Pro

515

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

685

Gly

Asn

Gln

600

His

Leu

Ala

Gln

a8d

hsn

Val

Leu

Asn Lrg Asp

Thr Asp Gly

Lys His Pro
635

Asn Pro Pro
&50

Gln Tyr Ser
665

Lys Glu Bsn

Tyr Ala Lys

Tyr Thr Glu
T15
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1
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Trp
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Trp

Ala

Fro

Arg

235

Arg

Azm

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Ly=
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Trp
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Fhe

Ala

550

Iie

Val

al

His

Wy

375

Ser

Ely

Ber

Ile

Ser

455

Met

Glin

TIp
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Fhe

535

Ser

Liys

Asn

Fhe
Gin
360
Tyr
Ser
AED
Sar
Asp
440
Ala
Eer
AT
Thr
Pro
520
Fro
Asn
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Trp
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Thr Gly Asp Val His
595

Asp Arg Asp Val Tyr
1

Thr Asp Gly His FPhe
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Ly= &Asn Pro Pro Pro
45

Asn Pro Pro Ala Glu
G&l

Sln Tyr Ser Thr Gly
675

Lys Glu Asn EBer Lys
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Tyr Ala Lys Ser ala
705

Tyr Thr Glu Fro Arg
725

<210> 28
<211> 736
<212> PRT

<213> proteina de capside de serotipo 3 de virus

<400> 28

Met Ala Ala Asp Gly
1 )

Glu Gly Tle arg Glu
20

Lys Ala Asn Gln Cln
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Gly Tyr Lys Tyr Leu
S0

Val &sn Glu Ala Asp
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Trp
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Ser Ala Thr Lys
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adeno-asociado

Leu Pro Asp Trp
10

Trp Ala Leu Lys
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145

Lys

Gly

Ala
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Leu
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Gly

Lys
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Fhe
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230
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Pro

Arg
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Asp
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Pro

Gly

Asn
215

Trp
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Leu
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Trp
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Leu
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Fhe

Tyr
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Asp
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Ero
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Leu

Pro
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ASD

Leu
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Thr

Ser
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Arg
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Ser
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Tyr
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125

Gly

Ser

Fhe

Gly

Sar

205

val

Asp

ksn

Asp

A=sn

285
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Arg
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Trp
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Gln
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Asn

ASR
530

Glu

Asp

Val
Thr
Gly
Met
Val
Leu
Fro
A=n
435
Thr
Gly
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Thr

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Glu
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Trp
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Trp
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Tyr Gly Thr Val Ala Asn Zsn Leu Gln Ser
580 983

Thr Gly Thr Val Aksn His Gln Glv Ala Leu
595 &00

Aop Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Prg Ile
£140 615

Thr Asp Gly Higs Phe His Prop Ser Pro Leu
B25 B30

Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Mec Ile Lys

45 &510

an ¥

Bsn Pra Pro Thr Thr Phe Ser Pro Ala Lys
ga0 665

Gln Tyr Ser. Thr Gly Gln Val Ser Val Glu
675 E80

Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu
B30 695

Tyr Asn Lys Ser Val Asn Val Asp Phe Thr
705 7140

Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg
745 7340
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Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp
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Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Lew Lys
a0 25

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly
35 40

Gly Tyr Lyes Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly
50 55
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Trp
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Trp
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Val
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Gly
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Trp
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Asn

Ala

Ala

Gln

350

Fhe

A=n

Ser

430

Leu

Leu

Trp
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Tyr
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Trp
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Aan

Leu

Gly

Gly

615

Ser

Len

Aa

Ser

kan

635

A=p

Gly

Gly

5240

Eln

Val

Thz

Gln

Val

600

PFro

Pro

Ile

Ala

val

680

Pro

Fhe

Thr
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Pro

Ser

Asp

Asn

Gly

585

Leu

Ile

Leu

Lys

Lys

665

Glu

Glu

Arg

Ala

Gly

Ile

570

Gly

Pro

Trp

M=t

Asn

650

Fhe

Ile

Ile

val

Tyr
T30

Hetr

Val

Glu

555

ral

hsn

Gly

ila

Gly

635

Thr

hla

Glu

Glin

nep

115

Leu

Ala

Le

540

Ala

Thr

Helt

620

Gly

Pro

Ser

Ser

325

ile

Val

Thr

Gln

Val

605

Ile

Phe

Val

Fhe

Glu

485

Thr

hen

Hisz

Fhe

Met

Glu

Ala

520

Trp

Pro

Gly

Pro

Ile

670

Leu

Ser

Gly

A=n

Lys

Gly

Ile

Gln

575

Als

Gln

His

Leu

hla

655

Thr

Gln

A=t

Val

Leu
735

Asp

Liys

Thr

560

Thr

hap

Thr

Lys
640

Gln

Lys

Tyr
721



Lys

Gly

val

65

ASp

AsT

Leu

Pro

145

Ly=

Cly

Rla

Ser
225

Thr

Ala

Gly

Fro

Asn

zln

Rla

Leu

Gly

130

Val

Ala

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Ala

Ila

Rla

Lys

31y

Leeu

Zlu

Gly

115

Leu

Gin

Gly

Ala

Pro

135

Mat

Asn

Ser

hsp

Arg

Giu

Tyr

Rla

Asp

Fhe

100

Arg

Val

His

GLln

Rap

180

Ser

ala

Tp

Thr

Gly

Gln

Asp
Ser
a5

Gln
Ala
Glu
Ser
Zln
185
Eer
Gly

AsD

His
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Tyr

Trp

Hig

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Pro

Val

Leu

Asn

Cys
230

Thr

Len

Trp

Lys

Pro

Ala

Asp

Arg

Phe

Pro

135

Ala

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Fro

Lys

Esp

41

Ehe

Ala

ASh

Leu

Gln

120

Val

Glu

Arg

Asp

Thr

200

Glu

Ser

Ala

97

h=p

Leu

ASp

Azmn

Leu

Fro

Lya

145

Ala

Lya

Pro

Lys

PTO

185

Asmn

Gly

Thr

Leu

Trp

10

Livs

Ser

Gly

Elu

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

GIn

Thr

Ala

Trp

Fro
2540

Leu

Pro

Arg

Leu

His

T4

Leu

Asp

Lya

Ala

Ser

155

Leu

M=t

R=p

Het

235

Thr

Glu

Gly

GEly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

ATY

Pro

144

Ser

Asn

Leu

Ala

Qly

220

aly

RAep

Fro

Len

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Ile

125

Cly

Ser

Fhe

Gly

Zer

205

Val

Asp

A=n

Thr

Pro

Val

Gly

Ala

A=n

Fhe

110

Leu

Lys

Gly

Gln

130

Gly

GEly

hrg

AsT

Leu

15

Fro

Leu

Glu

Hi=s

55

Gly

Elu

Lys

Thr

31ln

175

Pro

Ser

Asn

Val

Hig
255

Ser
Pro
Pro
Pra
Asp
80

Ala
Gly
Pro
Erg
Gly
160
Pro
Gly
Ser
Ile

240
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TYr

Phe

Cys

Gly

305

Lys

Thr

Vval

Val

Gln

385

Asp

Leit

Asn

ala

465

Bro

AsTi

Lys

Gly

His

290

Phe

Elu

Ser

Leu

Fhe

370

Ala

Met

Val

Met

Thr

450

Gly

Cys

Ser

Gln

Tyr

275

Ehe

Arg

Val

Thr

Gly

3585

Mat

Val

Leu

A=
434

Pro

Ala

Asp

Ile
260

Ser

Pro

Thr

Val

344

Ser

Val

Gly

Arg

Fhe

420

Pro

Ser

Ser

Tyr

Sar

Thr

Pro

Lys

Eln

325

Gln

Bla

Pro

Arg

405

Hig

Leu

Gly

Asp

Gln
485
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Ser

Aan

Val

His

Gln

Ser

184

Gly

Ser

Ile

Thr

Ile

470

Gln

Trp

Gin

Trp

ASD

495

Leu

Phe

Gln

Tyr

315

Ser

Asm

Sar

ASR

Thr

455

Arg

Arag

Zar

Gy
2E0

Trp

Ser

Thr

Gly

360

Gly

Phe

Asn

TyE

Gln

440

Thr

Asp

Val

Gly

98

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

Asp

345

Cys

Tvr

Fhe

Ala

425

Het

Gln

Ser
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nla

Pha

Arg

Lys

Thr
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Ser

Leu

Loy
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His

Leu

Ser

Ser

Lys
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Thr

Bar

Lsp

Leu

Leu

315

Glu

Pro

Thr

Leu

385

Phe

Ser

Arg
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Thr

Lys

Asn

Fhe

ile

300

Phe

™yr

Fro

Leu

380

Glu

Gln

Leu
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Ala

YT

Asp

Asn

285

Asm

Asn

Ala

Gln

Fhe

365

Az

Ser

Leu

445

Gln

TIp

Ala

Asn

230

Arg

AsT
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Aan

Leu
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Pro

A=n

Phe

Thr

Le

430

Ser

Phe

Leu

Asp

L&y

Hise

Fhe

Gln

Asn

335

Pro

Ala

Cly

Pro

Phe

415

Arg

Ser

Pro

Asn

495

Asn

TYL

His

Trp

Val

iz2n

Leu

Tyr

Ser

Ser
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Glu

Arg

Thr

Cln

Gly
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Arg

ASp

Gln

545

Aap

Gly

Ser

Arg

ASD

625
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Pro

Tyr

Glu

Asn

703

Eer
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AsD
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530

Aap
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Aep
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Fro
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Lys

z1lu

Ser

515

Glu

Ser

Glu

Val

Val
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Fro

Thr

Thr
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Fro
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Leu

Ly=

Gly

Glu

Ser
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Fhe
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Thr
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Lys

Val

Val

Lys

Ile
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Thr

Thr

Leu

His

Gln
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Fha

Gln

Arg
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Pro
115
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AEm

Fhe

Asn

Gln

Gln

Pro
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Ile

Ser

Val

Trp

Val

710

Ile

Pro

Pro

535

Asn

Thr

Leu

Gly
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615

Ser
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Ser

Asn

695

Asp
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Zln

Val

Thr

Glo
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Fro
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Val
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Bap
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Ile

Leu

Lys

Lys
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Glu

Thr

Arg

Ala

Gly

Ile
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Trp

Met

A=n
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Ile

Val

Met

Val

Glu

555

Val

A=t

Gly
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Gly
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Glu

Gln

ABD
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Leu

540

Lys

Ala

Thr

Lys

520

Gly
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Ser

Trp

|
=
L=

Thr

Thr

Ser

525

Val

Thr

Gln

Val

605

Fhe

Fal

Phe

Glu

685

Asn

Arg

510

Hin

Bhe

Met

Glu

Ala

520

Trp

Pro

Gly

Pro

lie

670

Leu

Ser

Gly

Asn

Ly=

Gly

Ile

Gln

575

Ala

Gln

His

Leu

Ala

655

Thr

Gin

Asn

Leu

735

Asp

Lys

Thr

E&0

Tyr

Thr

Rap

Thx

G40

ASN

Gln

Lya

Tyr
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Met

3lu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asn

Leu

Fro

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ser
225

Ala

Sly

Ela

Asmi

Gln

Ala

Leu

Gly

134

Val

Lys

Gly

Ala

Ala

alt

Ser

Ala

Ile

Azn

15

Lvs

Ala.

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Lvs

Asp

Gly

195

Pro

Gly

hsp
Arg

20

Gln

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Fro

Gly

Ser

180

Pro

Het

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Gln

Ala

Glu
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Sln

165

Glu

Her

Ala

Trp
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Tro
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Gly

Ala
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Gly

Glu

val

Glu

Pro

150

Gln

Ser

Gly

Asp

His
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Leu

Trp

Gln

Pro

a5

Rla

Rap

Arg

Fhe

Ala

135

Gln

Pro

Val

Leu

A=n
215

Pro

Asp
40

Phe

Ala

Leu

Gln

1249

Ala

Arg

Ala

Pro

Gly

200

Asn

Asp

Leu

25

ASD

AsT

Leu

Pro

Gln

1n5

Ala

Lys

Ser

Lys

Asp

185

Ser

31l

Ser

100

TIp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr
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Glu

Lys

Pro

Liys

170

Pro

Ely

Gly

Thr

Leu

Pro

Arg

Lei

His

]

Leu

Asp

Lys

kla

Rsp
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Arg

Gln

Thr

Ala

Trp
235

Glu Rsp Asn

Gly

Asp

50

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Len

Pro

Met

Al=

Leu

45

Lys

Lys

Tyr
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Val
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Gly

Ser

Asn

Ala
205

Asp Gly

Leu

Gly

fro

30

Val

Gly

Ala

han

110

Leg

Lys

Thr

Fhe

Gly

130

Ala

Val

Asp

Leu
15

Lys

Gly

Tyx
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45

Gly

Glu

Lya

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Ser

Pra

BFro

Fro

Asp

an

Ala

Gly
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Ile
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Gln

Pro

Gly

sar

val
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Ile

Asn

Arg

305

Ile

Leu
Pro
Asn
3as
Phe
Thr
Lz
Ser
Phe

455

Leu

Thr

Tyr

Thr

Bhe
230

Gln

Asn

Fro.

Ala
370

Gly

Pro

Fhe

Asp

Arg

450

ser

Fro

Thr

Lys

Tyr

375

His
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Val

Leu

Tyr

355

AsD

Ser

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Gly

Jer
Gln
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Fhe

Gly
Lys
Thr
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Val
Val
3ln
G.ln
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Leu

Ala
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Thr
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Fhe
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Leu

Phe
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Mek

405

Val
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Ser
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Ser

Fhe
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Val

Thr

Gly

Met

Val
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Leu

Fro
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Pro
470

Thr

Ser

Ser

295

Bro

Thr

Ile

Ser

Arg

Fhe

Pro

Gly

435

Ala

Arg

Trp

Thr

Z80

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

36d

Fro
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Thr
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Leu

440

Gly

Gln

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Arg

Asm

Val

345
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Gln

Ser

Gly

Ser

425

Ile

Thr

Gln

101

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

Glu
330

Ehe T

Gln

Ser

410

Ser

Asp

Glo

Ser

Arg
490

Pro

Gly

Gly

Trp

ser

115

Gly

Gly

Gly

Phe

395

A=n

Gln

Gly

Ala

475

Wal

Thr

Tyr
Gln
Ino
Fhe
Thr
Aap
Cys
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™vr
Phe
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™vr
Thr
450

Gln

Ser

Ser

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu

365

Leu

Cve

Glu

His

Leu

445

Gln

ala

Thr

BEN

Leu

Leu

Thy

Glu

350

Pro

Thr

Fhe

Ser
430

Gln

Lys

Thr

Aan

255

Asn

The

Ile

Bhe

Ile

335

Pro

Leu

Glu

Ser

415

@ln

Leu

Asn

Leu
455
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Asp

A=n

Asnl

320

Ala

Gln
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Asn

Tyr
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Tyr
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Leu

Leu
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<211>734
<212> PRT

Gln Asn

Leu Asn

His Lys
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Fhe Gly
545

Met Leu

Glu Glo

Pro Tle

Trp Gln

610

Pro His

‘625

Gly Leu

Ile Thr

Leu Gln
aa0

Ser Asn
705

Gly Thr

fsn Ley

Asn

Gl

b

e

Asp

Lys

Val
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A=T

Thr

Ly's

Asp

Gln

675

Lys

TyE

TyT

Asn
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Arg

A=p

Gln

Sar

Gly

580

Gly

hrg

kep

Hig

Fro
650

Tyr

Glu

Tyr

Ger

Zer

zlu

Gly

GEiu

565
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Asn

Gly

Pro

645

Pro

Aan

Lys

zlu
TZ5
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AEn
Ser
Glu
ala
550
Glu
val
Val
Val
Asn

620

Pro

Thr
Ser
Ser
710

Pro

Phe

Arg

535

Gly
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Ala

Tyr
Bla

Fhe

Fro

Gly

Lys

695

Thr

Arg

Ala

Val

524

Phe

Arg

Ile

Asp

Ser

&00

Leu
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Gln

Fhe

Gln

B0

Arg

AsTm

Prao

102

Trp
505
Azn
Fhe
h=p
Lya
Asn
585
3ln
GElo
Ero
Ila
Ser
BES

Val
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Val

Ile

Thr

Pro

Fro
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Thr

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

650

Gln

Ser
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Gly
730

Gly

Ely
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Val
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Thr

Gln

Ala

Pro

Fro

635

Ila

Ala

Val

Pro

Phe

115

Thr

Ala

Val

sar

540

AsSn

Gln

Leu

Ile

620

Leu

Ly=

Lys

Glu

Glu

00

kla

Arg

Thr

Ala

525

Gly

Pro

Thr

Pro

E0S

Trp

Met

Azn

Leu

Ile

685

Ila

Val

Tyr

Liye

510

Met

val

Ser

Val
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Gly

Ala
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Thr

E70

Olu

Gln

Azn
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Tyr

hla

Leu
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575

Thr
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Lys
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Pro
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Ser

Trp

Thr
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Thr
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Thr

Val
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B4
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Glu

Thr
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Met Ala

Glu Gly

Lys Pro

Gly Tyr

Val hsn
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Arg Gln

Asp Ala

Aan Leu

Lew Gly

130

Pra val
145

Lya hla

Gly Asp

Ala Ala

Ala Fro
210

kla isp Gly Tyr
5

Iie
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35

Lys

Glu

Leu

Elu

Gly

115

Leu

Glu

Gly

Ala

Pro

135

Mt

Arg

20

Glu

YT

Ala
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Phe

100

Arg

YVal
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zln

A=

120

Thr

Ala

Gln
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Leu

Agp

Ser

85

Gln
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Glu

Zer

Gln

165

Ber

Asp

Trp

His

Gly

Ala

74

Gly

Glu

val
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Fro

150

Pro

Val

Leu

Asn

Trp

Lys

Pro

35
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Asp

Arg

Fhe

Fro

135

Ala

Ala
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215

Pro

Lys

hsp
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Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

1240

Val

Glu

Arh

Asp

S8r

200

Glu

103

Asp

Leu
25

Asp

Asn

Leu

Pro

Lys

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Fro

185

Thr

Gly

Trp

1D

Lyd

Ser

Gly

Glu

Lys

thr

Aep

Arg

170

Gln

Thr

A=

Fro

Arg

Leu

His

T2

Lew

Asp

Ala

Ser

155

Lau

Pro

Met

Asp

zlu

Gly

Gly

Asp
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hsp

Ly=

Thr

Arg

Fro

140

Ser

A=n

Leu

Ala

Gly
220

Asp

Pro

Leu

45

iys

Lys

Ser

Val I

125

Gly

Sar

Fhe

ATg

Thr

205

Val

Thr

Pro

1|

Val

Gly

Rhla

A=

Phe

110

Lys

Gly

Gly

Gin

130

Gly

Gly

Leu

Fro

Leu

Gla

His

95

Gly

Glu

Lys

Thr

Gln

175

Pro

Ser

Ser

Pro

PFro

Pro

hsp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Bro

Gly

ger



Jer

225

Tyr

Fhe

Cyz

Gly

305

Lys

Thr

Val

Val

ln

385

Gln

Leu

Eln

CGly

Cly

Thr

Lys

Gly

Hig

230

Fhe

Glu

ser

Leu

Fhe

370

ala

Het

Val

Het

Thr

450

Pro

h=n

Ser

Gln

Arg

Val

Thr

Gly

355

Het

Val

Leu

Pra

Asn

435

Ala

Thr

Trp

Thr

Ile
260

Thr

Val

341

Ber

Val

Gly

Arg

Phe

421

Pro

Ser

Ser

Yis

Arg

245

Ser

Thr

Fro

Liys

Gln

335

Gln

Ala

Fro

Thr

405

His

Leu

Gly
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Pro

Arg

3ig

Asn

Val
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z1n

Ser

350

Gly

Ser

Ile

Ser

Asp

Trp

Gln
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295

Leu

FPhe

Gln

TYr

375

Ser

Asn

Ser

Asp

Gln

453

Leu
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Ala

Ser

Gln

Len

Gly
265

Gly Tyr
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Asn
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Thr

GLly

3ad
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Fha
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Tyr

Gln

440

Gin

Gln

104

Gln

FPhe

Thr

A=p

345

Cya

TYr

Fhe
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425

Tvyr
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Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Liys

Thr
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Ser
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Gln

410
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Arg

Lys

Leu

235

Thr

Ser
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315

Thr
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Thr

Leu

385

Fhe
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Tyr

Leu

Asn

Gly

Asn

Fhe

Ila

300

Fhe

Ile

Tyr

Pro

Leu
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Gla

Ser

Gln

Leu
460

Trp

Asp

Asp

Asn
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Azn

Asn
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Gln

Phe
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Asn

Ser

Leu

445

Fhe

Leu

Arg

Asm
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Arg
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Leu
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Pro

Aan

Phe

Thr

Leu

430

Asn

Ser

Pro

Val

His

255

His

Phe

Asn

Gln
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Tyr Gly

Ser FPhe
195

han Asn
410

Ser Tyr

Pro

Hel

220

Leu

Thr

Gly

Gln

oo

Fhe

Thr

h=sp

Cys

Tyr

gl

Fha

Ala

Ils

Alz
205

Gly

Gly

Tyr

Ser

Fha

285

Arg

Liys

Lys

Ser

Len

365

Leu

Cys

Ser

His

Glw
150

Ala

Val

han

Thr

274

ASD

Leu

Leu

Thr

Gl

350

Pro

Thr

Leu

FPhe

Ser
430

Glu

Gly

Gly

ATy

Azn

255

Asn

Fhe

Ile

Fhe

Ile
335

Leu

Sar
415

Gln

Fro

Gly

Ser

Val

240

His

ASp

Asn

hsn

A=n

320

Ala

Gln

Phe

Aan

400

Ser



Leud

Ser

Pha

465

Leu

zln

Asn

Pho

545

Glu

Pro

Trp

Fro

625

Gly

Pro

ile

Asp

Arg

430

Pro

b=an

Lys

530

CGly

Leu

Gln

Ile

Gln

514

Hisz

Ala

Lxg

435

Thy

Gln

Gly

Azn

Gly

515

Asp

Lys

Thr

YL

Val

595

Asn

Thr

Lys

zla
E75

Leu

Gln

Ala

Pro

Asn

500

Arg

h=p

Gln

Ser

Gly

5E0

Gly

Arg

His

Pro
660

Tyr

Met

Ser

Gly

Cyvs

485

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

565

Val

Ala

Rsp

Gly

Pro

645

Fro

Ser
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Asn

Thr

Pro

470

Az

Ser

Glua

Val

Val

Val

630

Pro

Thr

Thr

Pro

Gly

455

Ser

Arg

Fhe

Leu

Arg

535

Gly

Glu

Ala

Tyr

615

Pha

Fro

Ala

Gly

Leu

4440

Gly

Azm

Gln

Ala

Val

520

Pha

Lys

Ile

Ser

600

Leu

His

Gln

FPhe

Gln
680

Ile

Met

Gln

Trp

505

A=m

Fhe

Asp

Lys

A=n

585

Gln

Gln

Pro

Ile

Asn

665

val

114

Asp

Ala

Ser

Thr

Pro

Pro

Asn

=

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

650

Gln

Ser

Gln

Gly

als

475

Val

Gly

Gly

3er

Val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

535

Ile

Ala

Val

Tyr

460

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

5440

Asp

Asn

Gln

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Len Tyr Tvr L

445

Ala

Thr

Ala
325

Gly

Pro

Gln

Fro

505

Trp

Met

A=

Ila
&85

Gln

Arg

Thr

Lys

510

Meat

Ile

Val

Asn

530

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

&70

Glu

Leu

Asn

Leu
435

Tyx

Ala

Len

Asn

Rla

575

Thr

Met

Lys

Gly

Pro

655

Ser

Leu

Trp

480

Ser

Hi=m

Thr

Het

Val

Sal

Thr

Ala

Val

Ile

Ehe

G40

Val

Fhe

Glu
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Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln

690 695

Tan

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala Val 2=n

705 710

715

Tyr Thr

Thr Glu
720

Gly Vel Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Axg Tyr Leu Thr Arg

725 730

Asn Lew

<210> 39

<211>738

<212> PRT

<213> proteina de capside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.2

<400> 39

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp
1 5 1q

Glu @ly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys
20 25

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Glo Aszp asp Gly
as 40

Gly Tyr Lys TyTr Leu Gly Pro FPhe &sn Gly
50 55

Val Bsn Bla Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu
85 70

Gln Gin Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu 3ln Gluo
100 105

Bsn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Als Lys
115 120

Leu Gly Leu Val Glu Glu Gly Ala Lys Thr
130 135

BPro Val Glu Prg Ser Pro Gln Arg Ser Fro
145 150

115

Leu

Pro

Arg

Leu

His
75

Lys

Ala

Asp
155

Glu

CGly

Asp

B0

Asp

Arg

‘thr

Arg

Pra

140

Sar

Asp

Alg

Leu

45

Liys

Lys

Ser

Val

125

Gly

Ser

Fro
b

Wal

Gly

Ala

Asn

Phe

i10

Leu

Lys

Thr

735

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

Hig

Ely

Glu

Lys

Gly

Ser

Pro

Prao

hap

g0

Ala

Gly

Fro

Arg

ile
180



Gly

Thr

Pro

Gly

Ser

425

Ile

Leau

Agn
105

Ile

hen

Len

Asn
g5

Fhe

Lys

Gly

Ala

Als

210

Ser

Thr

TyT

Thr

Pha

230

Asn

Gln

Asn

Fro

Ala

370

GLly

Pro

Lys

Asp

Gly

195

Fro

Sly

Thr

Lys

Tyr

275

Hisz

Trp

val

Leu

Tyr

355

Asp

Ser

Gly

Ser

180

Pra

Het

Asn

Ser

Gln

260

EFhe

Gly

Lye

Thr

340

Val

Gln

&ln

His

165

Glu

Ser

Ala

Thr

245

Ila

Gly

Hisz

Phe

Elu

325

Ser

Pro

Fhe

Ala

Met
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Gln

ser

Gly

Asp

Hiz

230

Arg

Ser

Bhe
Arg

310

Val

Gly

Mekb

Val

380

Leu

Pro

Val

Leu

Asn

215

Cys

Asn

Sar

235

Pro

Tlie

Ber

Ile

375

Gly

Arg

Ala

Fro

Gly

200

RET

Asp

TXp

Gly

Thr

280

Fro

Lys

Gln

Gln

Ala

360

Fro

Arg

Thr

Arg

Asp

145

Ser

Glu

Zer

Ala

Thr

265

Fro

Arg

Asn

Val

345

Hig

Gln

Ser

Gly

116

Lys

170

Fro

Gly

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Fhe

Gln

Ser

Azn

Gln

Thr

alz

Trp

235

Pro

iy

Gly

Asm

315

Gly

Thr

Gly

Gly

Phe

335

Asn

Leu

Pro

Hel

Asp

220

Leu

Gly

Tyr

Gin

300

the

Thr

Asp

Cys

380

Tyr

Fhe

A=n

Ile

Ala

208

Gly

Gly

Tyr

Ser

Fhe

485

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu

365

Leau

Cys

Glu

Phe

Gly

190

Ala

Wal

AED

Asn

Thr

270

Rsp

Ley

Leu

Thr

Gl

350

Pro

Thr

Lz

Phe

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

A=m

Fhe

Ila

Zhe

Ile
A35

™

Pro

Leu

Glu

Ser

Gln

Pro

Cly

Ser

Val

240

His

ASp

Asn

AsT

Ahsn

329

Ala

Gle

Fhe

Aan

T¥r
400

Tyr



Thr

Leu

Ser

FPhe

465

Gin

Leu

Hig

FPhe

545

Glu

Pro

Trp

Pro

BZ5

Gly

Fhe

Asp

Arg

450

Zer

Fro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Len

Gln

Ile

Gln

B10

His

Leu

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Gly

Asrl

Gly

315

Asp

Lys

Thr

Tyr

Val

585

hen

Thr

Lys

Asp

420

Leu

GEln

Ala

Pro

A=n

500

Arg

ABD

Gin

Ser

Gly

580

Cly

Arg

Asp

Hig

405

Val

Mel

Ser

Gly

Lgp

Glu

Gly

Glu

565

Val

Bsp

Gly

Fro
6d5
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Prao

hEn

Thr

Pro

£70

Bsn

Ser

Giu

Ala

550

Glu

Val

Val

Vval

Asn

630

Pro

Fhe
Pro
Gly
455
ala
Arg
Phe
Liu
Arg
R3S

Gly

Glu

Asn

Tyr
615

FPhe

Pro

His

Leu

440

Gly

Azn

Fln

Ala

Val

520

Phe

Ly=

Ile

Asp

Ser

&00

Leu

His

Gln

Ser

425

Ile

Thr

Met

Gln

505

A=n

Fhe

Asp

iys

Agn

585

Gln

Gln

Fro

Ile

117

410

Ser Tyr Ala

Asp

Gln

Ser

Pro

Pro

Aen

Thr

570

Leu

Ol

Gly

Ser

Leu
&5

Gln

Gly

Ala

475

Val

Gly

Gy

Ser

Val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Val

Thr

480

Gln

Ser

Ala

Val

40

ASp

Asn

Gln

Leu

Ile

620

Lau

Lys

Hisz
Ley
445

Gln

Ala

Thr

Ala

525

Gly

TYr

Pro

Thr

Pro

605

Trp

Het

Asn

430

Tyr

Gin

Lys

Thr

Lys

510

Met

Val

Ser

val

Asn

30

Gly

hla

Gly

415

Gln

Lieu

Agn

Lew

435

ala

Ser

ala

575

Gly

Met

Lys

Gly

Pro
£55

Sar

Leu

Leu

Trp

480

Ser

Hig

Thr

Met

Val

560

Thr

Ala

Val

Ile

Thao

640

Val
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Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Ser Gln Ala Lys Leu Ala Ser Phe
660 ahs 670

Ile Thr GIn Tyr Ser Thr Gly 6ln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu
675 680 685

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Glon Tvr Thr
N 695 700

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn val Asp Phe Ala Val Asn Thr Glu

705 T10 715 Tah
Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Fro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735
ASn Lel
<210> 40
<211>729
<212> PRT

<213> proteina de capside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.37

<400> 40
Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 2 10 15

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly ala Pro Lys Pro
an 25 if

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 6l

Val A=n Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys hla Tvr Asp

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala

Asp Ala Glu Fhe Gln Glu Arg Leu Gln Glu aAsp Thr Ser Phe Gly Gly

140 105 110

Ban Leu Gly Arg Ala Val Phe 3ln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Fro
115 1290 135

118



Pra

145

Gln

Ser

Ser

His

225

Ser

Ser

Zaer

Pro

305

Thr

Val

Ile

Gly

130

Ile

Pro

Wal

Val

A=n
210

cys

Thr

Ser

Thr

Fro

290

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro
370

Asp

aly
135

hen

Asp

Trp

Ser

Pro

275

Arg

Lys

Asn

Val

His

355

Gln

val

Ser

Lys

Asp

180

Bar

Gluy

Ser

260

Trp

AsD

Leu

Asp

Fhe

3490

GEin

Tvr

Glu

Pra

Lys

165

Fro

Gly

Gly

Leu

245

Ser

Gly

Trp

Gly

325

Ser

Gly

Gly
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Glua

Gln

Thr

Ala

Tre
430

Fro

Gly

Gln
Phe

310

Val

Asp

Cys

Tyr

Gly

135

Ser

L.eu

PFro

Met

A=p

215

Leu

Thr

Aa

Fhe

Axrg

295

Lys

Ser

Leu

Leu
175

Ala

Ser

Asn

Leu

Ala

200

Gly

Gly

Tyr

Thr

Agp

280

Lew

Leu

Glu =

Fro
360

Thr

Lys

Thr

Fhe

Gly

185

hla

Val

Asp

A=n

265

Bhe

ile

FPhe

Ile

345

Pro

Leu

119

Thr

Gly

Gly

1740

Gly

Gly

cly

Arg

Azn

250

hsp

Asn

Asn

Asn

Ala

330

zIn

Phe

ASn

Ala

Ila

155

Gln

Pro

Gly

Agn

Yal

235

His

Asn

Arg

Azn

Ile

315

AET

Leu

AET

Fro

140

Gly

Thr

Pro

Giy

Ala

220

Ile

His

Fhe

Azl

300

GEln

Ash

Pro

Ala

Gly
380

Gly

Lvs

Gly

Ala

Ala

205

Zer

Thr

TYr

His
285

TIp

Val

Leu

TvE

Asp

i85

Ber

Lys

Lys

Asp

Als

130

Pro

Gly

Thr

Lys

Phe

270

Cys

Gly

Lys

Thr

Val

3z0

Val

GEln

Lys

Gly

Ser

175

Pro

Thr

Azn

Ser

Gln

455

Gly

Hiz

Phe

Glu

Ser

335

Leu

Fhe

Ser

Arg

Gin

160

zlu

Ser

Ala

TED

Thr

240

Ile

Fhe

Arg

val

320

Thr

Gly

Met

Val



Gly
385

Rrg

Phe.

Fro

Thr

Meat

455

G1in

Trp

FPhe

Lys

545

Thr

Leu

Gly

Gly

Ser
625

Arg

Thr

His

Len

Gly

450

Ala

hrg

Thr

Fro

Pro

530

Thr

Thr

Zln

Ala

Pro

610

Fra

Ser Ser Phe

Gly

Ser

Ile

435

Ser

Glu

Leu

Ala

Gly

515

Ile

Asn

Ser

Leu

595

Ile

Ly

Asn

Ser

420

Asp

Thr

Eln

Ser

hla

500

Ils

PFro

Ser

380

Pro

Met

Asn

405

Tyt

Gln

Arg

Ser

Lys

435

Thr

Pro

Gly

Zlu

val

563

Gly

Ala

Gly
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Tyr

380

Fhe

Ala

TYr

=lu

Lys

47

Asn

Lys

HMet

Val

Asn

550

hla

Ala

Met

Lys

Gly
630

Cys

Glu

His

Leu

Leu

455

A=Tl

Leu

Tyr

Ala

Leu

535

Vval

Thr

Gly

Val

Ile

615

Fhe

Leu

Fne

Ser

440

Gln

Trp

His

Thr

520

Val

z1lu

Pro

Trp

a00

Gly

Glu

Ser

Gin

425

Fhe

Leu

Fhe

Leu

505

Asn

Fha

Met

Glu

ln

585

Gln

His

Leu

120

Tyr
410

Ser

Hisg

Fro

Asn

430

Asn

Gly

Thr

570

Ser

A=n

Thr

Glu

FPhe

395

Ser

Leu

Ala

Gln

Gly

475

Asrl

Gly

Asp

Lys

Ser

555

Gly

Gln

Asp

His
635

Bro

Asp

Arg

Ala

480

Pra

A=n

Arg

Azp

Thr

540

Glu

Wal

Thr

A=p

Gly

62l

Fro

Ser

Glu

Arg

Thr

445

Gly

Cys

Ser

Asn

Glu

515

Gly

Glu

al

Ile

Val

605

A=rn

Prao

zZln

Asp

Leu

430

Gln

Pro

Tvyr

Asn

Ser

510

AED

Ala

Glu

sSer

590

Ty

Ehe

Pro

Mat

Val

415

Met

Ser

Asn

Arg

Fhe

445

Leu

Gln

Ala

Ile

Ser

575

Ser

Leu

His

Gln

Leu

400

Pro

Asm

Thr

Thr

Gln

480

Ala

Thr

Phe

Asn

Lys

560

Asn

Gln

Gln

Fra

Ile
B4



<210>41
<211> 736
<212> PRT

Len Ile

Pro Ala

Ser Val

Asn Pro
620

Glu Phe
705

Gly Thr

Lys

Lys

Gla

675

Glu

Alag

Ar

Asn

Pha

650

Iie

Ile
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Thr Pro val
G45

2la Ser FPhe

Glu Trp Glu

Gln Tyyr Thr
695

Val Asn Pro Asp

Tyr

710

Leu Thr Arg
725

Pro Ala Asm Pro Pro Glu val Phe Thr
B850 B55

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln val
665 a70

Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Tro
B0 685

Ber Asn Tyr Ala Lys Ser Asn Asn Val
700

Gly Val Tyr Thr Glu Pro &rg Pro Ile
715 720

Asn Leu

<213> proteina de capside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.8

<400> 41

#Het Ala

Glu Gly

Lys Ala

Gly Tyr

50

Val Asn
%]
Gln Glo

Asp Ala

Asn Leu

Ela

Ile

Aen

35

Lys

Ala

Leu

zlu

Gly
115

Asp
Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Fhe

100

Arg

Gly Tyr Len
5

Glu Trp Trp
Gln Lys Gln

Leu Gly Pro
53

Asp Ala Ala
70

Ala Gly Asp
a5

Gln Glu Arg

Ala Val Phe

Fro Asp Trp Lew Glu Asp Asn Leu Ser
10 15

Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
25 an

Asp Asp Gly Arg Gly Let Val Leu Pro
40 45

Fhe As=n Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
&0

Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
75 |

Rsn Pro Tyr Leu Arg Tyr &isn His Ala
g0 g5

Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
109 110

Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Slu Pro
120 125

121



Leu

Pro

145

Lvs

Ely

Ala

Ala

Ser

223

Thx

|r.y-r

Thr

Fhe

Asn

305

Gln

Fro

Gly Leu val

130

Val

Thr

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

His

250

Trp

Val

Leu

Asp

Gly

Gly

Ser

Pro

135

Mat

AST

Ser

GIn

Fhe

213

Cys

Gly

Lys

Thr

Yal

355

yal

Gln

Gln

Glu

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Gly

Phe

Glu

340

Leu

Fhe

Glu

Ser

GEln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Tyr

Fhe

Arg

Val

325

Thr

Gly

Met
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2l

Fro

150

Pro

Val

Leeu

Asn

230

Thr

A=n

Ser

Ser

Pro

310

Thr

Val

Ser

Val

Gly

135

Gln

Ala

Fro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Cly

Thr

Fro

295

Ly=

Thr

Gln

Ala

Pro

Ala

Glu

Lys

Asp

Pro

200

Glu

ger

Ala

Thr

Pro

280

Arg

Arg

Val

His
360

Gln

lys T

Fro

Lys

Pro

185

hzn

Gly

Thr

Leu

Ser

265

Trp

Asp

Leu

Gla

345

Gln

122

Rsp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

TED

Pro

a5d

GLy

Gly

Trp

Asn

Gly

33d

Thr

Gly

Gly

hla

Ser

15%

Leu

Pra

Met

Asp

Leu

235

Thr

GLly

TYVr

Gln

Fhe

i1s

Thr

Asp

Cys

Tyr

Pro
140

Sar

Asn

Ela

Gly

22{

Gly

Tyr

Ser

Fhe

Arg

Elil]

Lys

Lys

Ser

ey

Leu

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Azn

Thr

Asp

285

Leu

Lau

Thr

Glu

Pro

365

Thr

Lys

Gly

Gly

3lu

190

Gly

Gly

Azn

Azn

270

Fhe

Iie

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Lys
Ile
Gin
175

Fro

Gly

Val

His

55

Aap

Asn

Asn

A=n

Ala

335

Gln

FPhe

Asn

Arg

Gly

160

Thr

Fro

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Asn

Arg

A=n

Ile

320

AsTi

Leu

Asn



Gly
385

Pro

Fhe

Gln

465

Gly

Asn

Gly

Lys
545

Thr

Tyr

Thr

370

Ser

Zer

zlu

hrg

Thr

450

Ala

FIo

Asn

ASD

530

Gln

Asp

Gly

Gly

Axrg
g10
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Trp
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Tyr

Fhe

Cys

Gly

305

Lyz

Thr

Val

Leu

Gly

130

Val

Ser

Asp

Ala

Fro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Fhe

Glu

Ser

Gly

115

Zlu

Gly

Ser

Pro

185

Mat

Asn

Ser

Gln

Tyr

215

Fhe

Arg

Val

Thr

Gly
355

Arg

Val

Him

Asn

Asp

180

Ber

hla

Trp

Thr

Ile

460

Ser

Ser

Fro
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Gly

Saer

225

Ile

Leuy

Azn

Agn

305

Iie

Asn

Leu

Leu

Gly

130

Val

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Tyr

Thr

Phe

250

AEn

@ln

Asn

Gly
115
Leu
Gly
Lys
Asp
Als
185
Bro
Gly
Thr
Lys
Tyr
275
His
Trp
Val

Leu

Tyr

Arg

Val

Pro

Gly

Ser

180

Ero

Met

Asn

Sar

Gln

280

fhe

Cya

Gly

Lys

Thr

340

Val

Ela

Glu

Ser

GZln

185

Glu

Ser

Ala

Tro

Thr

245

Ile

Gly

Hisz

Fhe

Glu

325

Ser

Leu
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Ser

Mat

Val

420

Het

Ber

Gly

Pro

Asn

500

Arg

Thr

Glu

Thr
580

Thr

Gly

Het

val

Leu

445

Fro

Asn

Gly

Cys

485

Ser

hsn

Glu

Gly

Glu

365

Val

ES 2428 218 T3

val

Ser

Ile

Gly

83

Arg

Phe

Pro

Ala

Pro

470

Fhe

A=Tl

Ser

Glu

Ala

550

Glu

Ser

Gln

Ala

Pro
75

Arg

Thr

His

Leu

Gly

455

Thr

Arg

Fhe

Leu

Arg

53

Ala

Ile

Ser

Val

Hisg

360

@la

Ser

Gly

Sar

Ile

4410

Gly

Gln

Ala

Val

320

Fhe

Asn

132

Phe
Jls
Gln

Tyr

Ser

Ber
435
Asp
Thr
Met
Gln
Trp
505
Asn
Fhi
Lys

Fro

Leu
LB5

Ber

Gly

Gly

Fhe

AsT

414

Tyr

Gln

Bla

Ala

Arg

430

Pro

Pro

Thr

Thr

&70

Gln

ASD

Cya

Tyr

Tyr
395

Fhe

Ala

Gly

Glu

475

Val

Gly

Gly

Ser

Thr

355

Asm

Ala

Leu

Leu
380

Cys

Thr

Leu

Asn

4el

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

540

Leu

Pro

Bla

zlu

Pro

1E5

Th

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

ArTg

Ala

Lvs

Thr

Ala

525

Gly

zlu

val

yT
350

Fro

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Glu

Lys

Thr

Ly=

510

Val

Asn

hla

Thr
530

zln

Fhe

Asn

Tyr

Tyr

415

Leu

Leu

Asn

Leu

4495

TyT

Ala

Leu

Val

Thr

575

Ala

Leu

Pra

Asm

Phe

400

The

Leu

hla

Gln

TIp

Asp

His

Thr

Ile

Leun

5a0

Glu

Ala



<210>45
<211> 736
<212> PRT
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Gln Thr Gln val val Asn Asn Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met val Trp
545 600 605

Gin Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro
aL10 Bl% 20

His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly She Gly
623 630 635 G414

Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Wal Bro
Gd5 650 655

Ala Asn Pro Pro Glu Val Phe Thr Pro Ala Lys Phe Ala Ber rFhe Ile
aED G685 670

Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Tle Glu Trp Glu Leu
675 580 685

Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser
690 695 704

Asn Phe Asp Lys GIn Thr Gly Val Asp Phe Ala val Asp Zer Gln Gly
05 T10 715 720

Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn
725 730 735

Leuw

<213> proteina de capside de virus adeno-asociado, hu.44

<400> 45

Met Ala Ala Asp Gly Tvr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr igu Ser
1 5 10

Glu Gly Ile Arg Glo Trp Trp Lys Leu Arg Pro Gly Pro g;a Fra Pro
20 a5

Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser Arg Gly :EU Val Leu Pro
15 40

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leuy Egp Lys Gly Glu Pro
&0 55

133



Val Asn
65

Arg Gln

Asn Leu

Leu Gly
130

Fro Val
145

Lys Thr

Cly Rsp

Ala Thr

Ala Pro

210

Ser Gly
225

Thr Thr

Tyr Lys

Tyr Fhe

Hig Cvs

290

Trp Gly

zlu Ala

Leua Asp

Glu Phe
160

Gly Arg
115

Leu Val

Glu Gla

Gly &ln

Ser Glu
180

BPro Ala
195

Met Ala

Asn Trp

Ser Thr

Gln Ile
280

@ly Tyr
275

His Phe

Fhe Arg

Rsp

Ear

BS

Gln

Ala

Glu

‘Ber

Gin

165

Ser

Ala

Asp

His

Arg

245

Ser

Ser

Ser

Pro

ES 2428 218 T3

Ala

70

Gly

Glu

Val

=lu

Pro

150

Bro

Val

Val

230

Thr

Ser

Lys

aAla

hsp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Alz

Pro

Gly

A=
215

Trp

o

Arg
295

Arg

hla

A=n

Leu

Gln

1240

Rla

Gly

Lys

Asp

Pro

204

Glu

Ser

Ala

Ser

Trp
280

Asp

Leu

Leu

Pro

Lys

105

Ala

Glu

Pro

Lys

Pro
185

Leu

Thr

265

Gly

Trp

Asn

134

zlu

Tyr

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

179

Gin

Ala

Trp

Fro

250

Gly

Tyr

Gln

Fhe

His Asp Lys
75

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Asp

Leu

235

Thr

Ala

Phe

ATg

Lya

Lys

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Len

Ala

Gly

220

Gly

Ser

hsp

Leu

00

Leu

TYr

Sexr

Val

125

Gly

Ser

Fhe

Gly

Ser

205

Val

Bsp

Rhsn

Asn

FPhe

285

Ila

Ala

ASHh

Fhe

I10

Leu

Lys

Gly I

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

a7

AEN

Asm

Tyr
His
85

Gly

Glu

Lys

Gln
175
Pro
Gly
han
Val
Hisz
255
Asn
Arg

Asn

Ile

Asp
a0

hla

Arg

Giy

160

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Hisg

Phe

Gln



365

Val

Leu

Ser
385

Eer

Glu

The

Arg

465

Gly

Asn

Gly

hzp

Lys
545

Lys

Thr

Val

Val

370

Gln

Eln

Zlu

Lew

Gln

450

Gly

Pra

Asn

Arg

530

Glu

Gla

Ser

Leu

355

Eha

Ala

Mat

Val

Met

435

Asn

Ser

Cys

Ser

Glu

515

Gla

Ser

Val

Thr

340

Gly

Met

val

Leu

Pro

420

Asn

Gln

Pro

T¥r

A=n

00

Ser

Asp

Ala

Thr

325

Val

Ser

Ile

Gly

Arg

405

Phe

Pro

Ser

Ala

Ga
o
L]

bhe

Ile

Liyg

Gly

ES 2428 218 T3

314

Thr

Gln

Ala

Pro

a0

Thr

iz

Leu

Gly

Gly

474

Gln

Thr

Ile

Phe

Ala
551

Asn

Val

His

Gln

375

Sar

Gly

Ser

Ile

Ser

455

Het

Gln

Trp

Asn

Fhe

535

Ser

Zsp

Fhe

Gln

360

Ser

A=n

Ser

Asp

440

Ala

Ser

ATg

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Gly

Ser

345

Gly

Gly

Fhe

As=n

5%
B3
o

Gln

Gln

Val

Val

Gly

305

Gly

Met

Thr

135

Wal

330

Rsp

Cys

Tyr

Fhe
414

Rla

Aan

Gln

Ser

450

Ala

Thyr

Ser

Ala

315

Thr

Ser

Leu

Leu

His

Leg

Lys

Fro

475

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu
555

Thr

Glu

Fro

Thr

380

Phe

Ser

Rsp

4&0

Lysa

Thr

Lys

Met

Val

5440

Asp

ile

Pro

165

Leu

Glu

2er

Glo

445

Leu

Asn

Lys

Ala
535

Met

A=

Gln
150

Fhe

Asn

Ser

430

Pro

Leuy

Trp

Thr

Asn

510

ger

Ile

Val

Asn

335

Lea

Pro

Asn

Fhe

415

Leu

Asn

Fhe

Leu

Agp

455

Leu

Fhe

ML

320

Asn

Pro

Ala

Gly

Pro

ang

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

480

AsT

Asn

Lys

Gly

Ile
5l
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Thr Aep Glu Glu Glu Ile Lys Ala Thr Aen Pro Val Ala Thr Glu Arg
565 570 575

Fhe Gly Thr Val Ala Val Asn Phe Gln Ser Ser Ser Thr Asp Pro Ala
580 585 3594

Thr Gly Asp Val His Ala Met Gly Ala Len Pro Gly Met Val Trp Gln
545 600 a5

Gly Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly PFro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His
610 615 20

Thr Asp Gly His Phe His Pro Ser Bro Leu Met Gly Gly Fhe Gly Leu
625 &30 635 540

Lys Asn Pro Pro Pro ©ln Ile Leu Tle Lys Asn Thr Pro Val Fro Ala
645 650 655

Asn Pro Pro Ala Glu Fhe Ser ala Thr Lys Phe &Ala Sar The Ilg Thr
6&0 665 670

Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Glm
675 680 GBS

Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Val Gln Tyr Thr Ser A=sn
B30 695 704

Tyr Ala Lys Ser Ala Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Asn Asn Gly Leu
705 710 715 T20

Tyr Thr Glu Pro Arg Pro 1le Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Pro Leu
745 730 735

<210> 46

<211> 735

<212> PRT

<213> proteina de cépside de ch.5

<400> 46

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Thr Leu Ser
1 5 10 15

Glu Gly Ile Arg Gln Trp Trp Lys Leu Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro
20 25 30

Lys Pro Asn Gln Gln His Arg Asp Asp Ser Arg Gly Leu Val Leu Pro
15 &0 45

136



Gly

Val

65

His

Ley

Pro

145

Lvs

Gy

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Ty

Phe

Cys

Azn

Ein

Ala

Leu

Gly

130

ile

Ser

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Lys

Gly

His
290

Lys Tyr

Slu Ala

Leu Lys

Zlu Fhe
140

Gly Arg
115

Leu Val

Glu Gln

Gly Gln

Thr Glu
180

Fro Ber
195

Met Ala

Aan Trp

Ser Thr

Gln Ile
260

Tyr Ser
275

Phe Ser

Len

Asp

Eln

GEln

Ala

Glu

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Thr

Pro

ES 2428 218 T3

Gly

Als

0

Gly

Glu

Val

G1lu

Pro

150

Pro

Val

Val

AEn

230

Thr

Ser

Pro

Arg

Fro
55
Ala

Asp

Fhe

Ala

135

Ala

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Trp

Zlu

Asp
285

Fhe

Ala

Asn

a Leua

Gln

120

Val

zlu

Lys

Asp

Eer

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly
280

TIp

Asn

Len

Fro

Gln

105

Ala

Lys

Fro

Lys

Pro

185

A=n

Gly

Leu

Gly

285

Tyr

zin

137

Gly

Glo

Tyr L

80

Glu

Lys

Thr

Rsp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

TIp

Pro

250

Ala

rhe

Arg

Leu

ASD

Lys

Aa

Ser

155

Leu

Pro

Het

Asp

Met

235

Thr

Thr

Lew

Asp
Al

hsp
Lys
Thr
Arg
Bro
140
Ser
Asn
Ila
Ala
Gl
220

Gly

Asn

Fhe

Ile
300

Lya

Lys

TYr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Fhe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asp

Rsn
285

Asn

Gly

aAla

Asn

Fhe

130

Leg

Lys

Gly

Gly

Glu

154

Gly

Gly

Arg

Asn

274

Arg

Azn

GElu

His

Gly

Elu

Lys

1le

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

Hig

255

Hig

Fha

Asn

Pro

Asp

gd

Ala

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly

S=r

Ile

240

Leu

Kis

TIp



Gly

305

Lys

Tht

VYal

val

Gln

385

Gln

Asp

Leu

Gln

Ala

485

Pro

Azn

ATg

Asp

zln
545

Pha

Glu

Ser

Leu

Phe

74

Ala

Het

Yal

Meb

Gly

450

Gly

Ser

Ber

hsn

Glu

530

Gly

Azg

Val

Thr

Gly

355

Met

Val

Leu

Pro

435

Thr

Pro

Glu

515

Glu

Fro

Thr

Val

349

Ser

Ile

Gly

Arg

Fhe

420

Pra

Ser

Ser

Arg

Phe

500

Leu

Lys

Gly

Lya

Glo

325

Gln

Mla

BFro

krg

Leu

Gly

Ser

Gln

4835

Ala

Val

Tyr

Thr
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Lys

310

Agn

Val

His

Gln

Ser

39

Gly

Ser

Tle

Thr

Het

4710

Eln

TLD

Asn

FPhe

Thr
550

Leu

Asp

Fhe

Gln

Tyr

75

Zer

Asn

Ser

Asp

Thr

455

hrg

Thr

Bro

Fro
5315

Ezn

Gly

Gly

364

Gly

Fhe

Asn

Tyr

Eln

440

Gln

Gln

MeL

Ala

Gly
520

Hel

Yal

Fhe

Thr

A=zn
345

Tyr

Phe

Ala

425

TyT

Gln

Gln

Ser

ala

505

Fro

His

Asp

138

Lye

Thr

330

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr

410

His

Lieu

Sgr

Ala

Lys

480

Fro

Gly

Ile

Lan

315

Thr

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Fhe

Ser

475

Fhe

Ile

Pro

Leu

380

glu

Ser

Gln

Leu
460

Asn

Thr Ala

Liys

Mat

Asn

Glu
555

Ala

Led
540

Ser

Asn

Ala

Gln

365

ABn

Ser

Leg
445

Gln

Trp L

Azn

Ser
525

Ile

Val 1

Ile

Asn

Lew

350

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Ser

Phe

Rep

Leu

514

His

Fha

Gln

Asn

335

Fro

Ala

Gly

Pro

Fhe
415

Rsp

Ser

Fro

Esn

435

Asn

Lys

Gly

Ile

val
320

Leu

ABD

Ser

Ser

400

Glu

Arg

Thr

Gln

Gly

480

A=ni

Gly

Asp

Lys

Thr
560
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Re=p Glu Glu Glu Ile Arxg Thr Thr Asn Fro val ala Thr clu Gin Tyr
565 570 75

Gly Glan Val Ala Thr Asn His Gln Ser Glo Asn Thr Thr Ala Ser TV
580 585 530

Gly Ser Val Asp Ser &ln Gly Ile Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp
295 &00 605

Arg Rsp Val Tyr Leu Gln Gly Fro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His Thr
E10 8l5 20

Asp Gly His Phe His Pro Ser Fro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu Lys
625 630 635 G40

His Fro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pra Ala Asn
645 8510 655

Pro Ala Thr Thr Phe Thr Pro Gly Lys FPhe &Ala Ser Phe Ile Thr Cln
560 G865 670

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val 8lu Ile Glu Trp Glo Leu Gln Lys
675 a0 GBES

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr
6% 895 700

Asn Lys Ser Val Asn Val Glu Phe Thr Val Asp Ala Asn Gly Val Tyr
705 710 715 720

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leuy
T25 730 T35

<210> 47

<211> 737

<212> PRT

<213> proteina de cépside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.67

<400> 47
Met Rla Ala asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pra
z0 25 i

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Glna Asp Asp Gly Arg Gly bLeu Val Leu Pro
35 40 415

139



Gly Tyr Lys
50

Wal

Gln

Asp

L

Pro

145

Gly

Thr

Gly

Ala

443

Ile

Leu

Val

Fhe

Aszn

Gln

Rla

Leu

Gly

139

Val

Lys

Gly

Ala

210

Ser

Thr

His

Kla

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Lys

Azp

Gly

185

Pro

Gly

Thr

Lys

Eha
275

Cys

Yx

Ala

Lys

Fhe

100

Arg

WVal

Ero

Gly

ser

180

Pro

Mat

Asn

Ser

Gln

260

Gly

His

Leu

Bsn

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Eer

Zln

185

zlu

Zer

Bla

Trp

Thr

245

Ile

Tyr

Phe
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Gly

Ala

0

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Gln

Ser

Gly

AsSp

His

230

Arg

ser

Ser

Ser

Fro

Ala

Asp

Arg

Lau

Ala

135

Gin

Pro

Val

L=u

Asn

215

Cys

Thr

Ser

Thr

Fro

Fhe

ala

Asn

Zln

120

Ala

Arg

Ala

Pro

Gly

200

Asn

ASP

Gln

Pro
180

Arg

Asn

Pro

Gin

105

Ala

Lys

Ser

ATg

Asp

125

ser

Glu

Ser

Rla

Sar

65

Trp

Asp

140

Gly

Glu

Glu

Lys

Thr

PTO

Liys

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Lieu

450

Ala

3ly

Trp

Leu

His

75

Leu

Asp

ys

Ala

ASP

153

Arg

Gin

Thr

Rla

Trp

235

Pro

Gly

Gln

Rsp
60

ASD

Arg

Thr

Pro

140

Ser

Leu

Pro

Met

Asp

220

Leu

Thr

Ser

Phe

Arg

Lys Gly Glu

Lys

Ser

Val

125

Gly

Ber

Azn

Ile

Ala

205

Gly

Gly

Thr

%]
o
L

Leu

Ala

Phe
110

Leu

Lys

Fhe

Gly

130

Ala

Val

ASD

Asn

Asn

270

Fhe

Ile

Hisg

Gly

Glu

Ly=

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Aryg

h=n

255

RS

Asn

Agsn

Pro

Asp

Ala

Gly

Pro

Arg

Ile

160

Gln

Zro

Gly

AEN

Val

240

Hig

Asn

Arg

Asn



Asn
ias

Gln

Pro

Gly
385

Pra

Phe

Phe

465

Leiz

Gln

Leu

His

290

Trp

Wal

Leu

Tyr

isp

370

Ser

Ser

Zlu

Thr

450

Tyr

Pro

Azeni

Asn

Lys
530

Gly

Lys

Thr

Val

355

Gln

Gln

Asp

Leu

435

Gln

Gin

Cly

Asn

Gly

315

Asp

Phea

Glu

Ser

340

Leu

Fhe

Sar

Met

Val

420

Mat

Ser

Gly

Pro

AEn

500

Arg

Asp

Arg

Val

325

Gly

Mel

Val

Leu

405

Pro

Asm

Gly

8%
i)
L

Ser

Glu
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‘Pro

3148

Thr

Val

Ber

Ile

Gly

390

Arg

Ehe

Fro

Ala

Pro

470

Fhe

A=n

Ser

Glu

455

Lys

Thr

Gln

Thr

Hig

Led

Gly

455

Thr

Arg

Fha

Leu

Arg
5315

Lys

Asn

Val

360

Gln

ger

Gly

Ser

ile

449

Gly

Thr

Gln

Ala

Val

an

Fhe

Leu

asp

Fhe

345

Gln

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Thr

Met

Gln

505

Azn

Fhe

141

Gly

330

Ber

Gly

Gly

Bha

Azn
4140

Tyr

Glr

Ala

Ala

430

Thr

Pro

Pro

Phe
115

Val

Asp

Lad
=g
Ln

Fhe

Ala

Gly

Glu
475

Val

aly

Gly

Ser

00

Lys

Thx

Ser

Leu

380

Thr

Hig

Leu

Asn

460

Gln

Ser

Ala

Val

Ser
3440

Lau

Thr

Glu

Bro

363

Thr

Leu

Fhia

Sar

Tyr

445

Arg

Ala

Lys

Thr

Ala

525

Gly

Phe

Ile

Tyr

350

Fro

Lew

Gl

Ber

Gln
430

TYE

Glu

Lys

Thr

Lys

14

Met

Val

Asn

Ala

135

Gln

Fhe

Leu

Leu

Asgn

Leu

495

Ala

Leu

Ile

330

Aszn

Leu

Pro

Asn

Phe

400

Thr

Als

Gln

(o
o
[ ]

Asp

His

Thr
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Fhe Gly Lys Thr Gly &la Ala Asn Lys Thr Thr Leu Glu Asn Val Leu
545 550 253 S60

Met Thr &sn Glu Glu Glu Ile Arg Pro Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu
565 570 575

Glu Tyr Gly Thr Val Ser Ber Asn Leu Gln ala Ala Asn Thr Ala ala
580 585 590

Gln Thr Gln Val Val Asn asn Gln Gly Ala Leu Pro Gly Mer val Trp
585 B0 605

Gln Bsn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Rla Lys Ile Pro
610 615 Bal

His Thr Asp @ly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Mat Gly Gly Phe Gly
645 B34 B35 Bal

Leu Lys His Pro Pro Prg Gln Ile Leu Ile Ly= Asn Thr Pro Val Pro
645 650 655

Ala Asn Pro Pro Glu Val Phe Thr Pro la tys Phe Ala Ser Fhe Ile
a6l 665 a70

Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val &lu Ile Glu Trp Glu Leu
E75 680 485

Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pre Glu Ile Gln Tvr Thr Ser
690 695 700

Asn Phe Asp Lys Gln Thr Gly Val aAsp Fhe Ala Val Asp Ser Gln Gly
705 711 115 720

Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Atrg Asn
725 730 T35

Leu
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Arg

Fhe

Lys

Ile

Asp

Ser

&d0

L

His

Gln

Fhe

Giln

a80

Cys

Azn

Pro

Ehe

Asp

Lys

Asn

385

Gln

Gln

Pro

Ile

AN

665

Val

Trp
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650
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Azn
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Yal

555

Thr

Gln

Ala
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Gly
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50

Asn
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Ber
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Gly
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Trp
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Asn

Leu

15

Lys

Leu

Glu

His

a5

Gly

Glu
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Leu

Val

Phe
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Gln
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Pro
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385

Pro

Fhe

AED
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Trp
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Len
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Ser
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REIVINDICACIONES

1.- Un vector de virus adeno-asociado (AAV) que tiene una capside AAVrh48 (rh48.2) modificada, comprendiendo
dicha capside modificada la secuencia de aminoacido de SEQ ID Num. 44, la cual ha sido modificada para que
contenga una asparagina en la posicion 304 de residuo de aminoacido, que de forma nativa es una serina.

2.- El vector de AAV conforme a la reivindicacion 1, en el que la capside AARrh48 esta ademas modificada para que
contenga un acido glutamico en la posiciéon 217 de residuo de aminoacido de SEQ ID Nim. 44, que de forma nativa
es una lisina.

3.- El vector de AAV conforme a la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que dicho vector porta un transgén
que codifica un producto de gen bajo el control de secuencias reguladoras que dirigen expresion del producto en una
célula anfitrion.

4.- Una composicién que comprende un vector de AAV conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y un
portador fisiolégicamente compatible.

5.- Un vector de AAV conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una composicion conforme a la
reivindicacion 4, para su uso en el suministro de un producto de gen a un sujeto.

6.- Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una capside
AAVrh48 modificada, que tiene la secuencia de aminoacido de SEQ ID NUm. 44, la cual ha sido modificada para que
contenga una asparagina en la posicion 304 de residuo de aminoécido, que es de forma nativa una serina.

7.- La molécula de acido nucleico conforme a la reivindicacion 6, en la que la capside AAVrh48 esta ademas
modificada para que contenga un &cido glutamico en la posicion 217 de residuo de aminoacido de SEQ ID NUm. 44,
que es de forma nativa una lisina.
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Fig. 3
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