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DESCRIPCION
Vectores de parvovirus duplicados
Informacion relacionada con la solicitud

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos nim. 60/208,604, presentada el 1 de junio
de 2000.

Declaracién de Soporte Federal

La presente invencion se realizg, en parte, con el apoyo de los nimeros de subvenciones HL51818, HL 48347, y DK 54419
del Instituto Nacional de Salud. El gobierno de Estados Unidos tiene ciertos derechos en esta invencion.

Campo de la invencién

La presente invencién se relaciona con reactivos para el suministro de genes. Mas particularmente, la presente invencién se
relaciona con vectores para el suministro mejorado de genes basados en parvovirus.

Antecedentes de la invencién

El virus adeno-asociado (AAV) es un miembro no patogénico, helper dependiente de la familia de los parvovirus. Una de las
caracteristicas que identifican este grupo es la encapsidacién de un genoma de ADN monocatenario (ADNmc). En el caso
de AAV, las cadenas separadas de polaridad positiva 0 negativa se empacan con igual frecuencia, y, una es infecciosa. En
cada extremo del genoma de ADNmc, una estructura palindrémica de repeticion terminal (TR) parea las bases sobre si
misma en una configuracion de horquilla. Esto sirve como cebador para la ADN polimerasa celular que sintetiza la cadena
complementaria después del desnudamiento en la célula huésped. El virus adeno-asociado generalmente requiere un virus
helper para una infeccién productiva. Aunque el adenovirus (Ad) generalmente sirve para este propoésito, el tratamiento con
irradiacion de UV o hidroxiurea (HU) a células infectadas con AAV permitird ademas una replicacién limitada.

Los vectores de suministro de genes recombinantes AAV (rAAV) empacan también ADNmc de polaridad positiva o negativa,
y pueden depender de factores de la replicacion celular para la sintesis de la cadena complementaria. Aunque se esperé
inicialmente que esta etapa pudiera llevarse a cabo espontaneamente, mediante replicacion del ADN celular o vias de
reparacion, este no parece ser el caso. Los primeros trabajos con vectores rAAV revelaron que la capacidad para anotar la
expresion del gen marcador se mejoré dramaticamente cuando las células se coinfectaron con adenovirus, o se trataron
transitoriamente con agentes genotoxicos. Esta mejoria se correlacioné con la formacion del ADN bicatenario a partir del
virion de ADN monocatenario (VADN). Similar induccién de vectores de rAAV se observd in vivo seguido el tratamiento con
Ad, radiacion ionizante, o inhibidores de topoisomerasa. Sin embargo, el efecto fue muy variable entre diferentes tejidos y
tipos de células. Se ha sugerido mas recientemente que el reapareamiento del vVADN complementario a partir de las
particulas de rAAV infectantes separadas puede ser una via importante para transduccion de rAAV.

El requisito de sintesis de la cadena complementaria, o reclutamiento, se considera que es ahora un factor limitante en la
eficacia de los vectores de rAAV. La tasa de transduccién de rAAV en higado de ratén se estimé en aproximadamente 5 %
de los hepatocitos después de la infusion por la vena porta de 4.2 x 10" particulas. Los experimentos posteriores revelaron
que el vVADN de rAAV estuvo alojado en los nucleos de practicamente todos los hepatocitos hepaticos, y que el potencial de
transduccion de estos genomas puede rescatarse mediante la co-infeccion con adenovirus. Esto es coherente con un
informe anterior de hasta el 25 % de los hepatocitos de ratén transducidos por 10" particulas de rAAV en la presencia del
adenovirus co-infectando. La expresién de rAAV en el tejido hepatico coincide con la formacion del ADN bicatenario y el
VADN parece que se pierde si no se convierte en bicatenario dentro de las semanas 5-13. Otros experimentos sugieren que
una subpoblacién de hepatocitos de ratén es transitoriamente permisiva para la transduccion in vivo de rAAV.

La publicacion internacional de patente W099/11802 describe vectores autbnomos de suministro basados en parvovirus que

comprenden una secuencia de &cido nucleico heterdlogo y se empaca dentro de una capsida del parvovirus. En
consecuencia, la presente invencion se refiere a la necesidad en la técnica de mejorar los vectores de suministro de genes
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de parvovirus. Particularmente, la presente invencion se refiere a la necesidad de la sintesis de la cadena complementaria
por vectores convencionales de suministro de genes de AAV.

Resumen de la invencion

La naturaleza monocatenaria del genoma de AAV puede afectar a la expresion de vectores de rAAV méas que cualquier otra
caracteristica biolégica. En lugar de basarse en mecanismos celulares potencialmente variables para proporcionar una
cadena complementaria para vectores de rAAV, recién se encontré que este problema puede evitarse empacando ambas
cadenas como una Unica molécula de ADN. En los estudios descritos en la presente, se observd una eficacia aumentada de
la transduccién de vectores duplicados sobre rAAV convencional en las células HelLa (5-140 veces). De mayor importancia,
a diferencia de los vectores convencionales de VAA monocatenarios, los inhibidores de la replicacion del ADN no afectaron
la transduccién de los vectores duplicados de la invencién. Adicionalmente, los vectores de parvovirus duplicados de la
invencién mostraron una aparicion mas rapida y un nivel mas alto que la expresion del transgen que la que mostraron los
vectores de rAAV en hepatocitos de ratén in vivo. Todos estos atributos biol6gicos soportan la generacion y caracterizacion
de una nueva clase de vectores de parvovirus (ADN bicatenario de suministro) que contribuyen significativamente al
desarrollo continuo de sistemas de suministro de genes basados en parvovirus.

En general, se construyé y caracteriz6 un nuevo tipo de vector de parvovirus que transporta un genoma duplicado, que
resulta en cadenas co-empacadas de polaridad positiva y negativa atadas conjuntamente en una sola molécula en las
investigaciones descritas en la presente.

La presente invencion proporciona una particula de parvovirus duplicado que comprende: una cépsida del parvovirus, un
genoma del vector que comprende en la direccién 5' a 3"

(i) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heteré6loga;

(i) una secuencia de repeticion terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en parvovirus;

(iv) una secuencia de nucleétidos heteréloga separada que es esencialmente completamente complementaria a dicha
primera secuencia de nucleétidos heteréloga; y

(v) una secuencia de repeticiéon terminal de parvovirus en 3';

donde dicho genoma del vector es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena entre las
secuencias de nucleétidos heterélogas tras la liberacién de la capsida del parvovirus.

Como un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una particula de parvovirus duplicado que comprende: una
capsida del parvovirus, un genoma del vector que comprende en la direcciéon 5' a 3"

(i) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heter6loga;

(i) una secuencia de repeticion terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en parvovirus;
(iv) una secuencia de nucledtidos heteréloga separada; y

(v) una secuencia de repeticiéon terminal de parvovirus en 3';

en donde las secuencias de nuclettidos entre cada una de las secuencias de repeticion terminal de parvovirus 5'y 3'y la
secuencia de repeticion terminal no resolvible son al menos 90 % complementarias entre si; y en donde ademas dicho
genoma del vector es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena entre las secuencias de
nucleétidos heterélogas tras la liberacion de la capsida del parvovirus.

Preferentemente las secuencias de nucleétidos heterdlogas duplicadas formadas por apareamiento de bases intracadena
estan operativamente asociadas con un elemento promotor o potenciador. En una modalidad adicional de la invencion, las
secuencias de nucledtidos entre cada una de las secuencias de repeticion terminal de parvovirus 5'y 3' y la secuencia de
repeticion terminal no resolvible son esencialmente completamente complementarias entre si.

Preferentemente la particula de parvovirus duplicado es una particula de parvovirus hibrida, una particula de parvovirus
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quimérica o una particula de parvovirus objetivo. Con mayor preferencia, el genoma del vector es aproximadamente el
tamafo del genoma del AAV silvestre.

La presente invencién también proporciona un acido nucleico que comprende una plantilla para la produccién de un ADN
viribn que se empaca en una capsida de parvovirus, la plantilla que comprende una secuencia de nucleétidos heter6loga
flanqueada por una secuencia de repeticion terminal de parvovirus 5' o 3' y una secuencia de repeticién terminal no
resolvible. Preferentemente la plantilla es dimérica y comprende, en la direccion 5' a 3"

(i) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heteréloga;

(i) una secuencia de repeticion terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en parvovirus;

(iv) una secuencia de nucleétidos heterdloga separada que es esencialmente completamente complementaria a dicha
primera secuencia de nucleétidos heterdloga; y

(v) una secuencia de repeticiéon terminal de parvovirus en 3"

en donde dicho ADN virion es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena entre las
secuencias de nucleétidos heterélogas tras la liberacién de la capsida del parvovirus.

Con mayor preferencia el acido nucleico de la invencién comprende una plantilla dimérica para la produccién de un ADN
virién que se empaca en una capsida de parvovirus, la plantilla que comprende en la direcciéon 5' a 3"

(i) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heteré6loga;

(iii) una secuencia de repeticion terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en parvovirus;
(iv) una secuencia de nucledtidos heterdloga separada; y

(v) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 3"

en donde las secuencias de nucleétidos entre cada una de las secuencias de repeticion terminal de parvovirus 5'y 3'y la
secuencia de repeticion terminal no resolvible son al menos 90 % complementarias entre si; y en donde ademas dicho
genoma del vector es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena entre las secuencias de
nucle6tidos heterélogas tras la liberacion de la capsida del parvovirus.

En una modalidad, dicha repeticién terminal de parvovirus 5'y 3' de la particula de parvovirus duplicada o las secuencias de
acido nucleico de la invencion son secuencias de repeticion terminal 5' y 3' de virus adeno-asociado (AAV), opcionalmente
seleccionadas del grupo consistente de las secuencias de repeticion terminal 5' y 3' de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS y
AAVG.

Preferentemente, dicha secuencia de repeticion terminal no resolvible de la particula de parvovirus duplicada o las
secuencias de &cido nucleico de la invencion es una secuencia de repeticién terminal no resolvible de parvovirus. Con
mayor preferencia dicha secuencia de repeticion terminal no-resolvible de parvovirus es una secuencia de repeticién
terminal de AAV no-resolvible.

En una modalidad de la invencion la secuencia de repeticiébn terminal no-resolvible de parvovirus comprende una
modificacién seleccionada del grupo consistente de:

(i) eliminacion del sitio de resolucion terminal (trs);

(ii) eliminacion de esencialmente todo el elemento D;

(iii) una insercioén en el elemento D;

(iv) insercion en la secuencia del sitio de resolucion terminal (trs);

(v) una o mas sustituciones de base de nucledétidos en la secuencia del sitio de resoluciéon terminal (trs).

En una modalidad alternativa de la invencién, la secuencia de repeticion terminal no resolvible es una secuencia de

repeticion terminal de un serotipo AAV que no es reconocido por las proteinas Rep de AAV2 o es una secuencia de
repeticion terminal de un parvovirus autonémo que no es reconocido por las proteinas Rep de AAV.
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Preferentemente la secuencia de nucleétidos heter6loga o la secuencia complementaria de ella codifica un polipéptido, en
donde opcionalmente el polipéptido es un polipéptido terapéutico o inmunogénico. En una modalidad el polipéptido es un
polipéptido terapéutico y se selecciona del grupo que consiste en: endostatina, angiostatina, superéxido dismutasa,
eritropoyetina, un anticuerpo monoclonal, Factor IX, Factor X, una enzima lisosomal que incluyen hexosaminidasa A e
iduronato sulfatasa, globina, leptina, catalasa, tirosina hidroxilasa, una citocina que incluyen a-interferén, B-interferdn,
interferén-y, interleucina-2, interleucina-4, interleucina-12, factor estimulante de colonias granulocito-macrofagos y
linfotoxina, un factor de crecimiento peptidico u hormona que incluyen somatotropina, insulina, factores de crecimiento tipo
insulina 1 y 2, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento de
fibroblastos, factor de crecimiento de nervios, factor neurotréfico 3 y 4, factor neurotréfico derivado del cerebro, factor
neurotrofico derivado de la glia, factor -a y -B de crecimiento transformante, un receptor que incluye el receptor del factor de
necrosis tumoral, un producto de gen suicida que incluyen timidina quinasa, citosina deaminasa, toxina de la difteria,
citocromo P450, deoxicitidina cinasa y factor de necrosis tumoral, una proteina que confiere resistencia a un farmaco de
terapia contra el cancer, y un producto génico supresor de tumores.

La presente invencién proporciona ademas un parvovirus duplicado o &cido nucleico en donde el polipéptido es un
polipéptido inmunogénico y se selecciona del grupo que consiste en: un antigeno de cancer; antigeno tumoral; antigeno
bacteriano; antigeno viral; (v) antigeno protozoario; o (vi) antigeno parasitario.

En una modalidad, la secuencia de nucleétidos heteréloga o la secuencia complementaria de ella codifica un acido nucleico
antisentido, una ribozima, un ARN que efectia empalme en trans mediado por el empalmosoma, un ARN de interferencia
(IARN.), o un ARN guia.

En una modalidad alternativa, la capsida del parvovirus es una capsida del virus adeno-asociado (AAV), opcionalmente
seleccionada del grupo consistente de una capsida de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 y AAV6. Preferentemente el acido
nucleico se selecciona del grupo consistente de un plasmido, vector de ADN desnudo, cromosoma artificial bacteriano
(BAC), cromosoma artificial de levadura (YAC) y un vector viral. Con mayor preferencia el 4cido nucleico se incorpora de
manera estable en el cromosoma de una célula de mamifero.

La presente invencién proporciona ademas un ADN viridn producido a partir del acido nucleico de la invencién y una célula
cultivada que comprende el &cido nucleico de la invencion.

Como un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una formulacion farmacéutica que comprende una pluralidad
de la particula de parvovirus duplicado de la invencion en un portador farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién proporciona ademas un método para producir una particula de parvovirus duplicados in vitro, que
comprende proporciona a una célula:

(a) un acido nucleico que codifica una plantilla de acuerdo con la invencion;
(b) secuencias de nucleétidos suficientes para la replicacion de la plantilla que produce un genoma del vector; y
(c) secuencias de nucledtidos suficientes para empacar el genoma del vector en una cépsida del parvovirus;

bajo condiciones suficientes para la replicacion y empaque del genoma del vector en la capsida del parvovirus,
de manera que las particulas de parvovirus duplicado que comprenden el genoma del vector encapsidado dentro de la
cépsida del parvovirus se produzcan en la célula.

Preferentemente el &cido nucleico que comprende la plantilla es un plasmido o un vector viral, opcionalmente un vector del
virus herpes, un vector de adenovirus o un vector de baculovirus. Con mayor preferencia el &cido nucleico que comprende la
plantilla se integra de manera estable en el cromosoma de una célula de mamifero.

La presente invencion proporciona ademas un método in vitro para suministrar una secuencia de nucledtidos a una célula,
que comprende poner en contacto una célula con una particula de parvovirus duplicado de la invencién bajo condiciones
suficientes para que la particula de parvovirus duplicado entre en la célula. Preferentemente la célula se selecciona del
grupo que consiste en una célula de cancer, célula de tumor, célula neural que incluyen células del sistema nervioso
periférico y sistema nervioso central que incluyen célula del cerebro, célula del pulmén, célula de los musculos, célula
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epitelial que incluyen células epiteliales del intestino y vias respiratorias, células hepéticas, células dendriticas, células de los
ojos que incluyen células de la retina, células pancreaticas que incluyen células de los islotes, células del miocardio, células
Oseas, células del bazo, queratinocito, fibroblasto, células endoteliales, células de la prostata, células germinales, células
progenitoras, célula madre neural y célula madre del higado.

La presente invencién proporciona ademas un parvovirus duplicados de la invencion para usar en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en: fibrosis quistica u otra enfermedad pulmonar, hemofilia A, hemofilia B,
talasemia, anemia u otros trastornos de la sangre, SIDA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, epilepsia u otro trastorno neurolégico, cancer, diabetes mellitus, distrofia
muscular que incluyen distrofia muscular de Duchenne y distrofia muscular de Becker, enfermedad de Gaucher, enfermedad
Hurler, deficiencia de adenosina deaminasa, un enfermedad de almacenamiento de glucégeno, deficiencia de ornitina
transcarbamilasa, enfermedad de Tay-Sach, sindrome de Hunter u otro defecto metabdlico, una enfermedad degenerativa
de la retina u otra enfermedad del ojo.

Como un aspecto adicional, la presente invencioén proporciona el uso de un parvovirus duplicado de la invencion para la
fabricacién de un medicamento para tratar una enfermedad, en donde el tratamiento de la enfermedad necesita el suministro
de un &cido nucleico a una célula.

Se proporciona ademas el uso de un parvovirus duplicado de la invencion para la fabricacién de un medicamento para tratar
una enfermedad, en donde el tratamiento de la enfermedad necesita el suministro de un polipéptido inmunogénico a una
célula.

La presente invencién proporciona ademas el uso de un parvovirus duplicado de la invenciéon para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en fibrosis quistica u otra
enfermedad pulmonar, hemofilia A, hemofilia B, talasemia, anemia u otros trastornos de la sangre, SIDA, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrofica, epilepsia u otro trastorno
neuroldgico, cancer, diabetes mellitus, distrofia muscular que incluyen distrofia muscular de Duchenne y distrofia muscular
de Becker, enfermedad de Gaucher, enfermedad Hurler, deficiencia de adenosina deaminasa, una enfermedad de
almacenamiento de glucégeno, deficiencia de ornitina transcarbamilasa, enfermedad de Tay-Sach, sindrome de Hunter u
otro defecto metabdlico, una enfermedad degenerativa de la retina u otra enfermedad del ojo.

En consecuencia, la presente descripcién describe una particula de parvovirus que comprende una cépsida de parvovirus
(por ejemplo, una cépsida de AAV) y un genoma del vector que codifica una secuencia de nucleétidos heter6loga, donde el
genoma del vector es auto-complementario, es decir, el genoma del vector es una repeticion dimérica invertida.
Preferentemente, el genoma del vector es aproximadamente del tamafio del genoma de parvovirus silvestre (por ejemplo, el
genoma de AAV) que corresponde a la capsida del parvovirus en que se empacara y comprende una sefial de empaque
apropiada. La presente descripcion describe ademas el genoma del vector descrito anteriormente y las plantillas que
codifican el mismo.

Una secuencia bicatenaria se forma mediante el apareamiento de bases entre las secuencias de nucleétidos heterdlogas
complementarias, que es un sustrato adecuado para la expresion génica (es decir, transcripcién. y, opcionalmente,
traduccion) o un sustrato para la recombinacién del huésped (es decir, una plantilla de ADNbc) en una célula huésped sin la
necesidad de una maquinaria celular huésped para convertir el genoma del vector en una forma bicatenaria.

Las denominaciones de 5' y 3' con respecto al vector del genoma (0 plantillas para la produccion de la misma, ver mas
abajo) no indican ninguna direccion particular de la transcripcion de la secuencia bicatenaria formada entre las dos
secuencias heterélogas complementarias. La "cadena codificante” puede estar ya sea en la mitad 5’ o 3' del ADN virién.
Aquellos con experiencia en la técnica apreciaran que el término "cadena codificante” se usa en su sentido mas amplio para
indicar la cadena que codifica el transcrito deseado, y abarca las secuencias no traducidas incluyendo, también las
secuencias antisentido. Asi, se puede iniciar la transcripcién a partir del extremo 5' de la primera secuencia de nucleétidos
heteréloga en la mitad 5' del genoma del vector, a partir del extremo 5' de la primera secuencia de nucleétidos heteréloga
complementaria en la mitad 3' del genoma del vector.

Alternativamente como se indica, en el vVADN bicatenario formado por el apareamiento de bases intracadena, la
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transcripcion puede iniciarse desde el extremo abierto o desde el extremo cerrado (es decir, a partir del extremo mas
cercano a la TR no-resolvible) de la estructura de horquilla.

Como se ha descrito, la cédpsida del parvovirus es preferiblemente una cépsida de AAV. Se prefiere ademas que las
secuencias de repeticion terminal de parvovirus y/o las secuencias de repeticion terminal no-resolvible sean secuencias de
AAV.

Como se describe, la particula de parvovirus duplicado comprende secuencias de control de expresion suficientes (por
ejemplo, un promotor) para la expresion de la secuencia bicatenaria formada por el apareamiento de bases intracadena en
el vADN auto-complementario.

El genoma del vector puede expresar ademas dos o mas transcritos de la secuencia bicatenaria formada por apareamiento
de bases intracadena.

Se describe ademés una secuencia de nucleétidos que comprenden una plantilla para la producciéon de un ADN virién, la
plantilla que comprende una secuencia de nucledtidos heter6loga flanqueada por una secuencia de repeticion terminal de
parvovirus y una secuencia de repeticion terminal no-resolvible de parvovirus.

Se describe ademas una secuencia de nucledtidos que comprende una plantilla dimérica para la produccion de un ADN
virién, la plantilla que comprende en la direccion 5' a 3'": una secuencia de repeticion terminal de parvovirus en 5% una
primera secuencia de nucleétidos heter6loga; una secuencia de repeticiébn terminal no-resolvible de parvovirus; una
secuencia de nucleétidos heterbloga separada que es esencialmente completamente complementaria a la primera
secuencia de nucledtidos heterdloga; y una secuencia de repeticion terminal de parvovirus en 3'; en donde el ADN virién es
capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena para formar un ADNbc entre las secuencias de
nucleétidos heterélogas tras la liberacion de la capsida del parvovirus.

Preferentemente, las secuencias de repeticion terminales de parvovirus y/o las secuencias de repeticion terminales no
resolvibles de parvovirus son secuencias de AAV.

Se describen también métodos para producir y administrar los vectores duplicados de parvovirus de la invencion.

Un método para administrar una secuencia de nucleétidos a un sujeto, comprende administrar a un sujeto una particula de
parvovirus duplicado en un portador farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, la particula de parvovirus duplicado se
administra en una cantidad terapéuticamente eficaz a un sujeto que lo necesita.

Se describe ademéas un método para suministrar una secuencia de nucleétidos a una célula, que comprende: poner en
contacto una célula con una particula de parvovirus duplicado que comprende: una capsida del parvovirus y un genoma del
vector que comprende: (i) una secuencia de repeticion terminal de parvovirus en 5'; (i) una primera secuencia de
nucle6tidos heteréloga,; (iii) una secuencia de repeticion terminal de parvovirus localizada centralmente; (iv) una secuencia
de nucledtidos heteréloga separada que es esencialmente completamente complementaria a la primera secuencia de
nucle6tidos heterdloga (v) una secuencia de repeticion terminal de parvovirus en 3'; en donde el genoma del vector
duplicado es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena entre las secuencias de
nucle6tidos heterélogas tras la liberacion de la capsida del parvovirus.

Preferentemente la cdpsida del parvovirus es una capsida de AAV, y el genoma del vector es aproximadamente del tamafio
del genoma del AAV silvestre. Se prefiere ademas que las secuencias de repeticion terminal de parvovirus sean secuencias
de AAV. La célula puede ponerse en contacto con la particula de parvovirus duplicado in vitro o in vivo.

Estos y otros aspectos de la presente invencién se describen con mas detalle en la descripcion de la invencion que se
expone mas abajo.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Contenido del ADN virién de rAAV y vector  es duplicados. El dibujo ilustra el contenido de ADN de los
vectores usados en este estudio y la conformacién prevista que adoptan tras la liberacion de los viriones. Los transgenes
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expresados a partir del promotor inmediato temprano de citomegalovirus (CMV) son: proteina fluorescente verde (GFP),
B galactosidasa (LacZ), eritropoyetina de raton (mEpo). La neomicina fosfotransferasa (neo) se expresa a partir del
promotor temprano de SV40 (SV40). El tamafio, en nucleétidos (nt) de cada molécula de ADN empacada se indica. Los
vectores de GFP dimero y mEpO auto-complementarios o duplicados (scAAV) se pliegan en un ADN bicatenario
completo con una copia adicional de la repeticion terminal, mientras que los vectores de GFPneo, LacZ, y mEpoA
requieren de la sintesis del ADN de la cadena complementaria mediada por células.

Figura 2. Fraccionamiento del vector en gradientes de CsCI. EI ADN virién (vDNA) se extrajo a partir del gradiente de
CsCl de vectores rAAV fraccionados CMV-GFP (Panel a), GFPneo (Panel b), y LacZ (Panel ¢). Geles de agarosa
alcalinas del vADN se someten a la transferencia Southern e hibridan con un fragmento de ADN de CMV-GFP. Los
marcadores en el extremo izquierdo del panel a eran las secuencias del vector eliminadas de los plasmidos usados para
generar los vectores virales (ver resultados). El nimero de unidad de longitud, ADNmc, copias del vector por molécula se
indican por 1x, 2x, y 4x. Los vectores virales usados en los experimentos representados en las Figs. 3 y 4 eran de las
fracciones a-11 o a-10 de CMV-GFP (como se indica en las leyendas de las figuras), fraccién b-13 de GFPneo y la
fraccion c-12 de LacZ.

Figura 3. Eficacia de transduccion de los vectores duplicados contra rAAV convencional en ausencia y
presencia de adenovirus co-infectando . Las eficacias de los tres vectores fraccionados por CsCl (Fig.1) se
compararon en las células HelLa rapidamente divididas infectadas con la fracciéon 11 de scAAV-GFP (0.5 particulas por
célula), fraccién 13 de rAAV-GFPneo (2 particulas por célula), o fraccion 12 de rAAV-LacZ (0.5 particulas por célula). La
transduccion se cuantificd en 24 horas post-infeccién mediante el recuento de células positivas GFP usando microscopia
de fluorescencia, o mediante la fijacion de las células y la tincion X-Gal. La eficacia de transduccién se representd
graficamente como el numero de particulas fisicas por unidad de transduccién, segun se determina por el nimero de
células de puntuacién positiva para la expresion de GFP o LacZ. Las barras gris oscuro indican la eficacia de
transduccion en presencia de la co-infeccion con Ad a 5 pfu por célula.

Figura 4. Transduccion con vectores de rAAV duplica  dos y convencionales en presencia del inhibidor de la
sintesis de ADN. (Panel a). Cultivos de células HeLa a 30 % de confluencia se trataron con las concentraciones
indicadas de hidroxiurea 24 hr antes de infectar con 3.8 x 10° particulas del scAAV-GFP, @, (Fig. 2a, fraccién 10), el
monoémero homologo, e (Fig. 2, panel a, fraccion 14), o rAAV-GFPneo, , (Fig. 2, panel b, fraccion 13). El tratamiento con
HU se mantuvo hasta que la transduccion se analizé a las 24 horas post-infeccién. Cada punto de datos se calcul6 a
partir del promedio del nUmero de células GFP positivas en 10 campos aleatorios independientemente del nimero total
de células, que fue variable debido al efecto de la hidroxiurea en la division celular. (Panel b). El mismo procedimiento se
uso para evaluar la transduccion en presencia de las concentraciones de afidicolina indicadas. S6lo se compararon el
monoémero duplicado y homélogo (fracciones 10 y 14).

Figura 5. Transduccién in vivo del tejido hepético de raton con vectores rAAV dup  licados o monocatenarios.
Ratones Balb-c ByJ de diez semanas de edad se infundieron con 2 x 10" particulas ya sea de scAAV-CMV-mEpo, ¥,
(n=4), o rAAV-CMV-mEpoA monocatenario completo, A, (n=5), en 200 pl solucién salina normal mediante inyeccién en
la vena porta. Un grupo de ratones de control se infundié con solucién salina normal, o, (n=4), y un soélo raton, o, se
flebotomiz6 en los mismos intervalos de 7 dias sin cirugia previa. El hematocrito de sangre se us6 como una medida
funcional de la expresion de mEpo.

Figura 6 es una representacion de una plantilla preferida para la produccion los vectores de parvovirus duplicado de la
invencion.

Figura 7 muestra un gradiente de densidad de CsCl del vector mutante rAAV-CMV-GFP Hpa-trs.
Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion se describird a continuacién con referencia a las figuras adjuntas, en las que se muestran las

modalidades preferidas de la invencion. Esta invencién puede, sin embargo, realizarse en formas diferentes y no debe
interpretarse como limitada a las modalidades expuestas en la presente. Mas bien, estas modalidades se proporcionan para
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que ésta descripcion sea exhaustiva y completa, refleje completamente el alcance de la invencion a aquellos con
experiencia en la materia.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente tienen el mismo
significado que el cominmente entendido por alguien con experiencia en la materia a la que pertenece esta invencion. La
terminologia que se usa en la descripcién de la invencién en la presente es con el propdsito de describir modalidades
particulares y no se pretende que sean limitativas de la invencion. Tal como se usa en la descripcion de la invencién y las
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una"y "la" pretenden incluir las formas plurales también, a menos que

el contexto indique claramente lo contrario.

Las secuencias de nucleédtidos se presentan en la presente descripcion en la direccién 5' a 3', de izquierda a derecha a
menos que se indique especificamente de cualquier otra forma. nucleétidos y aminoacidos se representan en la presente
descripcién de la manera recomendada por la Comision de Nomenclatura Bioquimica de IUPAC-IUB, o (para aminoacidos),
ya sea por el cédigo de una letra, o el cddigo de tres letras, ambos de acuerdo con 37 CFR §1.822 y uso establecido. Ver,
por ejemplo, Patentin Manual de usuario, 99-102 (Nov. 1990) (Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos).

Excepto que se indique de cualquier otra forma, los métodos estandar conocidos por los expertos en la técnica pueden
usarse para la construccion de parvovirus recombinante y constructos de rAAV, vectores de empaque que expresan el rep
de parvovirus y/o secuencias de cap, asi como células de empaque transfectadas de forma estable y transitoria. Aquellos
con experiencia en la materia conocen tales técnicas. Ver, por ejemplo, SAMBROOK y otros, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL 2da Ed. (Cold Spring Harbor, NY, 1989); F. M. AUSUBEL y otros CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY (Green Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., Nueva York).

Los parvovirus son virus animales de ADN relativamente pequefios y contienen un genoma de ADN monocatenario lineal. El
término "parvovirus" como se usa en la presente abarca la familia Parvoviridae, que incluyen parvovirus y dependovirus de
replicacion autonoma. Los parvovirus incluyen miembros del género Parvovirus, Erythrovirus, Densovirus, Iteravirus, y
Contravirus. Los parvovirus auténomos ilustrativos incluyen, pero sin limitarse a, virus diminuto del ratén, parvovirus bovino,
parvovirus canino, parvovirus del pollo, parvovirus felino, virus de la panleucopenia, parvovirus felino, parvovirus del ganso,
y virus B19. Otros parvovirus autonomos se conocen para los expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, BERNARD N.
FIELDS y otros, VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69 (3ra ed., Lippincott-Raven Publishers).

El género Dependovirus contiene los virus adeno-asociados (AAV), que incluyen pero sin limitarse a, AAV tipo 1, AAV tipo 2,
AAV tipo 3, AAV tipo 4, AAV tipo 5, AAV tipo 6, AAV aviar, AAV bovino, AAV canino, AAV equino, y AAV ovino. Ver, por
ejemplo, BERNARD N. FIELDS y otros, VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69 (3ra ed., Lippincott-Raven Publishers).

Como se usa en la presente, el término "vector" o " vector de suministro de genes" puede referirse a una particula de
parvovirus (por ejemplo, AAV) que funciona como un vehiculo de suministro de genes, y que comprende vADN (por ejemplo,
el genoma del vector) empacado dentro de una capsida del parvovirus (por ejemplo, AAV) . Alternativamente, en algunos
contextos, el término "vector" puede usarse para referirse al genoma/vVADN del vector.

Una "secuencia de nucledtidos heter6loga” tipicamente sera una secuencia que no existe de manera natural en el virus.
Alternativamente, una secuencia de nucleotidos heteréloga puede referirse a una secuencia viral que se coloca en un
entorno de origen no natural (por ejemplo, por asociacién con un promotor con el cual no esta naturalmente asociado en el
virus).

Como se usa en la presente, un "genoma del vector de parvovirus recombinante" es un genoma de parvovirus (por ejemplo,
VvADN) en el cual se inserta la secuencia de nucle6tidos heter6loga (por ejemplo, extrafia) (por ejemplo, transgén). Una
"particula de parvovirus recombinante” comprende un genoma del vector de parvovirus recombinante empacado dentro de
una cépsida del parvovirus.

Igualmente, un "genoma del vector rAAV" es un genoma de AAV (por ejemplo, VADN) que comprende una secuencia de
nucle6tidos heterdloga. Los vectores rAAV requieren solamente las repeticiones terminales de 145 bases en cis para
generar el virus. Todas las otras secuencias virales son prescindibles y pueden suministrarse en trans (Muzyczka, (1992)
Curr. Topics Microbiol. Immunol. 158:97). Tipicamente, el genoma del vector de rAAV sélo conservara las secuencias de
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repeticion terminal (TR) minimas para maximizar el tamafio del transgén que puede ser eficazmente empacado por el
vector. Una "particula de rAAV" comprende un genoma del vector de rAAV empacado dentro de una capsida de AAV.

Las particulas de parvovirus de la invenciéon pueden ser una particula "hibrido" en el que las TR virales y la capsida viral son
de diferentes parvovirus. Preferentemente, las TR virales y capsida son de diferentes serotipos de AAV (por ejemplo, como
se describe en publicacién internacional de patente WO 00/28004, solicitud provisional de los Estados Unidos nim.
60/248,920; y Chao y otros, (2000) Molecular Therapy 2:619.

Igualmente, el parvovirus puede tener una capsida "quimérica” (por ejemplo, que contiene las secuencias de diferentes
parvovirus, de preferencia diferentes serotipos de AAV) o una cépsida "objetivo" (por ejemplo, un tropismo dirigido) como se
describe en la publicacion internacional de patente WO 00/28004.

Preferentemente, la particula de parvovirus duplicado de la invencién tiene una capsida de AAV, que puede ser ademas una
capsida quimérica u objetivo, como se describi6 anteriormente.

Las particulas de parvovirus "duplicadas" y los genomas del vector de la invencién intercambiablemente pueden estar
referidos en la presente como vectores "diméricos" o "auto-complementarios”. La particula de parvovirus duplicado de la
invencion comprende una capsida del parvovirus que contiene un ADN virion (vVADN). El vADN es auto-complementario tal
que puede formar una estructura en horquilla tras la liberaciéon de la capsida viral. EI vADN duplicado aparece para
proporcionar a la célula huésped un ADN bicatenario que puede expresarse (es decir, transcribirse y, opcionalmente,
traducirse) por la célula huésped sin la necesidad de sintesis de la segunda cadena, como se requiere con los vectores de
parvovirus convencionales.

El genoma del vector del parvovirus duplicado contiene preferentemente secuencias de empaque suficientes para la
encapsidacion dentro de la capsida del parvovirus seleccionado (por ejemplo, capsida de AAV).

Los expertos en la técnica apreciardn que el vVADN duplicado no puede existir en una forma bicatenaria en todas las
condiciones, pero tiene la capacidad de hacerlo bajo condiciones que favorecen la hibridacién de bases de nucleétidos
complementarias. En consecuencia, el término "vector de parvovirus duplicado” no indica que el vVADN se encuentra
necesariamente en la forma duplicada o bicatenaria (por ejemplo, existe el apareamiento de bases entre las cadenas
autocomplementarias) dentro de la capsida del parvovirus. Claramente, un experto en la técnica entendera que el vADN
probablemente no esta en forma bicatenaria, mientras se empaqueta dentro de la capsida del parvovirus.

La expresion de una secuencia de nucleotidos heterdloga (como se describe mas abajo) se "mejora" preferentemente a
partir de los vectores de parvovirus duplicados de la invenciéon en comparacion con el vector de parvovirus comparable (por
ejemplo, rAAV). Preferentemente, la expresion génica puede detectarse a partir del vector de parvovirus duplicado
sustancialmente mas rapidamente que a partir del vector de parvovirus monomérico comparable. Por ejemplo, la expresion
del gen puede detectarse en menos de aproximadamente 2 semanas, preferentemente menos de aproximadamente una
semana, con mayor preferencia menos de aproximadamente 72 horas, aun con mayor preferencia menos de
aproximadamente 48 horas, y aun con mayor preferencia menos de aproximadamente 24 horas después de la
administracion del vector de parvovirus duplicados. La expresion génica puede detectarse por cualquier método conocido en
la técnica, por ejemplo, mediante la deteccidon de la transcripcién, traduccién, o actividad biolégica o un efecto fenotipico
resultante de la expresion de una secuencia de nucleétidos heter6loga (por ejemplo, el tiempo de coagulacion de la sangre).

Alternativamente, la expresion de genes del vector de parvovirus duplicado se puede "mejorar" en que los niveles més altos
de expresion génica (segun se define en el péarrafo anterior) se detectan en comparacion con el vector de parvovirus
monomérico comparable (por ejemplo, vector de rAAV). Las comparaciones pueden hacerse en el nivel de expresion génica
en el mismo intervalo tiempo después de la administracion del virus. Alternativamente, las comparaciones pueden hacerse
entre el nivel maximo de expresion génica alcanzado con cada vector.

Los vectores de parvovirus duplicado de la invencion pueden tener favorablemente relaciones de unidad de transduccion
(tu) a particula mejoradas comparado con los vectores de parvovirus convencionales. En consecuencia, la presente
invencién abarca ademas nuevas composiciones del vector de parvovirus con una relaciéon tu/particula mejorada sobre
composiciones de vectores de parvovirus convencionales (por ejemplo, vectores de rAAV). Preferentemente, la relacion
tu/particula es menor que aproximadamente 50:1, menor que aproximadamente 20:1, menor que aproximadamente 15:1,
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menor que aproximadamente 10:1, menor que aproximadamente 8:1, menor que aproximadamente 7:1, menor que
aproximadamente 6:1, menor que aproximadamente 5:1, menor que aproximadamente 4:1, o inferior. No existe un limite
inferior particular para la relacion tu/particula. Tipicamente, la relacion tu/particula sera mayor que aproximadamente 1:1,
2:1,3:104:1.

El término "plantilla" o "sustrato" se usa tipicamente en la presente descripcion para referirse a una secuencia de
polinucledtidos que puede replicarse para producir el VADN de parvovirus duplicado de la invencion. Para el propésito de
produccién del vector, la plantilla se incorporara tipicamente dentro de una secuencia de nucleétidos o constructo mas largo,
que incluyen pero sin limitarse a un plasmido, vector de ADN desnudo, cromosoma atrtificial bacteriano (BAC), cromosoma
artificial de levadura (YAC) o un vector viral (por ejemplo, adenovirus, herpesvirus, Virus de Epstein-Barr, vectors de AAV,
de baculovirus, retrovirales, y similares). Alternativamente, la plantilla puede incorporarse establemente en el cromosoma de
una célula de empaque.

Como se usa en la presente, el término "polipéptido" abarca los péptidos y proteinas, a menos que se indique lo contrario.

Como se usa en la presente, "transduccion” o "infeccién" de una célula por AAV se refiere a que el AAV entra a la célula
para establecer una infeccion latente o activa (por ejemplo, litica), respectivamente. Ver, por ejemplo, BERNARD N. FIELDS
y otros, VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69 (3ra ed., Lippincott-Raven Publishers). En modalidades de la invencién en la
que un vector de rAAV se introduce en una célula con el propésito de suministrar una secuencia de nucleétidos a la célula,
se prefiere que los AAV se integren en el genoma y establezcan una infeccién latente.

Vectores de parvovirus duplicados.

La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento que los vectores de ADN de parvovirus "duplicados" (como se
describe anteriormente) pueden emplearse favorablemente para el suministro de genes. Ademas, las presentes
investigaciones demostraron que estos vectores de parvovirus duplicados pueden ser mas eficientes que los vectores de
AAV, por ejemplo, transcripcion mejorada de las relaciones de particulas, expresion transgénica mas rapida, un mayor nivel
de expresion transgénica, y/o la expresion transgénica mas persistente. Los inventores demostraron ademas que los
vectores de parvovirus duplicados de la invenciéon pueden usarse para el suministro de genes a células huésped que son
tipicamente refractarias a la transducciéon de AAV. Asi, estos vectores de parvovirus duplicados tienen una variedad de
huésped (por ejemplo, mas amplia) diferente a la de los vectores AAV.

Los vectores de parvovirus duplicados descritos en la presente son polinucleétidos diméricos auto-complementarios (sc)
(tipicamente, ADN) empacado dentro de una capsida viral, preferentemente una capsida de parvovirus, con mayor
preferencia, una céapsida de AAV. En algunos aspectos, el genoma viral que se empaca dentro de la cépsida es
practicamente un intermedio de la replicacion "atrapado” que no puede resolverse para producir las cadenas de ADN de
parvovirus de polaridad positiva y negativa. En consecuencia, los vectores de parvovirus duplicados de la invencién parecen
evadir la necesidad de sintesis del ADN complementario mediada por la célula huésped inherente a los vectores AAV
recombinante convencional (rAAV), abordando de ese modo una de las limitaciones de los vectores de rAAV.

Este resultado se logra dejando al virus empacar repeticiones invertidas esencialmente diméricas del genoma del vector de
parvovirus monocatenario (por ejemplo, AAV) tal que ambas cadenas, unidas en un extremo, estan contenidos dentro de
una Unica capsida infecciosa. Tras la liberacion de la capsida, las secuencias complementarias se hibridan de nuevo para
formar el ADN bicatenario transcripcionalmente activo dentro de la célula objetivo.

Los vectores de parvovirus duplicados descritos en la presente son fundamentalmente diferentes de los vectores de
parvovirus convencionales (por ejemplo, rAAV), y del parvovirus parental (por ejemplo, AAV), en el cual el vVADN puede
formar una estructura en horquilla bicatenaria debido al apareamiento de bases intracadena, y ambas cadenas de ADN se
encapsidan. Asi, el vector de parvovirus duplicado es funcionalmente similar a los vectores virales de ADN bicatenario en
lugar del parvovirus del cual se derivl. Esta caracteristica se refiere a un defecto previamente reconocido de la transferencia
génica mediada por rAAV, que es la propension limitada de la célula objetivo deseada para sintetizar el ADN
complementario al genoma monocatenario normalmente encapsidado en el Parvoviridae.

La cépsida viral puede ser de cualquier parvovirus, tanto de un parvovirus auténomo o dependovirus, como se describid
anteriormente. Preferentemente, la cpsida viral es una capsida de AAV (por ejemplo, capsida de AAV1, AAV2, AAV3,
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AAV4, AAV5 o AAV6). En general, se prefieren la cipsida de AAV1, cdpsida de AAV5, y capsida de AAV3. La eleccion de la
capsida del parvovirus puede basarse en una serie de consideraciones segin se conoce en la técnica, por ejemplo, el tipo
de célula objetivo, el nivel deseado de expresion, la naturaleza de la secuencia de nucledtidos heteréloga que se expresa,
cuestiones relacionadas con la produccion viral, y similares. Por ejemplo, la capsida de AAV1 puede emplearse
ventajosamente en el misculo esquelético, higado, y células del sistema nervioso central (por ejemplo, cerebro); AAV5 para
las células en las vias respiratorias y pulmén; AAV3 para células de médula 6sea; y AAV4 para células particulares en el
cerebro (por ejemplo, células anexables).

La particula de parvovirus puede ser una particula "hibrido" en el que las TR virales y la cépsida viral son de diferentes
parvovirus. Preferentemente, las TR virales y la cdpsida son de diferentes serotipos de AAV (por ejemplo, como se describe
en la publicacion internacional de patente WO 00/28004, solicitud provisional de los Estados Unidos num. 60/248,920; y
Chao y otros, (2000) Molecular Therapy 2:619;

Igualmente, el parvovirus puede tener una capsida "quimérica" (por ejemplo, que contiene las secuencias de diferentes
parvovirus) o una capsida "objetivo" (por ejemplo, un tropismo dirigido) como se describe en estas publicaciones.

Como se usa en la presente, una "particula de parvovirus duplicado" abarca particulas de virus hibridas, quiméricas y
objetivo. Preferentemente, la particula de parvovirus duplicado tiene una capsida de AAV, que puede ser ademas una
capsida quimérica u objetivo, como se describi6é anteriormente.

Un vector de parvovirus duplicado de acuerdo con la invencién puede producirse por un método adecuado.
Preferentemente, la plantilla para la produccién del vADN es una que preferentemente da lugar a un vADN duplicado, en
lugar de monomérico (es decir, la mayoria del vVADN producido se duplica) que tiene la capacidad de formar un vADN
bicatenario. De preferencia, al menos aproximadamente 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o mas de los
productos de replicacion de la plantilla se duplican.

En una modalidad particular, la plantilla es una molécula de ADN que comprende una 0 mas secuencias de repeticion
terminal (TR). La plantilla comprende ademas una TR modificada que no puede resolverse (es decir, cortarse) por las
proteinas parvovirus Rep. Durante la replicacion, la incapacidad de la proteina Rep para resolver la TR modificada resultara
en un intermedio estable con los dos "mondmeros" unidos covalentemente por la TR no resolvible. Esta molécula
"duplicada" puede empacarse dentro de la cépsida de parvovirus (AAV) para producir un nuevo vector de parvovirus
duplicado.

Aungue no se desea estar limitado a ninguna teoria en particular de la invencién, es probable que el genoma del virién sea
conservado en una forma monocatenaria al empacarse dentro de la capsida viral. Tras la liberacion de la cipsida durante la
infeccion, parece que la molécula dimérica "se recupera” o hibrida para formar una molécula bicatenaria mediante el
apareamiento de bases intracadena, con la secuencia TR no resolvible formando una estructura de horquilla
covalentemente cerrada en un extremo. Este VADN bicatenario evita la sintesis de la segunda cadena mediada por la célula
huésped, que se ha postulado es una etapa limitante de la velocidad de transduccion de AAV.

En modalidades preferidas, la plantilla comprende ademas una secuencia(s) de nucledtidos heterdloga(s) (como se describe
mas abajo) que se empaca para suministrar a una célula objetivo. De conformidad con esta modalidad particular, la
secuencia de nucleétidos heter6loga se localiza entre las TR virales en cada extremo del sustrato. En modalidades
preferidas adicionales, los genes cap del parvovirus (por ejemplo, AAV) y los genes rep del parvovirus (por ejemplo, AAV) se
eliminan de la plantilla (y se produce VADN de ahi). Esta configuracion maximiza el tamafio de las secuencias de acido
nucleico heter6logas que pueden ser portadas por la capsida del parvovirus.

En una modalidad en particular, la plantilla para la produccién de los vectores de parvovirus duplicados de la invencion
contiene al menos un TR en los extremos 5'y 3', que flanquea una secuencia de nucleotidos heteréloga de interés (como se
describe més abajo). El TR en un extremo del sustrato es no resolvible, es decir, no se puede resolver (cortarse) por la
proteina Rep. Durante la replicacion, la incapacidad de la proteina Rep de resolver uno de las TR resultard en un intermedio
estable con los dos "mondmeros" unidos covalentemente por la TR no funcional (es decir, no-resolvible). La secuencia de
nucle6tidos heteréloga puede estar en cualquier orientacion con respecto a la TR no resolvible.

El término "flanqueado” no pretende indicar que las secuencias son necesariamente contiguas. Por ejemplo, en el ejemplo
12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2505700 T3

en el péarrafo anterior, puede haber secuencias intermedias entre la secuencia de nucleétidos heterdloga y la TR. Una
secuencia que esta "flanqueada" por otros dos elementos indica que un elemento se ubica 5' de la secuencia y el otro se
ubica 3' de la secuencia; sin embargo, pueden existir secuencias de intervencion entre ellos.

De acuerdo con esta modalidad, la plantilla para la produccion del vVADN de parvovirus duplicado de la invencion es
preferentemente aproximadamente la mitad del tamafio del genoma de parvovirus silvestre (por ejemplo, AAV)
correspondiente a la capsida en el que el VADN se empacard. Alternativamente, como se indica, la plantilla es
preferentemente de aproximadamente 40 % a aproximadamente 55 % en peso, con mayor preferencia de aproximadamente
45 % a aproximadamente 52 % en peso. Asi, el VADN duplicado producido a partir de esta plantilla tendré& preferentemente
un tamafio total que es aproximadamente el tamafio del genoma de parvovirus silvestre (por ejemplo, AAV) correspondiente
a la capsida en la que el vADN se empacara, por ejemplo, de aproximadamente 80 % a aproximadamente 105 % en peso.
En el caso de AAV, se conoce bien en la técnica que la capsida de AAV desaprueba el empaque de VADN que se distingue
sustancialmente en el tamafio del genoma de AAV silvestre. En el caso de una capsida de AAV, el ADN duplicado es
preferentemente aproximadamente 5.2 kb de tamafio o0 menos. En otras modalidades, el ADN duplicado es preferentemente
mayor que aproximadamente 3.6, 3.8, 4.0, 4.2, 0 4.4 kb de distancia y/o menor que aproximadamente 5.4, 5.2, 5.0 0 4.8 kb
de longitud.

Alternativamente se declara que, la o las secuencias de nucledtidos heter6logas tipicamente serdn menores que
aproximadamente 2.5 kb de longitud (con mayor preferencia menores que aproximadamente 2.4 kb, adn con mayor
preferencia, menores que aproximadamente 2.2 kb de longitud, todavia con mayor preferencia menores que
aproximadamente 2.1 kb de longitud) para facilitar el empaque de la plantilla duplicada por la capsida del parvovirus (por
ejemplo, AAV).

En otra modalidad en particular, la propia plantilla se duplica, es decir, es una molécula dimérica auto-complementaria. De
acuerdo con esta modalidad, la plantilla comprende una TR resolvible en cada extremo. La plantilla comprende ademas una
TR no resolvible ubicada centralmente (como se describié anteriormente). En otras palabras, cada mitad de la plantilla en
cada lado de la TR no resolvible es aproximadamente de la misma longitud. Cada mitad de la plantilla (es decir, entre la TR
resolvible y no resolvible) comprende una o mas secuencia(s) de nucledtidos heteréloga(s) de interés. La(s) secuencia(s) de
nucleétidos heteréloga(s) en cada mitad de la molécula esta flanqueada por una TR resolvible y la TR central no resolvible.

Las secuencias en cualquier mitad de la plantilla son sustancialmente complementarias (es decir, al menos
aproximadamente 90 %, 95 %, 98 %, 99 % de complementariedad de secuencia de nucledtidos o mas), tal que los
productos de la replicacion de la plantilla pueden formar moléculas bicatenarias debido al apareamiento de bases entre las
secuencias complementarias. En otras palabras, la plantilla es esencialmente una repeticién invertida con las dos mitades
unidas por la TR no resolvible.

Preferentemente, la(s) secuencia(s) de nucledtidos heterdloga(s) en cada mitad de la plantilla son esencialmente
completamente auto-complementaria (es decir, contiene un niimero insignificante de bases coincidentes, o incluso bases
no-coincidentes). Se prefiere ademas que las dos mitades de la secuencia de nucledtidos sean esencialmente
completamente auto-complementarias.

De acuerdo con esta modalidad, la plantilla (y el vVADN producido de ahi) es preferentemente aproximadamente del mismo
tamafio que el genoma silvestre naturalmente encapsulado por la capsida del parvovirus (por ejemplo, AAV), es decir, para
facilitar el empaque eficiente dentro de la cipsida del parvovirus. Por ejemplo, en el caso de una capsida de AAV, la plantilla
es de preferencia aproximadamente del tamafio del genoma de AAYV silvestre. En modalidades particulares, la plantilla es de
un tamafio de aproximadamente 5.2 kb o menor. En otras modalidades, la plantilla es preferentemente mayor que
aproximadamente 3.6, 3.8, 4.0, 4.2, 0 4.4 kb de longitud y/o menor que aproximadamente 5.4, 5.2, 5.0 0 4.8 kb de longitud.
Como una declaracién alternativa, la plantilla esta preferentemente en el intervalo de 80 % a 105 % del genoma del
parvovirus silvestre (por ejemplo, AAV).

La(s) TR(s) (resolvible y no resolvible) son preferentemente secuencias de AAV, con los serotipos 1, 2, 3, 4, 5y 6 siendo
preferidos. El término "repeticion terminal" incluye las secuencias sintéticas que funcionan como una repeticién terminal
invertida de AAV, tales como la "secuencia doble D" como se describe en la patente de Estados Unidos num. 5,478,745 de
Samulski y otros.
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Las TR resolvibles de AVV de acuerdo con la presente invencién no necesitan tener una secuencia TR silvestre (por
ejemplo, una secuencia silvestre puede alterarse por insercion, delecién, truncamiento o mutaciones de aminoacidos),
mientras que la TR media las funciones deseadas, por ejemplo, empaque de virus, integracion y/o rescate de provirus, y
similares. Tipicamente, pero no necesariamente, las TR son del mismo parvovirus, por ejemplo, ambas secuencias TR son
de AAV2.

Los expertos en la técnica apreciaran que la(s) proteina(s) Rep viral(es) usada para la produccion de los vectores
duplicados de la invencion se seleccionan con la consideracion de la fuente de las TR virales. Por ejemplo, la TR de AAV5
interactia mas eficientemente con la proteina Rep de AAV5.

Las secuencias genomicas de los diversos parvovirus autbnomos y los diferentes serotipos de AAV, asi como las
secuencias de las TR, subunidades de capsida y proteinas Rep se conocen en la técnica. Dichas secuencias pueden
encontrarse en la literatura o0 e base de datos publicas tales como GenBank. Ver, por ejemplo, los nimeros de acceso al
banco de genes NC 002077, NC 001863, NC 001862, NC 001829, NC 001729, NC 001701, NC 001510, NC 001401,
AF063497, U89790, AF043303, AF028705, AF028704, J02275, J01901, J02275, X01457, AF288061, AH009962,
AY028226, AY028223, NC 001358, NC 001540. Ver, ademas, por ejemplo, Chiorini y otros, (1999) J. Virology 73:1309; Xiao
y otros, (1999) J. Virology 73:3994; Muramatsu y otros, (1996) Virology 221:208; publicacion internacional de patentes WO
00/28061, WO 99/61601, WO 98/11244; patente de los Estados Unidos nim. 6,156,303.

Una descripcion temprana de las secuencias TR de AAV1, AAV2 y AAV3 se proporciona por Xiao, X., (1996),
"Characterization of Adeno-associated virus (AAV) DNA replication and integration,” Ph.D. Dissertation, Universidad de
Pittsburgh, Pittsburgh, PA.

La TR no resolvible puede producirse mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, la insercion en la TR
desplazard el sitio de corte (es decir, trs) y resultard en una TR no resolvible. La designacién de las diversas regiones o
elementos dentro de la TR se conoce en la técnica. Una ilustracion de las regiones dentro de la TR de AAV se proporciona
en la Figura 6 (ver ademéas, BERNARD N. FIELDS y otros, VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69, Figura 5, 3ra ed.,
Lippincott-Raven Publishers). La insercion se realiza preferentemente en la secuencia del sitio de resolucién terminal (trs).
Alternativamente, la insercion puede hacerse en un sitio entre el elemento de union Rep (RBE) dentro del elemento Ay el trs
en el Elemento D (ver Figura 6 ). La secuencia nlcleo del sitio trs de AAV se conoce en la técnica y es descrita por Snyder y
otros, (1990) Cell 60:105; Snyder y otros, (1993) J. Virology 67:6096; Brister & Muzyczka, (2000) J. Virology 74:7762; Brister
& Muzyczka, (1999) J. Virology 73:9325.

Por ejemplo, Brister & Muzyczka, (1999) J. Virology 73:9325 describe una secuencia del trs nucleo de 3'-CCGGT/TG-5' en el
elemento D. Snyder y otros, (1993) J. Virology 67:6096 identificaron la secuencia de trs minima como 3'-GGT/TGA-5', la cual
se solapa sustancialmente con la secuencia identificada por Brister & Muzyczka.

Preferentemente, la insercion es en la region del sitio trs. La insercion puede ser de cualquier longitud adecuada que
reducira o sustancialmente eliminara (por ejemplo, el 60 %, 70 %, 80 %. 90 %, 95 % o mas) la resolucién de la TR.
Preferentemente, la insercion es de al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 10, 15, 20 o 30 nucle6tidos o mas. No existen
limites superiores particulares al tamafio de la secuencia insertada, siempre y cuando se logren los niveles adecuados de la
replicacién y empaque viral (por ejemplo, la insercién puede ser tan larga como 50, 100, 200 o 500 nucleétidos 0 mas).

En otra modalidad preferida, el TR puede volverse no resolvible por delecidn del sitio trs. Las deleciones pueden extenderse
1, 3, 5, 8, 10, 15, 20, 30 nuclettidos o mas alla del sitio trs, siempre y cuando la plantilla conserve las funciones deseadas.
Ademas de sitio trs, se pueden eliminar algunos o todos del elemento de D. Las deleciones pueden extenderse mas aun en
el elemento A, sin embargo los expertos en la técnica apreciardn que puede ser ventajoso conservar el RBE en el elemento
A, por ejemplo, para facilitar el empaque eficaz. Las deleciones en el elemento A pueden ser 2, 3, 4, 5, 8, 10, o 15
nucleétidos de longitud o més, siempre y cuando la TR no resolvible conserva cualquiera de las funciones deseadas. Se
prefiere mas aun que algunas o todas las secuencias de parvovirus (por ejemplo, AAV) que vayan mas all4 del elemento D
fuera de la secuencia TR (por ejemplo, hacia la derecha del elemento D en la Figura 6 ) se eliminen para evitar la conversién
génica que corrige la TR alterada.

Todavia como una alternativa adicional, la secuencia en el sitio de corte puede estar mutada tal que se reduzca o elimine
14
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sustancialmente la resolucién por la proteina Rep. Por ejemplo, las bases A y/o C pueden sustituirse por las bases G y/o T
en o proximo del sitio de corte. Los efectos de las sustituciones en el sitio de resolucion terminal sobre la escision de Rep se
describieron por Brister & Muzyczka, (1999) J. Virology 73:9325.

Como una alternativa adicional, las sustituciones de nucleétidos en las regiones que rodean al sitio de corte, que se
postularon para formar una estructura de tallo-lazo, se pueden usar ademas para reducir la escision de Rep en el sitio de
resolucion terminal (Id.).

Los expertos en la técnica apreciaran que las alteraciones en la TR no resolvible pueden seleccionarse a fin de mantener las
funciones deseadas, si existen, de la TR alterada (por ejemplo, empaque, reconocimiento Rep, integracion sitio-especifica, y
similares).

En modalidades mas preferidas, la TR serd resistente al proceso de conversion de genes como se describe por Samulski y
otros, (1983) Cell 33:135. La conversion génica en la TR no resolvible restaurara el sitio srt, que generara una TR resolvible
y resultar4 en un aumento en la frecuencia de productos de replicacion monomérica. La conversion génica resulta de la
recombinacién homoéloga entre la TR resolvible y la TR alterada.

Una estrategia para reducir la conversion génica es producir virus usando una linea celular (preferentemente, mamifero) que
es defectuosa en la reparacion del ADN, como se conoce en la técnica, ya que estas lineas celulares se deterioraran en su
capacidad para corregir las mutaciones introducidas en la plantilla viral.

Alternativamente, plantillas que tienen una tasa sustancialmente reducida de conversién génica se pueden generar
introduciendo una regién de no homologia en la TR no resolvible. La no homologia en la regién que rodea el elemento trs
entre la TR no resolvible y la TR inalterada en la plantilla reducira o incluso eliminara sustancialmente la conversion génica.

Cualquier insercion o delecién adecuada puede introducirse en la TR no resolvible para generar una region de no
homologia, siempre y cuando la conversion génica se reduce o elimina sustancialmente. Se prefieren las estrategias que
emplean deleciones para crear no homologia. Se prefiere mas aun que la deleciéon indebidamente no perjudique la
replicacion y empaque de la plantilla. En el caso de una delecién, la misma delecién puede ser suficiente para deteriorar la
resolucion del sitio srt, asi como para reducir la conversion génica.

Como una alternativa adicional, la conversion génica puede reducirse por inserciones en la TR no resolvible o,
alternativamente, en el elemento A entre RBE y el sitio srt. La insercion es tipicamente al menos aproximadamente 3, 4, 5,
6, 10, 15, 20 o 30 nucleétidos o mas nucle6tidos de longitud. No existe limite superior particular para el tamafio de la
secuencia insertada, que puede ser tan larga como 50, 100, 200 o 500 nucle6tidos o mas larga, sin embargo, se prefiere
que la insercién no deteriore indebidamente la replicacién y empaque de la plantilla.

En modalidades alternativas, la TR no resolvible puede ser una TR de origen natural (o forma alterada de esta) que es no
resolvible bajo las condiciones usadas. Por ejemplo, la TR no resolvible puede no ser reconocida por las proteinas Rep
usadas para producir el vADN a partir de la plantilla. Para ilustrar, la TR no resolvible puede ser una secuencia de parvovirus
autonoma que no se reconoce por las proteinas Rep de AAV. Como un otro ejemplo ilustrativo, la TR resolvible y proteinas
Rep pueden ser de un serotipo de AAV (por ejemplo, AAV2), y la TR no resolvible sera de otro serotipo AAV (por ejemplo,
AAV5) que no es reconocido por las proteinas Rep de AAV2.

Aun como una alternativa adicional, la secuencia no resolvible puede ser cualquier secuencia de repeticion invertida que
forma una estructura en horquilla y no se puede escindir por las proteinas Rep.

Todavia como una alternativa adicional, una plantilla del tamafio de medio-genoma se puede usar para producir una
particula de parvovirus que porta un vVADN duplicado, producido a partir de una plantilla de tamafio medio-genoma, como se
describe en los ejemplos en la presente descripcion y por Hirata & Russell, (2000) J. Virology 74:4612. Este informe
describe el empague de monémeros pareadas e intermedios RF transitorios cuando los genomas de AAV se redujeron a
menos de la mitad del tamafio del genoma del AAV silvestre (<2.5 kb). Estos investigadores encontraron que los genomas
monomeéricos fueron el sustrato preferido para la correcciébn génica por recombinacién homologa, y que los genomas
duplicados funcionaron menos bien que lo hicieron los genomas monomeéricos en este ensayo. Este informe no investigé o
sugirié el uso de los genomas duplicados como vectores para el suministro de genes.
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Preferentemente, de acuerdo con esta modalidad, la plantilla serd aproximadamente la mitad del tamafio del vADN que
puede ser empacado por la cipsida del parvovirus. Por ejemplo, para una capsida de AAV, la plantilla es preferentemente
aproximadamente la mitad del genoma de VAA silvestre, como se describié anteriormente.

La plantilla (como se describié anteriormente) se replica para producir un genome del vector duplicado (vVDNA) de la
invencién, que es capaz de formar un ADN bicatenario, bajo condiciones adecuadas. La molécula duplicada es
sustancialmente auto complementaria de manera de ser capaz de formar un ADN viral bicatenario (por ejemplo, al menos 90
%, 95 %, 98 %, 99 % de complementariedad de la secuencia de nucle6tidos o més). El apareamiento de bases entre bases
de nucledtidos individuales o secuencias de polinucleétidos se comprende bien en la técnica. Preferentemente, el ADN viral
de parvovirus duplicado es esencialmente completamente auto-complementario (es decir, no contiene o contiene un nimero
insignificante de bases no coincidentes). Particularmente, se prefiere que la(s) secuencia(s) de nucleétidos heteréloga(s)
(por ejemplo, las secuencias que se transcriben en la célula) sean esencialmente completamente auto-complementarias.

En general, los parvovirus duplicados pueden contener no-complementariedad en la medida que la expresion de la(s)
secuencia(s) de nucledtidos heteréloga(s) a partir del vector de parvovirus duplicado es mas eficiente que la de un vector
monomeérico correspondiente.

Los parvovirus duplicados de la presente invencion proporcionan la célula huésped con una molécula bicatenaria que
direcciona uno de los inconvenientes de los vectores de rAAV, es decir, la necesidad de la célula huésped de convertir el
vADN de rAAV monocatenario en un ADN bicatenario. La presencia de cualquiera de las regiones importantes de no-
complementariedad dentro del ADN del viridn, en particular, dentro de la(s) secuencia(s) de nucleétidos heteréloga(s) sera
reconocida probablemente por la célula huésped, y dara lugar a mecanismos de reparacion del ADN que se reclutan para
corregir las bases no coincidentes, contrarrestando asi las caracteristicas ventajosas de los vectores de parvovirus
duplicados, por ejemplo, los vectores de la invencion reducen o eliminan la necesidad de la célula huésped de procesar la
plantilla viral.

Produccién de vectores de parvovirus duplicados.

En general, los métodos para producir los vectores de AAV son aplicables a la produccidon de vectores de parvovirus
duplicado de la invencién; la principal diferencia entre los métodos es la estructura de la plantilla o sustrato que se empaca.
Para producir un vector de parvovirus duplicado de acuerdo con la presente invencion, se usara una plantilla como se
describié anteriormente para producir el genoma viral encapsidado.

La plantilla descrita anteriormente es preferentemente un sustrato de ADN y puede proporcionarse en cualquier forma
conocida en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a un pldsmido, vector de ADN desnudo, cromosoma artificial bacteriano
(BAC), cromosoma artificial de levadura (YAC) o un vector viral (por ejemplo, vectores de adenovirus, herpesvirus, virus
Epstein-Barr, AAV, baculovirus, retrovirales, y similares). Alternativamente, la plantilla puede incorporarse establemente en
el genoma de una célula de empaque.

En una modalidad particular, los vectores de parvovirus de la invencion pueden portar vVADN monomérico duplicado del
tamafio de la mitad del genoma como se describe en los ejemplos de la presente descripcion. Este medio para proporcionar
células con un ADN virién de parvovirus duplicado (por ejemplo, AAV) toma ventaja del modo de replicacién en horquilla
rodante en la cual se genera el vVADN monomérico a partir de los intermedios de repeticion invertida dimérica (Cavalier-
Smith y otros, (1974) Nature 250:467; Straus y otros, (1976) Proc. Nat. Acad. Sci. Estados Unidos 73:742). Cuando el
genoma es suficientemente pequefio, las repeticiones invertidas diméricas en si pueden ser encapsidadas dentro del virién.
Este enfoque generara una poblacién mixta de moléculas monoméricas y diméricas. Los vectores de parvovirus duplicados
pueden aislarse mediante técnicas conocidas, por ejemplo, separacion en un gradiente de densidad de cloruro de cesio.

Las particulas de parvovirus duplicado de acuerdo con la invencion se pueden producir por cualquier método conocido en la
técnica, por ejemplo, mediante la introduccién de la plantilla a ser replicada y empacado en una célula permisiva o de
empaque, tal como estos términos se entienden en la técnica (por ejemplo, una célula "permisiva" se puede infectar o
transducir por el virus; una célula "de empaque” es una célula transformada de manera estable que proporciona funciones
helper).
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En una modalidad, un método para producir una particula de parvovirus duplicado, que comprende: proporcionar a una
célula permisiva para la replicacion de parvovirus (a) una secuencia de nucleétidos que codifican una plantilla para producir
el genoma del vector de la invencidn (como se describio en detalle anteriormente); (b) secuencias de nucle6tidos suficientes
para replicacion de la plantilla que produce un genoma del vector; (c) secuencias de nucle6tidos suficientes para empacar el
genoma del vector en una capsida de parvovirus, bajo condiciones suficientes para la replicacion y el empaque del genoma
del vector en la capsida de parvovirus, por lo que particulas de parvovirus duplicado que comprenden el genoma del vector
encapsidado dentro de la cpsida del parvovirus se producen en la célula. Preferentemente, las secuencias de codificacion
de la replicacion y/o cpsida de parvovirus son secuencias de AAV.

Cualquier método para introducir la secuencia de nucledtidos que llevan la plantilla dentro de un huésped celular para
replicacion y empaque se puede emplear, incluyendo, pero sin limitarse a, electroporacion, precipitacion con fosfato calcico,
microinyeccion, liposomas catidnicos o anidnicos y liposomas en conjunto con una sefial de localizacion nuclear. En
modalidades en donde la plantilla se proporciona por un vector viral, se pueden usar los métodos estandar para la
produccion de la infeccién viral.

Cualquier célula permisiva o de empaque adecuada conocida en la técnica se puede emplear para producir los vectores
duplicados. Las células de mamifero son preferidas. Se prefieren ademas lineas celulares de empaque trans-
complementacién que proporcionan funciones suprimidas de un virus helper defectuoso en la replicacién, por ejemplo,
células 293 u otras células de trans-complementacion E1. Se prefieren ademas células de mamifero o lineas celulares que
son defectuosas para la reparacion del ADN como es conocido en la técnica, ya que estas lineas celulares se perjudicaran
en su capacidad para corregir las mutaciones introducidas en la plantilla viral.

La plantilla puede contener algunos o todos los genes cap y rep de parvovirus (por ejemplo, AAV). Preferentemente, sin
embargo, algunas o todas las funciones de cap y rep se proporcionan en trans mediante la introduccion de un(os) vector(es)
de empaque que codifica(n) la capsida y/o proteinas Rep en la célula. Con la maxima preferencia, la plantilla no codifica la
cépsida o proteinas Rep. Alternativamente, se usa una linea de células de empaque que se transforma establemente para
expresar los genes cap y/o rep (ver, por ejemplo, Gao y otros, (1998) Human Gene Therapy 9:2353; Inoue y otros, (1998) J.
Virol. 72:7024; patente de los Estados Unidos num. 5,837,484;WO 98/27207; patente de los Estados Unidos nim.
5,658,785; WO 96/17947).

Adicionalmente, las funciones de virus helper se proporcionan preferentemente para el vector que propaga nuevas
particulas de virus. Tanto los adenovirus como el virus de herpes simple pueden servir como virus helper de AAV. Ver, por
ejemplo, BERNARD N. FIELDS y otros, VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69 (3ra ed., Lippincott-Raven Publishers). Los virus
helper ilustrativos incluyen, pero sin limitarse a, Herpes simple (HSV) varicela zoster, citomegalovirus y virus de Epstein-
Barr. La multiplicidad de infeccién (MOI) y la duracién de la infeccion dependeran del tipo de virus usado y de la linea de
células de empaque empleada. Cualquier vector helper adecuado puede emplearse. Preferentemente, el(los) vector(es)
helper es un plasmido, por ejemplo, como es descrito por Xiao y otros, (1998) J. Virology 72:2224. El vector puede
introducirse en la célula de empaque por cualquier método adecuado conocido en la técnica, como se describio
anteriormente.

En un método, los vectores de parvovirus duplicados de la invencion pueden producirse por co-transfeccién de un vector
rep/cap que codifica funciones de empaque de AAV y la plantilla que codifica el vVADN de AAV en las células humanas
infectadas con adenovirus (Samulski y otros, (1989) J. Virology 63:3822). Bajo condiciones optimizadas, este procedimiento
puede producir hasta 10° unidades infecciosas de particulas virales por ml. Una desventaja de este método, sin embargo, es
que resulta en la co-produccién de adenovirus silvestres contaminantes. Ya que se conoce que varias proteinas de
adenovirus (por ejemplo, fibra, hexdn, etc.) producen una respuesta inmune a los linfocitos T citotéxicos (CTL) en humanos
(Yang y Wilson, (1995) J. Immunol. 155:2564; Yang y otros, (1995) J. Virology 69:2004; Yang y otros, (1994) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 91:4407), esto representa una desventaja significativa cuando se usan estas preparaciones de rAAV
(Monahan y otros, (1998) Gene Therapy 5:40).

Las materias primas de vectores libres de virus helper contaminantes pueden obtenerse por cualquier método conocido en
la técnica. Por ejemplo, los virus duplicado y virus helper pueden diferenciarse facilmente basado en el tamafio. El virus
duplicado puede separarse ademas del virus helper basado en la afinidad por un sustrato de heparina (Zolotukhin y otros
(1999) Gene Therapy 6:973). Preferentemente, los virus helper delecionados defectuosos en la replicacién se usan tal que
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cualquier virus helper contaminante no es competente para la replicacion. Como una alternativa adicional, un adenovirus
helper que carece de expresion génica tardia puede emplearse, cuando sé6lo se requiera de la expresion génica temprana
de adenovirus para mediar el empaque del virus duplicado. Los mutantes de adenovirus defectuosos para la expresion
génica tardia se conocen en la técnica (por ejemplo, mutantes de adenovirus ts100K y ts149).

Un método preferido para proporcionar funciones helper emplea un minipldsmido de adenovirus no infeccioso que porta
todos los genes helper necesarios para la produccion eficiente de AAV (Ferrari y otros, (1997) Nature Med. 3:1295; Xiao y
otros, (1998) J. Virology 72:2224). Los titulos rAAV obtenidos con los miniplasmidos de adenovirus son cuarenta veces mas
altos que los obtenidos con los métodos convencionales de infeccién por adenovirus silvestre (Xiao y otros, (1998) J.
Virology 72:2224). Este enfoque evita la necesidad de realizar co-transfecciones con adenovirus (Holscher y otros, (1994), J.
Virology 68:7169; Clark y otros, (1995) Hum. Gene Ther. 6:1329; Trempe y Yang, (1993), en, Quinto Workshop de
Parvovirus, Crystal River, FL).

Otros métodos para producir materia prima de rAAV se describieron, incluyendo pero sin limitarse a, los métodos que
dividen los genes rep ycap en casetes de expresién separados para evitar la generacion de AAV competente en la
replicacion. (ver, por ejemplo, Allen y otros, (1997) J. Virol. 71:6816), métodos que emplean lineas de células de empaque
(ver, por ejemplo, Gao y otros, (1998) Human Gene Therapy 9:2353; Inoue y otros, (1998) J. Virol. 72:7024; patente de los
Estados Unidos nim. 5,837,484; WO 98/27207; patente de los Estados Unidos num. 5,658,785; WO 96/17947), y otros
sistemas libres de virus helper (ver, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos num. 5,945,335 de Colosi).

Los herpesvirus pueden ser usados ademas como un virus helper en los métodos de empaque de AAV. Los herpesvirus
hibridos que codifican la(s) proteina(s) Rep de AAV pueden facilitarse favorablemente para esquemas de produccion mas
escalables de vectores AAV. Un vector hibrido de virus herpes simple tipo | (HSV -1) que expresa los genes rep y cap de
AAV-2 se describié (Conway y otros, (1999) Gene Therapy 6:986 y WO 00/17377.

En resumen, la plantilla viral que se replica y empaca, los genes cap de parvovirus, genes rep de parvovirus adecuados, y
(preferentemente) funciones helper se proporcionan a una célula (por ejemplo, una célula permisiva o de empaque) para
producir particulas de parvovirus que portan el genoma duplicado (es decir, el genoma es capaz de formar un ADN
"recuperado” o auto-complementario después del desnudamiento viral). La expresion combinada de los genes rep y cap
codificados por la plantilla y/o el (los) vector(es) de empaque y/o la célula de empaque transformada de forma estable
resulta en la produccion de una particula de parvovirus en la que una cépsida del parvovirus empaca un genoma de
parvovirus duplicado de acuerdo con la invencion. Las particulas de parvovirus duplicados se les permiten ensamblar dentro
de la célula, y pueden recuperarse después por cualquier método conocido por los expertos en la técnica.

Alternativamente, pueden usarse ademas enfoques de empaque in vitro, como se conocen en la técnica, para producir las
plantillas de vADN diméricos descritos en la presente. Para ilustrar, la secuencia de vVADN duplicado puede amplificarse en
bacterias usando el fago M13 monocatenario. Las TR resolvibles en cada extremo del vVADN portado por el M13 se
hibridardn para formar una secuencia bicatenaria, que puede escindirse con una enzima de restriccibn adecuada para
escindir el vADN dimérico de la cadena principal de M13. AGn como una alternativa adicional, la PCR u otras técnicas de
amplificacion adecuadas pueden usarse para amplificar la secuencia VADN duplicada a partir de una plantilla auto-
complementaria dimérica, como se describi6é anteriormente.

Los reactivos y métodos descritos en la presente pueden emplearse para producir materia prima de altos titulos de los
vectores de parvovirus de la invencion, preferentemente esencialmente en titulos del silvestre. Se prefiere ademas que la
materia prima de parvovirus tenga un titulo de al menos aproximadamente 10° unidades de transduccién (tu)/ml, con mayor
preferencia al menos aproximadamente 10° tu/ml, con mayor preferencia al menos aproximadamente 107 tu/ml, atn con
mayor preferencia al menos aproximadamente 10° tu/ml, adn con maglor preferencia al menos aproximadamente 10° tu/ml,
todavia con mayor 1preferencia al menos aproximadamente 10 tu/ml, y adn con mayor preferencia al menos
aproximadamente 10™ tu/ml, o mas.

Alternativamente se declara que, la materia prima de parvovirus tiene preferentemente un titulo de al menos
aproximadamente 1 tu/célula, con mayor preferencia al menos aproximadamente 5 tu/célula, aiin con mayor preferencia al
menos aproximadamente 20 tu/célula, ain con mayor preferencia al menos aproximadamente 50 tu/célula, ain con mayor
preferencia al menos aproximadamente 100 tul/célula, con mayor preferencia aln al menos aproximadamente 250 tu/célula,
con la maxima preferencia al menos aproximadamente 500 tu/célula, o incluso mas.
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Adicionalmente, los vectores de parvovirus duplicado de la invencion, pueden tener una relacién mejorada de unidad de
transduccion (tu)/particula sobre los vectores de parvovirus convencionales. Preferentemente, la relacion tu/particula es
menor que aproximadamente 50:1, menor que aproximadamente 20:1, menor que aproximadamente 15:1, menor que
aproximadamente 10:1, menor que aproximadamente 8:1, menor que aproximadamente 7:1, menor que aproximadamente
6:1, menor que aproximadamente 5:1, menor que aproximadamente 4:1, o inferior. No existe un limite inferior particular para
la relacion tu/particula. Tipicamente, la relacion tu/particula ser4 mayor que aproximadamente 1:1, 2:1, 3:1 0 4:1.

Aplicaciones de la presente invencion.

Un aspecto adicional de la invencion es un método para suministrar una secuencia de nucledtidos a una célula usando los
vectores de parvovirus duplicados descritos en la presente descripcién. El vector puede suministrarse a una célula in vitro o
a un sujeto in vivo por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Alternativamente, el vector puede suministrarse a
una célula ex vivo, y la administrar la célula a un sujeto, como se conoce en la técnica.

Los presentes métodos pueden emplearse favorablemente para proporcionar la transduccion mas eficaz de células objetivo
que los vectores AAV silvestre. Para ilustrar, los vectores de parvovirus duplicados se pueden transducir a una velocidad
mayor que los vectores AAV silvestre. Alternativamente, o ademads, los vectores de parvovirus duplicados pueden
proporcionar un inicio mas rapido de la expresion transgénica, un nivel superior de expresion transgénica, y/o una
persistencia mas larga de expresion transgénica que los vectores AAV.

Los vectores de parvovirus duplicados y métodos de la invenciéon pueden encontrar uso ademas en los métodos para
administrar una secuencia de nucleétidos a una célula que es tipicamente no permisiva para la transduccién con AAV, o se
transduce so6lo de forma ineficiente con AAV. Las células ilustrativas incluyen, pero sin limitarse a células dendriticas, tipos
particulares de cancer o células tumorales, astrocitos, y células madre de médula ésea. Ademas, los métodos descritos en
la presente pueden practicarse favorablemente con células no replicantes o lentamente replicantes que sélo apoyan
ineficientemente la sintesis de la segunda cadena de AAV, tales como el higado, sistema nervioso central (por ejemplo,
cerebro), y en particular las poblaciones de células dentro del masculo (por ejemplo, fibras de contraccién rapida).

En consecuencia, los vectores de parvovirus duplicados descritos en la presente pueden tener un intervalo de células
objetivo distintas (por ejemplo, un intervalo mas amplio de células objetivo) en comparacién con los vectores rAAV. Aunque
no se desea hacer cumplir cualquier teoria particular de la invencion, parece que las células que son refractarias a la
transduccion por rAAV pueden ser permisivas para los vectores de parvovirus duplicados de la invencién, que proporcionan
una molécula bicatenaria a la célula huésped. Asi, la presente invencidon encuentra uso para el suministro de una secuencia
de nucleétidos a una célula que no es permisiva para vectores rAAV convencionales o s6lo escasamente transducidos por
los vectores rAAV, porque no pueden soportar eficazmente la sintesis de la segunda cadena del ADN viral.

Una de las caracteristicas de los vectores AAV silvestre es el periodo de latencia prolongado antes de observarse la
expresion transgénica de alto nivel. Los vectores de parvovirus duplicados descritos en la presente pueden proporcionar un
sistema de suministro de genes mas rapido y agresivo que los vectores de AAV silvestre porque obvian la etapa de sintesis
de la cadena complementaria.

En consecuencia, los vectores de parvovirus duplicados de la invencion encuentran uso en los métodos para tratar el cancer
o tumores, por ejemplo, mediante el suministro de agentes contra el cancer o antigenos de céancer. En modalidades
particulares, los métodos de la invencién se usan para administrar agentes contra el cancer o antigenos de céncer para
evitar metastasis, por ejemplo, a continuacién de la extirpacién quirdrgica de un tumor primario.

Los métodos y vectores de parvovirus duplicados de la invencién pueden usarse favorablemente ademas en el tratamiento
de individuos con trastornos metabdlicos (por ejemplo, deficiencia de ornitina transcarbamilasa). Tales trastornos requieren
tipicamente un inicio relativamente rapido de la expresion de un polipéptido terapéutico por el vector de suministro de genes.
Aun como una alternativa adicional, los vectores de la invenciéon pueden administrarse para proporcionar agentes que
mejoran la supervivencia del trasplante (por ejemplo, superéxido dismutasa) o combatir la sepsis.

Ademas, los inventores encontraron que las células dendriticas (DC), que son refractarias a vectores AAV silvestre (Jooss y
otros, (1998) 72:. 4212), son permisivas para los vectores de parvovirus duplicados descritos en la presente. En
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consecuencia, aun como un aspecto adicional, la presente invencion proporciona métodos para suministrar una secuencia
de nucledtidos a DC, por ejemplo, para inducir una respuesta inmune a un polipéptido codificado por la secuencia de
nucleotidos. Preferentemente, la secuencia de nucleétidos codifica un antigeno de un agente infeccioso o un antigeno de
cancer.

Aun como un aspecto adicional, la presente invencion puede emplearse para suministrar una secuencia de nucleétidos
heterdloga en situaciones en las que es deseable regular el nivel de expresién transgénica (por ejemplo, transgenes que
codifican hormonas o factores de crecimiento, como se describe mas abajo). El inicio méas rapido de la expresiéon
transgénica por los vectores de parvovirus duplicados descritos en la presente hacen este vehiculo de suministro de genes
mas susceptible a tales regimenes de tratamiento que son vectores rAAV.

Cualquier secuencia(s) de nucleotidos heterdloga(s) (como se definié anteriormente) puede suministrarse de acuerdo con la
presente invencion. Los acidos nucleicos de interés incluyen &cidos nucleicos que codifican polipéptidos, preferentemente
polipéptidos terapéuticos (por ejemplo, para uso médico o veterinario) o inmunogénicos (por ejemplo, para vacunas).

Un "polipéptido terapéutico” es un polipéptido que puede aliviar o reducir los sintomas que resultan de una ausencia o
defecto en una proteina en una célula o sujeto. Alternativamente, un "polipéptido terapéutico” es uno que de cualquier otra
forma confiere un beneficio a un sujeto, por ejemplo, efectos contra el cancer o mejoria en la supervivencia del trasplante.

Preferentemente, la o las secuencias de nucleétidos heterélogas tipicamente seran menores que aproximadamente 2.5 kb
de longitud (con mayor preferencia menor que aproximadamente 2.4 kb, ain con mayor preferencia menor que
aproximadamente 2.2 kb, alin con mayor preferencia menor que aproximadamente 2.0 kb de longitud) para facilitar el
empaque de la plantilla duplicada por la cépsida de parvovirus (por ejemplo, AAV). Las secuencias de nucleétidos
ilustrativas codifican el Factor IX, Factor X, enzimas lisosomales (por ejemplo, hexosaminidasa A, asociada con la
enfermedad de Tay-Sachs, o iduronato sulfatasa, asociada con el sindrome de Hunter/MPS II), eritropoyetina, angiostatina,
endostatina, superoxido dismutasa, globina, leptina, catalasa, tirosina hidroxilasa, asi como también citocinas (por ejemplo,
a-interferén, B-interferon, interferon-y, interleucina-2, interleucina-4, interleucina 12, factor estimulante de colonias
granulocito-macrofagos, linfotoxina, y similares), factor de crecimiento peptidicos y hormonas (por ejemplo, somatotropina,
insulina, factores de crecimiento tipo insulina 1 y 2, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento de nervios, factor neurotréfico 3 y 4, factor
neurotrofico derivado del cerebro, factor neurotréfico derivado de la glia, factor -a y -B de crecimiento transformante, y
similares), receptores (por ejemplo, factor de necrosis tumoral receptor). En otras modalidades ilustrativas, la secuencia de
nucleétidos heteréloga codifica anticuerpos monoclonales de preferencia un anticuerpo monoclonal de una sola cadena o un
anticuerpo monoclonal dirigido contra un antigeno tumoral o cancer (por ejemplo, HER2/neu, y como se describe mas
abajo). Otras secuencias de nucleétidos heterélogas ilustrativas codifican los productos de gen suicida (timidina quinasa,
citosina deaminasa, toxina de la difteria, citocromo P450, deoxicitidina cinasa, y factor de necrosis tumoral), proteinas que
confieren resistencia a un farmaco usado en la terapia contra el cancer, y producto génico supresor de tumores.

Una alternativa adicional, la secuencia de acido nucleico heteréloga puede codificar un polipéptido reportero (por ejemplo,
una enzima tal como la proteina fluorescente verde, fosfatasa alcalina).

Alternativamente, en modalidades particulares de la invencion, el &cido nucleico de interés puede codificar un acido nucleico
antisentido, una ribozima (por ejemplo, como se describe en la patente de los Estados Unidos nim. 5,877,022), ARNs que
efectian el corte y empalme en trans mediado por el empalmosoma (ver, Puttaraju y otros, (1999) Nature Biotech. 17:246;
patente de los Estados Unidos num. 6,013,487; patente de los Estados Unidos nim. 6,083,702), ARN de interferencia
(IARN.) que median el silenciamiento génico (ver, Sharp y otros, (2000) Science 287:2431) u otros ARN no traducidos, tales
como los ARN "guia" (Gorman y otros, (1998) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95:4929; patente de los Estados Unidos nam.
5,869,248 de Yuan y otros.), y similares.

El vector de parvovirus puede codificar ademas una secuencia de nucleétidos heteréloga que comparte homologia con y se
recombina con un locus en el cromosoma huésped. Este enfoque se puede utilizar para corregir un defecto genético en la
célula huésped.

La presente invencion puede usarse ademas para expresar un polipéptido inmunogénico en un sujeto, por ejemplo, para
vacunacion. El acido nucleico puede codificar cualquier inmunégeno de interés conocido en la técnica, que incluye, pero sin
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limitarse a, immunogenes del virus de inmunodeficiencia humana, virus de la influenza, proteinas gag, antigenos tumorales,
antigenos cancerigenos, antigenos bacterianos, antigenos virales, y similares.

El uso de parvovirus como vacunas se conoce en la técnica (ver, por ejemplo, Miyamura y otros, (1994) Proc. Nat. Acad. Sci
USA 91:8507; patente de los Estados Unidos nim. 5,916,563 de Young y otros, 5,905,040 de Mazzara y otros, patente de
los Estados Unidos nim. 5,882,652, patente de los Estados Unidos nim. 5,863,541 de Samulski y otros

El antigeno puede presentarse en la capsida del parvovirus. Alternativamente, el antigeno puede expresarse a partir de un
acido nucleico heterélogo introducido en un genoma del vector recombinante. Cualquier inmundgeno de interés puede
proporcionarse por el vector de parvovirus. Los inmunégenos de interés son bien conocidos en la técnica e incluyen, pero
sin limitarse a, inmundgenos del virus de la inmunodeficiencia humana, virus de la influenza, proteinas gag, antigenos
tumorales, antigenos de céancer, antigenos bacterianos, antigenos virales, y similares

Un polipéptido inmunogénico, o inmundgeno, puede ser cualquier polipéptido adecuado para proteger al sujeto contra una
enfermedad, que incluye, pero sin limitarse a, enfermedades microbianas, bacterianas, protozoaricas, parasiticas, y virales.
Por ejemplo, el inmun6geno puede ser un inmundgeno de ortomixovirus (por ejemplo, un inmunégeno del virus de la
influenza, tales como la proteina de superficie hemaglutinina (HA) del virus de la influenza o el gen de nucleoproteina del
virus de la influenza, o un inmundgeno del virus de la influenza equina), o un inmundgeno de lentivirus (por ejemplo, un
inmundgeno del virus de la anemia infecciosa equina, un inmundégeno del virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV), o un
inmundgeno del virus inmunodeficienia humana (HIV), tal como la proteina de envoltura GP160 del HIV o VIS, proteinas de
la matriz/capsida de HIV o SIV, y los productos génicos de gag, pol y env de HIV o SIV). El inmunégeno puede ser ademas
un inmundgeno de arenavirus (por ejemplo, inmundgeno del virus de la fiebre de Lassa, tal como el gen de la proteina de la
nucleocapsida del virus de la fiebre de Lassay el gen de la glicoproteina de envoltura de la fiebre de Lassa), un inmundgeno
del poxvirus (por ejemplo, vaccinia, tal como genes L1 o L8 de vaccinia), un inmunogeno de flavivirus (por ejemplo, un
inmundgeno del virus de la fiebre amarilla 0 un inmundgeno del virus de la encefalitis japonesa), un inmunégeno de filovirus
(por ejemplo, un inmundégeno del virus del Ebola, o un inmunégeno del virus de Marburg, tales como los genes NP y GP), un
inmunégeno de bunyavirus (por ejemplo, virus RVFV, CCHF, y SFS), o un inmunégeno del virus corona (por ejemplo, un
inmundgeno del virus corona infeccioso humano, tal como el gen de glicoproteina de envoltura del virus corona humano, o
un inmundégeno del virus de gastroenteritis transmisible porcino, o un inmunégeno del virus de la bronquitis infecciosa aviar).
El inmundgeno puede ser ademéas un inmundégeno de la polio, antigeno del herpes (por ejemplo, inmunégenos CMV, EBV,
HSV) inmundgeno de las paperas, inmunégeno del sarampién, inmundégeno de la rubeola, toxina de la difteria u otro
inmundégeno de la difteria, antigeno pertussis, inmundgeno de la hepatitis (por ejemplo, hepatitis A o hepatitis B), cualquier
otro inmunégeno de vacunas que se conocen en la técnica.

Alternativamente, el inmundgeno puede ser cualquier antigeno de célula de cancer o tumor. Preferentemente, el antigeno de
tumor o cancer se expresa en la superficie de la célula del cancer. Los antigenos de célula de cancer o tumor ilustrativos se
describen en S.A. Rosenberg, (1999) Immunity 10:281). Otros antigenos de cancer o tumorales ilustrativos incluyen, pero
sin limitarse a: producto génico BRCA1, producto génico BRCA2, gp100, tirosinasa, GAGE-1/2, BAGE, RAGE, NY-ESO-1,
CDK-4., B-catenina, MUM-1, Caspasa-8, KIAA0205, HPVE, SART-1, PRAME, p15, antigenos tumorales de melanoma
(Kawakami y otros, (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3515); Kawakami y otros, (1994) J. Exp. Med., 180:347); Kawakami
y otros, (1994) Cancer Res. 54:3124), que incluyen MART-1 (Coulie y otros, (1991) J. Exp. Med 180:35), gp100 (Wick y
otros, (1988) J. Cutan. Pathol. 4:201) y el antigeno de MAGE, MAGE-1, MAGE-2 y MAGE-3 (Van der Bruggen y otros,
(1991) Science, 254:1643); CEA, TRP-1, TRP-2, P-15 y tirosinasa (Brichard y otros, (1993) J. Exp. Med 178:489); producto
génico HER-2/neu (patente de los EE.UU. nim. 4,968,603), CA 125, LK26, FB5 (endosialina), TAG 72, AFP, CA19-9, NSE,
DU-PAN-2, CA50, SPan-1, CA72-4, HCG, STN (Antigeno sialil Tn), c-erbB-2 proteinas, PSA, L-CanAg, receptor de
estrogeno, globulina de la grasa de la leche, proteina p53 supresora de tumores (Levine, (1993) Ann. Rev. Biochem.
62:623); antigenos de mucina (publicacion internacional de patente WO 90/05142); telomerasas; proteinas de matriz
nuclear; fosfatasa acida prostatica; antigenos del virus del papiloma; y antigenos asociados con los siguientes canceres:
melanomas, metastasis, adenocarcinoma, timoma, linfoma, sarcoma, cancer de pulmén, cancer de higado, cancer de colon,
linfoma de no Hodgkins, linfoma de Hodgkins, leucemias, cancer uterino, cancer de mamas, cancer de prostata, cancer de
ovario, cancer cervical, cdncer de vejiga, cancer de rifion, cancer de pancreas y otros (ver, por ejemplo, Rosenberg, (1996)
Ann. Rev. Med 47:481-91).

Alternativamente, la secuencia de nucleétido heteréloga puede codificar cualquier polipéptido que se produce de manera
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deseable en una célula in vitro, ex vivo, o in vivo. Por ejemplo, los vectores de la invencion pueden introducirse en las
células cultivadas y el producto génico expresado aislarse del mismo.

Se entenderd por aquellos expertos en la técnica que la (s) secuencia (s) de nucledtido (s) heterdloga (s) de interés pueden
asociarse operativamente con secuencias de control adecuadas. Por ejemplo, el 4cido nucleico heterélogo puede asociarse
operativamente con elementos de control de la expresion, tales como sefiales de control de la transcripcion/traduccion,
origenes de replicacion, sefales de poliadenilacién y sitios de entrada de ribosoma interno (IRES), promotores,
potenciadores, y similares.

Aquellos con experiencia en la técnica apreciaran que una variedad de elementos promotores/potenciadores puede usarse
dependiendo del nivel y expresién especifica de tejido deseada. El promotor/potenciador puede ser constitutivo o inducible,
dependiendo del patrén de expresion deseado. El promotor/potenciador puede ser nativo o extrafio y puede ser una
secuencia natural o una sintética. Por extrafio, se pretende que la regién de iniciacion transcripcional no se encuentra en el
huésped silvestre en el que se introduce la region de iniciacion transcripcional.

Los elementos promotores/potenciadores que son nativos a la célula objetivo o sujeto que se trata son los mas preferidos.
Son preferidos ademas los elementos promotores/potenciadores que son nativos a la secuencia de &cido nucleico
heterdloga. El elemento promotor/potenciador se elige de manera que funcionara en la(s) célula (s) objetivo (s) de interés,
se prefieren ademas los elementos promotores/potenciadores de mamiferos. El elemento promotor/potenciador puede ser
constitutivo o inducible.

Los elementos de control de la expresion inducible se prefieren en aquellas aplicaciones en las que se prefiere proporcionar
la regulacion sobre la expresion de la secuencia(s) de acido nucleico heter6loga (s). Los elementos
promotores/potenciadores inducibles para el suministro de genes son preferentemente elementos promotores/potenciadores
tejido especifico, e incluyen elementos promotores/potenciadores especifico al misculo (que incluyen muisculo cardiaco,
esquelético y/o liso), especifico al tejido neural (que incluyen especifico al cerebro), especifico al higado, especifico a la
médula Osea, especifico pancreético, especifico al bazo, especifico a la retina, y especifico a pulmén. Otros elementos
promotores/potenciadores inducibles incluyen elementos inducibles a hormonas e inducibles a metales. Los elementos
promotores/potenciadores inducibles ilustrativos incluyen, pero sin limitarse a, un elemento Tet on/off un promotor inducible
por RU486, un promotor inducible por ecdisona, un promotor inducible por rapamicina y un promotor de metalotioneina

En modalidades de la invencion en el que la (s) secuencia (s) de acido nucleico heteréloga (s) se transcribira (n) y traducira
(n) después en las células objetivo, las sefiales especificas de iniciacién se necesitan generalmente para la traduccion eficaz
de las secuencias codificadoras de la proteina insertada. Estas secuencias exdgenas de control de la traduccion, que
pueden incluir el coddn de iniciacién ATG y secuencias adyacentes, pueden ser de una variedad de origenes, tanto natural
como sintético.

Como una ventaja adicional, los vectores de parvovirus duplicados de la invencion pueden distinguirse de los vectores rAAV
en que la orientacion de la secuencia codificante con respecto a la TR resolvible se fija y puede controlarse. Asi, por
ejemplo, la orientacion y expresion del transgén puede controlarse con respecto a los elementos de control transcripcional
putativo dentro de la TRT resolvible. Ademas, el control sobre la orientacion del transgén con respecto a la TR no resolvible
puede proporcionar un mayor nivel de control sobre los productos de recombinacion entre los genomas de vectores co-
infectantes. Si bien el extremo cerrado del genoma (es decir, cerca de TR no resolvible) o el extremo abierto es un sustrato
preferido para la recombinacion intermolecular, la orientacion de la secuencia codificante dentro del producto de
recombinacién puede predecirse y controlarse.

Por Gltimo, a diferencia de los vectores rAAV, los vectores de parvovirus duplicados de la presente invencién son uniformes
en que co-empacan en una sola molécula tanto las mas como menos cadenas. Esta caracteristica es deseable desde el
punto de vista para producir un reactivo de grado clinico consistente.

Tecnologia de transferencia de genes.

Los métodos de la presente invencion proporcionan ademas un medio para suministrar secuencias de nucle6tidos
heterélogas en una amplia variedad de células, que incluyen células que se dividen como que no se dividen. La presente
invencién puede emplearse para suministrar una secuencia de nucleétidos de interés a la célula in vitro, por ejemplo, para

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2505700 T3

producir un polipéptido in vitro o para la terapia génica ex vivo. Las células, formulaciones farmacéuticas y métodos de la
presente invencién son ademas Utiles en un método para entregar una secuencia de nucleétido a un sujeto que lo necesita
por ejemplo, para expresar un polipéptido inmunogénico o terapéutico. De esta manera, el polipéptido puede producirse asi
in vivo en el sujeto. El sujeto puede estar en necesidad del polipéptido porque el sujeto tiene una deficiencia del polipéptido,
0 porque la produccion del polipéptido en el sujeto puede impartir algin efecto terapéutico, como un método de tratamiento
o de cualquier otra forma, y como se explica mas abajo.

Generalmente, la presente invencién puede emplearse para suministrar cualquier &cido nucleico extrafio con un efecto
biolégico para tratar o mejorar los sintomas asociados con cualquier trastorno relacionado con la expresién génica. Los
estados de enfermedad ilustrativos incluyen, pero sin limitarse a: fibrosis quistica (y otras enfermedades del pulmén),
hemofilia A, hemofilia B, talasemia, anemia y otros trastornos de la sangre, SIDA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrofica, epilepsia, y otros trastornos neurolégicos, cancer,
diabetes mellitus, distrofias musculares (por ejemplo, Duchenne, Becker), enfermedad de Gaucher, enfermedad Hurler,
deficiencia de adenosina deaminasa, enfermedad de almacenamiento de glucégenos y otros defectos metabdlicos,
enfermedades degenerativas de la retina (y otras enfermedades del 0jo), enfermedades de los 6rganos sélidos (por ejemplo,
cerebro, higado, rifién, corazén), y similares.

La transferencia génica tiene uso potencial sustancial para comprender y proporcionar terapia para estados de enfermedad.
Existe una serie de enfermedades hereditarias en las que se conocen los genes defectuosos y se han clonados.
Generalmente, los estados patoldgicos anteriores se dividen en dos clases: estados de deficiencia, por lo general de
enzimas, que generalmente se heredan de manera recesiva, y los estados de desequilibrio, que pueden implicar proteinas
reguladoras o estructurales, y que tipicamente se heredan de una manera dominante. Para las enfermedades de estado de
deficiencia, la transferencia génica podria usarse para introducir un gen normal en los tejidos afectados para la terapia de
sustitucion, asi como para crear modelos animales para la enfermedad usando mutaciones antisentido. Para los estados de
enfermedad desequilibradas, la transferencia génica podria usarse para crear un estado de enfermedad en un sistema
modelo, que podria usarse después en esfuerzos para contrarrestar el estado de la enfermedad. Asi los métodos de la
presente invencion permiten el tratamiento de enfermedades genéticas. Como se usa en la presente, un estado de
enfermedad se trata remediando parcialmente o totalmente la deficiencia o desequilibrio que causa la enfermedad o la hace
mas grave. Es posible ademas el uso de recombinacion sitio especifica de secuencias de nucleicos para causar mutaciones
o corregir defectos.

La presente invencion puede emplearse ademas para proporcionar un acido nucleico antisentido a la célula in vitro o in vivo.
La expresién del acido nucleico antisentido en la célula objetivo disminuye la expresion de una proteina particular por la
célula. En consecuencia, pueden administrarse acidos nucleicos antisentido para disminuir la expresién de una proteina
particular en un sujeto que lo necesita. Los acidos nucleicos antisentido pueden administrarse ademas a las células in vitro
para regular la fisiologia celular, por ejemplo, para optimizar el sistema de cultivo celular o de tejidos.

Por ultimo, la presente invencion encuentra ademéas uso en métodos de diagndstico y tamizaje, de manera que un gen de
interés se expresa transitoriamente o establemente en un sistema de cultivo celular, o alternativamente, un modelo de
animal transgénico.

Generalmente, la presente invencién puede emplearse para suministrar cualquier acido nucleico heterélogo a una célula in
vitro, ex vivo, o in vivo.

Sujetos, Formulaciones farmacéuticas, Vacunas, y Modos de Administracion.

La presente invencién encuentra uso en aplicaciones veterinarias y médicas. Los sujetos adecuados para los métodos de
suministro de genes ex vivo como se describié anteriormente incluyen aves y mamiferos, y los mamiferos son los preferidos.
El término "aviar" como se usa en la presente incluye, pero sin limitarse a, gallinas, patos, gansos, codornices, pavos y
faisanes. El término "mamifero” como se usa en la presente incluye, pero sin limitarse a, humanos, bovinos, ovinos,
caprinos, equinos, felinos, caninos, lagomorfos, etc. Los sujetos humanos son los mas preferidos. Los sujetos humanos
incluyen neonatos, infantes, jévenes, y adultos.

En modalidades particulares, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una particula
de virus de la invencién en un portador farmacéuticamente aceptable y/u otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos,
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portadores, adyuvantes, diluyentes, etc. Para inyeccion, el portador sera por lo general un liquido. Para otros métodos de
administracion, el portador puede ser sélido o liquido. Para administracién por inhalacion, el portador sera respirable, y
preferentemente estara en forma de particulas solida o liquidas. Como un medio de inyeccion, se prefiere usar agua que
contiene los aditivos usuales para las soluciones de inyecciodn, tal como agentes estabilizantes, sales o solucién salina, y/o
amortiguadores.

Generalmente, un "portador fisiolégicamente aceptable” es uno que no es toxico o perjudicial para las células
indebidamente. Los portadores fisioldgicamente aceptables ilustrativos incluyen agua libre de pirégeno, estéril y solucién
salina regulada con fosfato libre de pirégeno, estéril. Los portadores fisiologicamente aceptables incluyen portadores
farmacéuticamente aceptables.

Por "farmacéuticamente aceptable" se entiende un material que no es biolégicamente o de cualquier otra forma indeseable,
por ejemplo, el material puede administrarse a un sujeto sin provocar ningun efecto biolégico indeseable. Por lo tanto, dicha
composicion farmacéutica puede usarse, por ejemplo, para la transfeccion de una célula ex vivo o para administrar una
particula viral o célula directamente a un sujeto.

Los vectores de parvovirus de la invencién pueden administrarse para provocar una respuesta inmunogénica (por ejemplo,
una vacuna). Por lo general, las vacunas de la presente invencion comprenden una cantidad inmunogénica de particulas
infecciosas virales como se describe en la presente descripcién en combinacion con un portador farmacéuticamente
aceptable. Una "cantidad inmunogénica” es una cantidad de particulas virales infecciosas que sea suficiente para evocar
una respuesta inmune en el sujeto al que se administra la formulacion farmacéutica. Tipicamente, una cantidad de
aproximadamente 10° a aproximadamente 10" particulas virales, preferentemente aproximadamente 10° a
aproximadamente 10", y con mayor preferencia aproximadamente 10* a 10° particulas virales por dosis es adecuada,
dependiendo de la edad y especie del sujeto que se trata, y el inmundgeno contra el cual se desea la respuesta inmune. Los
sujetos e inmmundgenos son como se describieron anteriormente.

La presente invencién proporciona ademas un método para suministrar un acido nucleico a una célula. Tipicamente, para
los métodos in vitro, el virus puede introducirse en la célula por métodos de transduccién viral estdndar, como se conocen
en la técnica. Preferentemente, las particulas virales se afiaden a las células a la multiplicidad de la infeccién adecuada de
acuerdo con los métodos de transduccidn estdndar adecuados para las células objetivo particulares. Los titulos de virus a
administrar pueden variar, dependiendo del tipo de célula objetivo y el vector viral particular, y puede determinarse por
aquellos expertos en la técnica sin experimentacion indebida.

Los vectores de virus recombinantes se administran preferentemente a la célula en una cantidad biolégicamente eficaz. Una
"cantidad biol6gicamente eficaz" del vector viral es una cantidad que es suficiente para resultar en la infeccion (o
transduccion) y expresion de la secuencia de acido nucleico heteréloga en la célula. Si el virus se administra a la célula in
vivo (por ejemplo, el virus se administra a un sujeto como se describe mas abajo), una "cantidad biol6gicamente eficaz" del
vector viral es una cantidad que es suficiente para resultar en la transduccién y expresion de la secuencia de acido nucleico
heter6loga en una célula objetivo.

La célula a la que se le administra el vector viral de la invencién puede ser de cualquier tipo, que incluyen pero sin limitarse
a células neurales (que incluyen células de los sistemas nerviosos periférico y central, en particular, célula del cerebro),
células de los pulmones, células de la retina, células epiteliales (por ejemplo, célula epiteliales del intestino y de las vias
respiratorias), células de los musculos, células dendriticas, células pancreéticas (que incluyen células de los islotes), células
hepaticas, células del miocardio, células de huesos (por ejemplo, células madres de la médula 6sea), células madres
hematopoyéticas, células del bazo, queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales, células de la prostata, células
germinales, y similares. Alternativamente, la célula puede ser cualquier célula progenitora. Como una alternativa adicional, la
célula puede ser una célula madre (por ejemplo, célula madre neural, célula madre del higado). Como una alternativa
adicional, la célula puede ser una célula de cancer o tumor. Ademas, las células pueden ser de cualquier especie de origen,
como se indicé anteriormente.

En modalidades particulares de la invencion, las células se retiran de un sujeto, el vector del parvovirus se introduce en la
misma, y las células se vuelven a colocar de nuevo en el sujeto. Los métodos para extraer células de un sujeto para
tratamiento ex vivo, seguido por la re-introduccién en el sujeto se conocen en la técnica (ver, por ejemplo, la patente de los
Estados Unidos niim. 5,399,346.
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Alternativamente, el vector rAAV se introduce en las células de otro sujeto, en células cultivadas, o en células a partir de
cualquier otra fuente adecuada, y las células se administran a un sujeto que lo necesita.

Células adecuadas para la terapia génica ex vivo como se describié anteriormente.

Las células transducidas con el vector de la invencién se administran preferentemente al sujeto en una "cantidad
terapéuticamente eficaz" en combinacién con un portador farmacéutico. Una cantidad "terapéuticamente eficaz" como se
usa en la presente es una cantidad que proporciona expresion suficiente de la secuencia de nucledtido heteréloga
suministrada por el vector para proporcionar alguna mejora o beneficio al sujeto. Alternativamente se declara, una cantidad
"terapéuticamente eficaz" es una cantidad que proporcionara algun alivio, mitigacién o disminucién en al menos un sintoma
clinico en el sujeto. Aquellos con experiencia en la técnica apreciaran que los efectos terapéuticos no necesitan ser
completos o curativos, siempre y cuando algin beneficio se proporciona al sujeto.

En modalidades alternativas, las células que se han transducido con un vector de acuerdo con la invencién pueden
administrarse para provocar una respuesta inmunogénica contra el polipéptido suministrado. Tipicamente, se administra una
cantidad de células que expresan una cantidad inmunogénica del polipéptido en combinacibn con un portador
farmacéuticamente aceptable. Una "cantidad inmunogénica" es una cantidad del polipéptido expresado que es suficiente
para evocar una respuesta activa inmune en el sujeto al que se administra la formulacién farmacéutica. El grado de
proteccién conferido por la respuesta inmune activa no necesita ser completo o permanente, siempre que los beneficios de
administrar el polipéptido inmunogénico superen cualquier desventaja de estos.

Las dosificaciones de las células para administrar a un sujeto variard dependiendo de la edad, afeccién y especie del sujeto,
el tipo de célula, el acido nucleico que se expresa por la célula, el modo de administracién, y similares. Tipicamente, al
menos aproximadamente 10% a aproximadamente 108, de preferencia aproximadamente 10° a aproximadamente 10°
células, se administraran por dosis. Preferentemente, las células se administrardn en una cantidad "terapéuticamente
eficaz".

Un aspecto adicional de la invencién es un método para tratar sujetos in vivo con las particulas virales de la invencion. La
administracion de las particulas de parvovirus de la presente invencién a un sujeto humano o un animal que lo necesita
puede ser por cualquier medio conocido en la técnica para administrar los vectores de virus.

Los modos ilustrativos de administracion incluyen la administracion oral, rectal, transmucosa, topico, transdérmico,
inhalacién, parenteral (por ejemplo, intravenoso, subcutaneo, intradérmico, intramuscular, e intraarticular), y similares, asi
como también inyeccion directa al d6rgano o tejido, alternativamente inyecciones, intratecal, intramuscular directa,
intraventricular, intravenosa, intraperitoneal, intranasal, o intraocular. Las soluciones inyectables pueden prepararse en
formas convencionales, como soluciones o suspensiones liquidas, formas sdélidas adecuadas para solucién o suspension en
liquido antes de la inyeccidén, o como emulsiones. Alternativamente, se puede administrar el virus de manera local en lugar
de una manera sistémica, por ejemplo, en una formulacion de liberacion sostenida o de deposito.

El vector de parvovirus administrado al sujeto puede transducir cualquier célula o tejido permisivo. Las células adecuadas
para la transduccién por los vectores de parvovirus de la invencion se describieron anteriormente.

En modalidades particularmente preferidas de la invencion, la secuencia de nucle6tidos de interés se suministra al higado
del sujeto. La administracion al higado puede lograrse por cualquier método conocido en la técnica, que incluyen, pero sin
limitarse a la administracién intravenosa, administracion intraportal, administracion intrabiliar, administracion intra-arterial, e
inyeccion directa en el parénquima hepético.

En otras modalidades preferidas, las particulas de parvovirus de la invencion se administran por via intramuscular, mas
preferentemente por inyeccion intramuscular o por administracion local (segun se definié anteriormente). El suministro en el
cerebro es ademas preferido. En otras modalidades preferidas, las particulas de parvovirus de la presente invenciéon se
administran en los pulmones.

Los vectores de parvovirus descritos en la presente pueden administrarse a los pulmones de un sujeto por cualquier medio
adecuado, pero se administran preferentemente administrando una suspension en aerosol de particulas respirables
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compuestas por los vectores de parvovirus de la invencién, que el sujeto inhala. Las particulas respirables pueden ser
liquidas o sodlidas. Los aerosoles de particulas liquidas que comprenden los vectores de parvovirus de la invencion pueden
producirse por cualquier medio adecuado, tales como con un nebulizador de aerosol impulsado por presion o un nebulizador
ultrasénico, como es conocido por aquellos expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos num.
4,501,729. Los aerosoles de particulas sélidas que comprenden los vectores de virus de la invencion pueden producirse
asimismo con cualquier generador de aerosol de medicamento particulado sélido, por técnicas conocidas en la industria
farmacéutica.

Las dosificaciones de las particulas de parvovirus de la invencion dependeran del modo de administracion, la enfermedad o
afeccion a tratar, la condicion del sujeto individual, el vector viral particular, y el gen a suministrar, y puede determinarse de
manera rutinaria. Las dosis ilustrativas para alcanzar los efectos terapéuticos son los titulos virales de al menos
aproximadamente 10°, 10°, 107, 10°, 10°, 10", 10", 10", 10° 10% 10" unidades de transduccién o mas, de preferencia
aproximadamente 10° - 10" unidades de transduccién; atin con mayor preferencia 10'* unidades de transduccion.

En modalidades particulares, las particulas de parvovirus de la invencién se administran como parte de un método para
tratar cancer o tumores mediante la administracion de agentes contra el cancer (por ejemplo, citocinas) o un antigeno de
cancer o tumor. La particula de parvovirus puede administrarse a una célula in vitro 0 a un sujeto in vivo o usando métodos
ex vivo, como se describe en la presente descripcidn y se conocen en la técnica.

El significado del término "cancer" se comprende en la técnica, por ejemplo, un crecimiento no controlado del tejido que
tiene el potencial de diseminarse a sitios distantes del cuerpo (por ejemplo, metastatizar). Los canceres ilustrativos incluyen,
pero sin limitarse a, leucemias, linfomas, cancer de colon, cancer renal, cancer de higado, cancer de mamas, cancer de
pulmén, cancer de préstata, cancer de ovario, melanoma, y similares. Se prefieren los métodos para tratar y prevenir los
tumores formadores de céanceres. El término "tumor" se entiende en la técnica, por ejemplo, como una masa anormal de
células no diferenciadas dentro de un organismo multicelular. Los tumores pueden ser malignos o benignos.
Preferentemente, los métodos de la invencion descritos en la presente descripcidon se usan para prevenir y tratar tumores
malignos.

Los antigenos tumorales y cancerigenos de acuerdo con la presente invencion se describieron anteriormente. Por los
términos "tratar el cancer" o "tratamiento del cancer", se entiende que la gravedad del cancer se reduce o el cancer es al
menos parcialmente eliminado. Preferentemente, estos términos indican que la metéstasis del cancer se reduce o se elimina
al menos parcialmente. Se prefiere adicionalmente que estos términos indiquen que el crecimiento de los nédulos
metastasicos (por ejemplo, después de la eliminacion quirdrgica de un tumor primario) se reduzca o se elimine al menos
parcialmente. Por los términos "prevencion del cancer" o "prevenir el cancer" se entiende que los métodos de la invencion
reducen o se eliminan al menos parcialmente la incidencia o aparicion del cancer. Alternativamente se declara que los
presentes métodos ralentizan, controlan, disminuyen la posibilidad o probabilidad, o retardan la aparicion de cancer en el
sujeto.

Igualmente, por los términos "tratar los tumores" o "tratamiento de los tumores", se entiende que la gravedad del tumor se
reduce o el tumor se elimina al menos parcialmente. Preferentemente, estos términos significan que la metastasis del tumor
se reduce o se elimina al menos parcialmente. Se prefiere ademas que estos términos indiquen que el crecimiento de los
nédulos metastasicos (por ejemplo, después de la eliminacién quirdrgica de un tumor primario) se reduzca o se elimine al
menos parcialmente. Por los términos "prevencion de tumores" o "prevenir los tumores" se entiende que los métodos de la
invencién reducen o eliminan al menos parcialmente la incidencia o aparicion de los tumores. Alternativamente se declara
que los presentes métodos ralentizan, controlan, disminuyen la posibilidad o probabilidad, o retardan la aparicion de tumores
en el sujeto.

En otras modalidades, las células pueden eliminarse de un sujeto con cancer o un tumor y ponerlas en contacto con las
particulas de parvovirus de la invencion. La célula modificada se administra después al sujeto, de manera que se produzca
una respuesta inmune contra el antigeno de cancer o tumoral. Este método particularmente se emplea de manera favorable
con sujetos inmunocomprometidos que no pueden montar una respuesta suficiente inmune in vivo (por ejemplo, no
producen anticuerpos mejoradores en cantidades suficientes).

Se conoce en la técnica que las respuestas inmunes pueden potenciarse por citocinas inmunomoduladoras (por ejemplo, a-
interferén, B-interferén, y-interferén, w-interferén, 1-interferén, interleucina-1a, interleucina-1, interleucina-2, interleucina- -
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3, interleucina-4, interleucina 5, interleucina-6, interleucina-7, interleucina-8, interleucina-9, interleucina-10, interleucina-11,
interleucina 12, interleucina-13, interleucina-14, interleucina-18, factor de crecimiento de células B, ligando CD40, factor-a de
necrosis tumoral, factor- de necrosis tumoral, proteina 1 quimoatrayente de monocitos, factor estimulante de colonias
granulocito-macrofagos, y linfotoxina). En consecuencia, en modalidades particulares de la invencion, las citocinas
inmunomoduladoras (preferentemente, citoquinas inductivas de CTL) se administran a un sujeto junto con los métodos
descritos en la presente descripcidn para producir una respuesta inmune o proporcionar inmunoterapia.

Las citocinas pueden administrarse por cualquier método conocido en la técnica. Las citocinas exdgenas pueden
administrarse al sujeto, o alternativamente, una secuencia de nucle6tidos que codifican una citocina puede suministrarse al
sujeto usando un vector adecuado, y la citocina producida in vivo.

Habiendo ahora descrito la invencién, la misma se ilustrara con referencia a ciertos ejemplos, que se incluyen en la presente
descripcién para solamente propésitos de ilustracion, y que no se pretende que sean limitativos de la invencion.

Ejemplo 1
Materiales y Métodos

Plasmidos. Los plasmidos rAAV que expresan la proteina fluorescente verde (GFP) se construyeron a partir de pTRgsUF-2
descrito previamente (un regalo de Nick Muzyczka). En primer lugar, la secuencia codificante de GFP humanizada se
sustituy6 con la GFP mejorada (eGFP) (Clonetech) para crear el plasmido, pTR-CMV-GFPneo. Este plasmido genero el
vector rAAV-GFPneo. En segundo lugar, el fragmento Sal | que contiene la regiéon codificante neo y promotor SV40 se
suprimioé para crear pTR-CMV-GFP. El vector a partir de este plasmido se denominé como rAAV-GFP en este informe.

El plasmido, p43mEpo, un regalo de Barry Byrne, contuvo el gen de eritropoyetina de ratén bajo el control del promotor CMV
y gener6 un replicon rAAV (rAAVmEpo) de menos de la mitad de la longitud de AAV silvestre. Una version mas extensa de
este constructo (pmEpo-A) se prepar6 insertando el fragmento Hind Il de 2.3 kb a partir del fago A en un sitio Cla | entre la
sefial de poliadenilacion y la repeticién terminal de AAV corriente abajo. El vector rAAV- LacZ se generé a partir de pDX11-
LacZ, que se ha descrito en otra parte (McCown y otros, (1996) Brain Research 713:99).

Vectores virales Los vectores virales se generaron en células 293 (108-109 células por preparacién) co-transfectando 3
plasmidos que contienen: 1) el constructo rAAV especifico, 2) los genes rep y cap de AAV (pACG), o 3) los genes helper
esenciales de adenovirus (PXX-6; Xiao y otros, (1998) J. Virology 72:2224). En 40 horas post- transfeccion, las células se
rasparon en los medios y se lisaron por tres ciclos de congelacién-descongelacion. Los lisados se incubaron a 37 °C con 2
ug/ml de ADNasa | hasta que se dispersé el debris floculante. Los lisados se aclararon por centrifugacion y se precipité el
rAAV usando sulfato aménico (Snyder y otros, Production of recombinant adeno-associated virus vectors. en: Dracopoli y
otros, editores. Current Protocols in Human Genetics. Nueva York: John Wiley & Sons Ltd.: 1996. p. 12.1.1-12.2.23). El virus
ppt se resuspendié con 8 ml de 10 mM de Tris pH 8.0, 1 mM de MgCl. y el cloruro de cesio se afiadié para alcanzar una
densidad final de 1.4 g/cm3 y un volumen final de 12.5 ml. La solucién se centrifugé por 36 horas a 38 krpm en un rotor
SW41. Las fracciones (0.75 ml) se recogieron puncionando con una aguja hipodérmica en la parte inferior de cada tubo y
bombeando el liquido a un colector de fracciones. Los vectores se almacenaron a 4 °C en cloruro de cesio.

El ADN del virién (VADN) se extrajo a partir de 10 ul de cada fraccion por digestion en 50 pl de reacciones que contienen 0.4
mg/ml de proteasa K, 1 % de sarcosil, y 10 mM de EDTA a 50 °C por 1 hora, seguido por extraccion con fenol/cloroformo.
Las muestras se diluyeron 3 veces con agua y se precipitaron con etanol para el analisis por electroforesis en gel de
agarosa alcalina e hibridacion por membrana de Southern.

Células e infecciones. Las células HeLa y HEK 293 se cultivaron en medios DMEM que contienen 10 % de SFB y Pen/Strep.
Las materias primas de vectores virales se diluyeron en los medios antes de afiadir a los cultivos sub-confluentes y se
dejaron sobre las células hasta que se observé por microscopia de fluorescencia la transduccién de GFP a las 24 horas
post-infeccién.

Para la expresion de eritropoyetina en los higados de ratén, 200 ul de solucién salina normal, que contiene 2 x 10"
particulas fisicas de cualquier rAAV convencional o virus duplicado (scAAV), se inyect6 directamente en las venas portales
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de ratones Balb-c ByJ de 10 semanas de edad (Jackson Laboratory Las muestras de sangre se recogieron por flebotomia
retro-orbital en el momento de la infeccidn y en intervalos de 7 dias para la determinaciéon del hematocrito.

Ejemplo 2
Generacion de Vectores Duplicados

Un constructo del plasmido rAAV (pTR-CMV-GFP), con un tamafio de replicon de 2299 nucledtidos, se us6 para generar
una materia prima de vector viral (rAAV-GFP) por métodos convencionales. El tamafio predicho de la forma dimérica
replicativa de este vector fue 4474 nucledétidos (Figura 1), que fue 95.6 % de la longitud del genoma de AAV silvestre. Los
vectores virales se fraccionaron por centrifugacion en gradiente isopicnico en CsCl y el contenido de vADN de cada fraccion
se analizé en geles de agarosa alcalina (Figura 2 ). Las exploraciones Phospholmager se usaron para cuantificar las bandas
especificas de VADN de cada fraccion. Bajo condiciones de desnaturalizacion, el ADN dimero autocomplementario (Figura
2, panel a, fracciones 10-13) corrieron en aproximadamente dos veces la longitud del genoma monomérico. El material de
hibridacion en las fracciones 2-4 es la forma replicativa de ADN sin empacar que sedimenta en la parte inferior del gradiente.
Aungue una etapa de ADNasa se incluyé en la purificacion del vector (ver métodos), el tratamiento no se pretendid ser
exhaustivo y este material demostré ser sensible a la ADNasa en experimentos posteriores, mientras que el material de las
fracciones 10 -14 fue resistente a la ADNasa (datos no mostrados). Los vectores que contienen genomas de ADN
principalmente diméricos (fracciones 10 y 11) se designaron como duplicado o virus "auto-complementario” (SCAAV). La
estructura de repeticion invertida de estas moléculas se confirmé por digestion con enzimas de restriccion (datos no
mostrados).

Dos vectores rAAV adicionales (Figura 1) se generaron y purificaron en paralelo, y se analizaron de la misma manera
(Figura 2, paneles b y c). La primera, rAAV-GFPneo, contuvo un gen neo ademas de la GFP y tuvo una longitud de genoma
replicante de 3398 nucleétidos. Este fue 72.6 % del tamafio del genoma AAV silvestre, y fue demasiado grande para ser
empacado como un dimero. El segundo fue un constructo rAAV-CMV-LacZ de 4898 nucleétido, que fue ligeramente mayor
(104.7 %) que el tamafio del genoma de AAV silvestre, pero dentro del limite para el empaque eficaz (Dong y otros, (1996)
Human Gene Therapy 7:2101). La densidad inferior, movilidad superior del material de hibridacion en las fracciones 14 y 15
(Figura 2, panel c) comprendié6 genomas que experimentaron eliminaciones y estas fracciones no se usaron en
experimentos posteriores.

Ejemplo 3
Transduccion con Vectores Duplicados contra monomeéricos y Efectos de co-infeccion de Ad

La eficacia de la transduccion del scAAV-GFP (Figura 2, panel a, fraccion 11) se comparé con el monémero homélogo
(fraccién 13), asi como los vectores GFPneo y LacZ (Figura 2, paneles b y ¢, fracciones 13 y 12, respectivamente) en
células HelLa infectadas a baja multiplicidad (Figura 3). Los numeros de particulas se calcularon a partir de sefiales
Phospholmager especificas de VADN completo, en cada fraccion en la membrana de Southern, después de la correccién del
numero de copias de ADN monomérico contra el dimérico. Asi, cada virus duplicado contiene dos copias del transgén como
una sola molécula, en la orientacion repetida invertida, mientras que cada particula monomeérica contiene una copia
monocatenaria.

El vector scAAV-GFP (fraccion 11), que contiene aproximadamente 90 % de virus dimero, produjo una relacion 5.9:1 de
particulas fisicas por unidades de transduccion, teniendo asi la prediccién de alta eficacia de transduccion. La fraccion 13
del mismo gradiente, que contiene por el contrario aproximadamente 80-90 % de virus mondmero, tuvo una relacion 24.6:1
particulas por unidad de transduccion. Esta diferencia de 4 veces en la eficacia representd una diferencia minima cuando se
considerd que la contaminacién de dimero en la fraccion de mondémero tendria un mayor impacto en su potencial de
transduccion que el componente mondmero que contribuiria a la fraccion de dimero. Por el contrario, los vectores ADNmc
GFPneo y LacZ monoméricos tuvieron relaciones de particulas por unidad de transduccion de 125:1 y 828:1,
respectivamente, comparable a eficacias reportadas previamente para estos vectores (Fisher y otros, (1996) J. Virology
70:520; Zolotukhin y otros, (1999) Gene Therapy 6:973).

La eficacia de la transduccion de vectores rAAV convencionales puede potenciarse enormemente (hasta 100 veces) por co-
infeccion con Ad, o por tratamiento con agentes que dafian el ADN u otros tipos de estrés celular. Esta mejora se habia
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asociado con transformacion mediada por la célula del genoma de ADNmc en plantillas de transcripcién ds-ADN activos.
Debido a que el vector duplicado contiene las dos cadenas complementarias empacadas como una sola molécula, se
predijo que la transduccion seria independiente de la mejora por el adenovirus. Esta fue en gran medida el caso cuando las
células HelLa se co-infectaron con los vectores duplicados y 5 unidades infecciosas por célula de adenovirus (Figura 3). El
numero de células GFP positivas en los cultivos infectados con el virus duplicado se aumentd por solo 1.6 veces, un efecto
que podria atribuirse a los efectos transcripcionales de la infeccion por adenovirus en la actividad del promotor CMV como
se informé previamente (Clesham y otros, (1998) Gene Therapy 5:174; Loser y otros, (1998) J. Virology 72:180). La
velocidad de transduccion del vector mondémero se aumento 2.4 veces por co-infeccion de Ad, mientras que los vectores
GFPneo y LacZ se indujeron 6.0 veces y 12.8 veces, respectivamente.

En resumen, en las células Hela cultivadas, el vector duplicado fue mayor que cuatro veces mas eficaz que el vector
homoélogo que contiene sélo un genoma de ss-ADN monomérico. Esta diferencia seria probablemente mayor si no fuera por
el aproximadamente 10-20 % de contaminacion de las fracciones de monémero con vectores de dimero. De acuerdo con
esta interpretacion, el vector duplicado fue 20 veces mas eficaz que un vector rAAV-GFPneo convencional y 140 veces mas
eficaz que un vector rAAV-LacZ.

Ejemplo 4
Transduccién con Vectores Duplicados en la Ausencia de Sintesis de ADN de la Célula Huésped.

Debido a que el vADN de los vectores duplicados contuvo las dos cadenas de ADN en una sola molécula, permitiendo la
rehibridizacion eficiente tras el desnudamiento, se predijo que estos vectores podrian obviar el papel de sintesis de ADN de
la célula huésped en la transduccion. El vector scAAV-GFP se compar6 con el monémero homalogo, y el vector GFPneo, en
células Hela se pretrataron con hidroxiurea (HU) 24 horas antes de la infeccion para inhibir la sintesis de ADN de la célula
huésped. Se continué el tratamiento con hidroxiurea, sin interrupcién, a las mismas concentraciones a continuacion de la
infeccion y se mantuvo en las células por las siguientes 24 horas, hasta que se consigui6 la transduccion de GFP.

La transduccion de scAAV-GFP se estimul6 por hasta 1.9 veces en respuesta a concentraciones crecientes de HU (Figura
4). Esta estimulacion, similar en magnitud a la observada con la co-infeccién de Ad, se afectdé probablemente a través de
una combinacioén de transactivacion transcripcional del promotor CMV provocado aproximadamente por estrés celular, y la
acumulacion de GFP en las células que no se dividen. En contraste, la transduccion de la fraccion de vector monémero
homologo se estimulé en la concentracion de HU mas baja y se inhibid a concentraciones mas altas. La actividad de
transduccion residual del vector monémero a concentraciones de HU superiores, a un nivel de aproximadamente 5 veces
menor que la de la fraccién de virus duplicado, es consistente con la contaminacion del 10-20 % de las fracciones de
mondémero con particulas que contienen dimero (Figura 2, panel a). El vector de transduccién de rAAV-GFPneo se inhibié
mas de 10 veces bajo las mismas condiciones. Idénticos resultados se obtuvieron por el tratamiento con afidicolina, un
inhibidor especifico de la polimerasa a/d (Figura 4, panel b). Esto confirma la hip6tesis de que la transduccion del vector
duplicado fue independiente de la sintesis de ADN de la célula huésped.

Ejemplo 5
Transduccién por Vectores Duplicados in vivo

Un reportero diferente se us6 para la comparacion de la eficiencia in vivo de rAAV monocatenario convencional y duplicado.
El constructo que produce dimero contuvo sélo el gen de eritropoyetina de ratén (mEpo) transcrito a partir del promotor de
CMV. El tamafio del elemento replicante de este vector minimo fue 2248 nucledtidos. La forma dimérica de esta molécula,
4372 nucledtidos de longitud (Figura 1), fue 93 % del tamafio del genoma de AAV silvestre y se empacé facilmente. Un
segundo constructo contuvo el transgén idéntico, con la adiciéon de una secuencia heterdloga corriente abajo (fago A) para
llevar el tamafio del vector recombinante a 4570 nucleétidos, o 98 % del tamafio del genoma de AAV silvestre. Estudios
previos han usado el ADN de fago lambda como un fragmento central dispensable sin efectos perjudiciales sobre el vector
(Muzyczka y otros, (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158:97). Ambos vectores se purificaron por cromatografia de
heparina-agarosa. El vector mas pequefio se purific6 ademas en un gradiente de CsCl para aislar los viriones que contienen
ADN diméricos (no mostrado). Las dos materias primas de vectores se cuantificaron usando membrana de Southern a partir
de geles de agarosa alcalinos para determinar el nimero de particulas que contienen ADN. En este caso, aproximadamente
25 % de las particulas en la fraccién de dimero contuvo dos genomas de mondémeros separados. Debido a que no podian
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ser separados del dimero verdadero por densidad, y porque su comportamiento no se ha caracterizado, éstos se contaron
como particulas de dimero, para el propésito de comparacion con el vector completo, de manera que el efecto dimero sélo
puede ser subestimado y no sobrestimado.

Numeros iguales de particulas fisicas rAAV (2 x 10" por animal en 200 ul de solucién salina normal) se administraron a
ratones por inyeccién en la vena portal. La expresién del gen mEpo se evalué observando los cambios del hematocrito a
intervalos de 7 dias. Los ratones de control recibieron ya sea inyecciones intraportal de solucién salina o no se operaron,
pero flebotomizaron a intervalos de 7 dias. Los ratones que reciben el vector duplicado respondieron con un rapido aumento
en el hematocrito (Figura 5), y con aumentos permanentes durante las siguientes dos semanas. Teniendo en cuenta el
tiempo de retraso entre la expresion de eritropoyetina y la produccion de células rojas de la sangre, esto sugirié que el
vector duplicado se expresé en niveles elevados dentro de la primera semana. Los ratones que recibieron el vector ADNmc
completo, no mostraron un aumento significativo en el hematocrito hasta 21 dias post-inyeccién, y no alcanzaron niveles
comparables con los animales tratados con el vector duplicado en el transcurso del experimento.

La infeccién de ratones con scAAVmMEpo conduce a una respuesta mas rapida y un mayor aumento en el hematocrito, que
el vector ADNmc completo que lleva el mismo gen. Estos resultados apoyan nuestras observaciones en células cultivadas y
es consistente con la opinién de que los vectores diméricos estan dispuestos a expresar el transgén inmediatamente tras el
desnudamiento y entrada en el ndcleo. Los niveles superiores de expresion logrados en ultima instancia pueden reflejar la
incapacidad de muchas células infectivas para formar ADNbc a partir de rAAV convencional y/o la pérdida/degradacion de
ssvADN antes de la formacion del bicatenario (Miao y otros, (1998) Nature Genetics 19:13).

Como hemos demostrado por el pre-tratamiento de células con HU, la transduccién con el vector de sScAAV es
independiente de la sintesis de ADN de la célula huésped. La capacidad para transducir células en ausencia de sintesis de
ADN representa un punto de partida fundamental en la biologia de los vectores scAAV a partir del virus parental, lo que les
permite funcionar bajo circunstancias donde fallarian los vectores rAAV convencionales. Ciertos tipos de células son
extremadamente ineficientes para la transduccion de rAAV ostensiblemente debido a la incapacidad de sintetizar o reclutar
una cadena complementaria (Fisher y otros, (1996) J. Virology 70:520; Alexander y otros, (1996) Human Gene Therapy
7:841; Miao y otros, (1998) Nature Genetics 19:13). El scAAV no sufre tal limitacién y puede usarse con genes marcadores
para determinar directamente si una célula es permisiva para la transduccién de rAAV en todas las otras etapas,
independientemente de la sintesis de ADN.

Independientemente de la capacidad de la célula objetivo para preparar la cadena complementaria de rAAV, esta claro que
estos reactivos proporcionan un sistema de suministro de AAV alternativo para genes que pueden requerir un inicio rapido.
Ma&s importante, nuestros datos sugieren que los vectores de scAAV logran niveles totales superiores de producto
terapéutico cuando se administra un nimero idéntico de particulas. Asi, los vectores scAAV demostraran ser (tiles donde se
requiere una respuesta mas oportuna, robusta o cuantitativa a la dosis de vector. El potencial para alcanzar niveles criticos
de expresion transgénica en dosis minima es importante ademas con respecto a los requisitos de produccion de vectores
para ensayos clinicos y para minimizar la exposicion del paciente al virus.

Ejemplo 6
Sustratos Mejorados para Producir Vectores de Parvovirus Duplicados

Para hacer mas eficiente la produccion de materias primas del vector duplicado, y eliminar las complicaciones de las
poblaciones mixtas de genomas bicatenario y mondémero, un vector mutante se cred el cual sélo genera los genomas
dimeros (Figura 6). Este constructo tiene una mutacion en un TR, tal que el sitio de corte Rep (trs) se elimina, mientras que
el otro TR es silvestre. El efecto es que la replicacion en horquilla rodante se inicia a partir del extremo silvestre del genoma,
avanza a través del extremo mutante sin resolucién terminal, y después continGia hacia atras en todo el genoma de nuevo
para crear el dimero. El producto extremo es un genoma autocomplementario con la TR mutante en el medio y TRs silvestre
ahora en cada extremo. La replicacién y empaque de esta molécula procede después normal a partir de TRs silvestre,
excepto que la estructura dimérica se mantiene en cada ronda.

Las materias primas de vectores tanto de rAAV-CMV-GFP-Hpa-trs como rAAV-CMV-mEpo-HPA-trs se generaron usando
este fondo de mutante y analizaron los productos en gradientes de CsCl como anteriormente (Figura 7 ). Estos constructos
producen aproximadamente 90 % de vectores duplicados. Esto permitira mayores rendimientos del vector de parvovirus
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duplicado y el uso de la purificacion iodixanol/heparina para estos vectores sin la etapa adicional de purificacién con
gradiente de densidad de CsCI.

El constructo de pldsmido usado para generar estos vectores contuvo una delecion en el 5 'TR, con respecto a la cadena
codificante del transgén expresado. Esta delecion incluye todo el elemento D y 3 pb del elemento A, abarcando asi el sitio
de corte (Figura 6). Se eliminan todas las secuencias AAV entre el resto del elemento A y el transgén. Esto impide la
recombinacién homologa entre secuencias que flanquean el TR mutado y el TR silvestre, reduciendo asi la posibilidad de
conversidn génica segun se describe por Samulski y otros, (1983) Cell 33:135. Esta delecion se construy6 cortando en los
sitios de restriccion Unicos inmediatamente 5' al transgén (Kpnl) y dentro del gen Amp de las secuencias de plasmidos
bacterianos (Xmnl). El fragmento eliminado, que contiene un TR, se sustituydé con un fragmento de un segundo plasmido
rAAV, que se habia cortado en el mismo sitio dentro del gen Amp, y en un sitio sintético Hpal insertado previamente en el
sitio Ball a la izquierda de la unién A/D.

En una modalidad alternativa, una plantilla para producir preferentemente el vector duplicado se genera con un AAV TR
resolvible en un extremo y un AAV TR modificado se produce insertando una secuencia en el TR. En una modalidad
particular, el plasmido AAV silvestre psub201 se usa para producir esta plantilla (Samulski y otros, (1987) J. Virology
61:3096). Este constructo contiene un par Unico de sitios Xba | asi como sitios Pvull que flanquean las TRs virales. Dos
productos intermedios de plasmidos AAV derivados de psub201, Hpa7 y Hpa9, tienen un enlazador Unico Hpal
(CCAATTGG) insertado en el sitio Bal | entre el nucleétido 121 y 122 (Hpa9) y entre 4554 y 4555 (Hpa7) en la secuencia TR
del genoma de AAV, respectivamente (Xiao, X., (1996), "Characterization of Adeno-associated virus (AAV) DNA replication
and integration”, Ph.D. Disertacién, Universdad de Pittsburgh, Pittsburgh, Pensilvania). La insercion de estos enlazadores
desplaza el sitio de corte de AAV silvestre hacia dentro alejandolo de la posicion nativa, resultando en una incapacidad para
ser resuelto por la proteina Rep de AAV después de la replicacién.

Estos sustratos acumulan un producto intermedio dimérico hasta que tiene lugar la conversion de gen. La digestion de Hpa7
0 Hpa9 con enzima de restriccién Hpal mas la digestion parcial con Xbal, resulta en TRs nuevos que carecen del sitio de
corte de AAV silvestre, asi como el elemento D (de la izquierda para Hpa9 y de la derecha para Hpa7). Este sustrato no es
adecuado para la conversién de genes como se describié por Samulski y otros, (1983) Cell 33:135, debido a la ausencia del
elemento D, y continla para acumular un producto intermedio de replicacion dimérica después de la infeccién viral. Al
comenzar con una molécula que es de tamafio medio o menos del genoma de AAV silvestre, este producto intermedio se
empaca preferentemente por la capsida de AAV. Estas moléculas estan en forma dimérica (enlazadas covalentemente a
través de la TR modificada), mas especificamente, debido a que son auto-complementarias proporcionan una fuente Gnica
de vectores de parvovirus que transportan sustratos bicatenarios. Estas particulas de vectores evitan la etapa limitante de la
velocidad requerida para todos los vectores AAV utilizados actualmente, es decir, la segunda sintesis de la cadena (ver
Ferrari y otros, (1996) J. Virology 70:3227-34).

Ejemplo 7
Transduccion de Células Dendriticas

Las células dendriticas (DC) se postulan para jugar un papel importante en la presentacion de antigenos e iniciacion de
varias respuestas inmunes dependientes de células T. Las DC han demostrado ser células presentadoras de antigenos mas
potentes (APC) que lo que son los macréfagos o monocitos. Ademas, se ha informado que las DC estimulan la proliferaciéon
de células T hasta diez veces mas eficientemente que lo que hacen los monocitos (Guyre y otros, (1997) Cancer Immunol.
Immunother. 45:146, 147 col. 2). En consecuencia, existen numerosos esfuerzos para dirigir los vectores a células
dendriticas para producir una respuesta inmune mas eficaz. Se ha informado previamente que las DC son refractarias a los
vectores AAV (Jooss y otros, (1998) J. Virology 72:4212).

Se obtuvieron DC a partir de dos pacientes humanos y cultivaron in vitro. Las células de cada paciente se transdujeron con
vector AAV silvestre-GFP o pHpa7GFP (vector duplicado, descrito en el Ejemplo 1) a un MOI de 10. No se detectd
expresion de GFP en células transducidas con AAV silvestre-GFP después de 7 dias. Por el contrario, la expresion de GFP
se observé en 5-15 % de DC transducidas con el vector dimérico pHpa7GFP.

Estos resultados sugieren que la etapa limitante para la transduccién de AAV silvestre de DC esta en el nivel de la
capacidad de la célula huésped para mediar la sintesis de la segunda cadena. Los vectores de parvovirus de la invencion
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parecen obviar esta etapa al proporcionar la célula con un sustrato bicatenario. En consecuencia, los vectores de parvovirus
diméricos de la invencién tienen un tropismo diferente (por ejemplo, mas amplio) y el intervalo de célula objetivo que lo que
hacen los vectores AVV silvestre.

Ejemplo 8
Administracion in vivo de pHpa7GFP

Para evaluar el tropismo de los vectores duplicados in vivo, los ratones se administran por via intramuscular (im) con
aproximadamente 1.5 x 10™ de los vectores AAV silvestre-GFP o pHPA7GFP descritos en el Ejemplo 7 . En varias horas
post-administracion (por ejemplo, 4, 8, 16, 32, 64 dias, etc.), los ratones se sacrifican y las autopsias se realizan para
determinar la expresion transgénica en varias células huésped y tejidos El inicio, cinética y persistencia de la expresion se
evalian ademas y comparan para los vectores AAV silvestre y bicatenario. De particular interés son las células que son
tipicamente refractarias a los vectores AAV silvestre, tales como las células madre de la médula ésea, astrocitos, y células
epiteliales pulmonares. Ademas de interés son las células no replicantes o lentamente-replicantes que apoyan
ineficientemente la sintesis de la segunda cadena de AAV, tales como células del masculo, higado y del sistema nervioso
central.

Aunque la invencion anterior se ha descrito en algin detalle en forma de ilustracion y ejemplo para propésitos de claridad y
comprension, resultaran evidentes que ciertos cambios y modificaciones se pueden practicar dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas y equivalentes de estas.

Lo que se describe es:
Una particula de parvovirus duplicado que comprende:

una cépsida del parvovirus
un genoma del vector que comprende en la direccién 5'a 3':

(i) una secuencia de repeticién terminal en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heter6loga;

(iii) una secuencia de repeticion terminal no resolvible;

(iv) una secuencia de nucleétidos heteréloga separada que es esencialmente completamente complementaria a dicha
primera secuencia de nucleétidos heterdloga; y

(v) una secuencia de repeticiéon terminal en 3';

en donde dicho genoma del vector es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena entre las
secuencias de nucleétidos heterélogas tras liberacion de la capsida del parvovirus

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde dichas secuencias de repeticion terminal son
secuencias de repeticién terminal de virus adeno-asociado (AAV).

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en donde dichas secuencias de repeticién terminal AAV
se seleccionan del grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS y AAV6.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en donde dichas secuencias de repeticién terminal AAV
son secuencias AAV2.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde el sitio de resolucién terminal (trs) se elimina
de la secuencia de repeticion terminal no resolvible.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en donde esencialmente se elimina todo el elemento D
de dicha secuencia de repeticion terminal no resolvible.
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La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde la eliminacién del elemento D de la secuencia
de repeticién terminal no resolvible se extiende a través de la union A/D en el elemento A.

La secuencia de nuclettidos de acuerdo con la descripcion en donde la secuencia de repeticion terminal no resolvible
comprende una insercion en el elemento D.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde la insercion en el elemento D esta en la secuencia del
sitio de resolucion terminal (trs).

La secuencia de nuclettidos de acuerdo con la descripcion en donde la secuencia de repeticion terminal no resolvible
comprende uno o mas sustituciones de nucleétidos en la secuencia del sitio de resolucién terminal (trs).

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde el genoma del vector es aproximadamente del
tamafio del genoma adeno-asociado (AAV) silvestre.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en donde un polipéptido es codificado por el genoma del
vector.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde el polipéptido se selecciona del grupo que
consiste en endostatina, angiostatina, superdxido dismutasa, eritropoyetina, y un anticuerpo monoclonal.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde dicha capsida del parvovirus es una cépsida
del virus adeno-asociado (AAV).

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde dicha capsida del parvovirus se selecciona del
grupo que consiste en una capsida de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 y AAV6.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en donde dicha céapsida del parvovirus es una capsida de
AAVL.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en donde dicha céapsida del parvovirus es una capsida de
AAV2.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcion en donde dicha capsida del parvovirus es una capsida
del virus adeno-asociado (AAV) y dichas secuencias de repeticién terminal son secuencias de repeticion terminal de AAV.

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcién en donde la direccién de transcripcion es hacia la secuencia de
repeticion terminal no resolvible.

La secuencia de nuclettidos de acuerdo con la descripcion en donde la direccion de transcripcion es lejos de la secuencia
de repeticion terminal no resolvible.

La particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en donde las mitades 5' y 3' del genoma del vector son
esencialmente completamente complementarias entre si.

Una formulacién farmacéutica que comprende una pluralidad de las particulas de parvovirus duplicado de acuerdo con la
descripcién en un portador farmacéuticamente aceptable.

Una secuencia de nucleétidos que comprende una plantilla para producir un ADN del virién, la plantilla comprende una
secuencia de nucleétidos heterdloga flanqueada por una secuencia de repeticion terminal y una secuencia de repeticién
terminal no resolvible.

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcion en donde dichas secuencias de repeticion terminal son
secuencias de repeticion terminal del virus adeno-asociado (AAV).
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La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcién en donde dichas secuencias de repeticion terminal AAV se
seleccionan del grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS y AAV6.

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcion en donde dichas secuencias de repeticion terminal AAV son
secuencias de AAV2.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde el sitio de resolucion terminal (trs) se elimina de la
secuencia de repeticiéon terminal no resolvible.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcién en donde esencialmente se elimina todo el elemento D de dichas
secuencias de repeticién terminal no resolvibles.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcién en donde la eliminacion del elemento D de la secuencia de
repeticion terminal no resolvible se extiende a través de la unién A/D en el elemento A.

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripciéon en donde la secuencia de repeticion terminal no resolvible
comprende una insercién en el elemento D.

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcion en donde la insercién en el elemento D esta en la secuencia del
sitio de resolucién terminal (trs).

[La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcién en donde la secuencia de repeticion terminal no resolvible
comprende una o mas sustituciones de nucleétidos en la secuencia del sitio de resolucion terminal (tra).

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde la plantilla es aproximadamente la mitad del tamafio
del genoma del virus adeno-asociado (AAV) silvestre.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcién en donde la secuencia de nucleétidos heter6loga o una
secuencia complementaria a ella es una secuencia codificante para un polipéptido.

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcion en donde el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en
endostatina, angiostatina, superéxido dismutasa, eritropoyetina, y un anticuerpo monoclonal.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde la secuencia de nucle6tidos se selecciona del grupo
que consiste en un vector plasmidico, vector ADN desnudo, cromosoma artificial bacteriano (BAC), cromosoma artificial de
levadura (YAC) o un vector viral.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde la plantilla se incorpora de manera estable en el
cromosoma de una célula de mamifero.

Un ADN del viridn producido a partir de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion.
Una particula de parvovirus duplicado que comprende el ADN del virion de acuerdo con la descripcion.

Una secuencia de nucle6tidos que comprende una plantilla dimérica para producir un ADN del virién, la plantilla que
comprende en la direccién 5' a 3"

una secuencia de repeticion terminal en 5';

una primera secuencia de nucleétidos heteréloga;

una secuencia de repeticion terminal no resolvible;

una secuencia de nucleétidos heteréloga separada que es esencialmente completamente complementaria a dicha
primera secuencia de nucleétidos heterdloga; y

una secuencia de repeticion terminal en 3';
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en donde el ADN del virion es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena entre las
secuencias de nucleétidos heterélogas tras la liberacion de la cdpsida del parvovirus.

La secuencia de nucle6tidos de acuerdo con la descripcidon en donde dichas secuencias de repeticion terminal son
secuencias de repeticion terminal de virus adeno-asociada (AAV).

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcién en donde dichas secuencias de repeticion terminal AAV se
seleccionan del grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS y AAV6.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcién en donde dichas secuencias de repeticién terminal AAV son
secuencias AAV2.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde el sitio de resolucion terminal (trs) se elimina de la
secuencia de repeticion terminal no resolvible.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde se elimina todo el elemento D de dicha secuencia de
repeticion terminal no resolvible.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcién en donde la eliminacion del elemento D de la secuencia de
repeticion terminal no resolvible se extiende a través de la unién A/D en el elemento A.

La secuencia de nuclettidos de acuerdo con la descripcién en donde la plantilla es aproximadamente del tamafio del
genoma adeno-asociado (AAV) silvestre.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion en donde la secuencia de nucle6tidos se selecciona del grupo
que consiste en un plasmido, vector de ADN desnudo, cromosoma artificial bacteriano (BAC), cromosoma artificial de
levadura (YAC) o un vector viral.

La secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcién en donde la plantilla se incorpora de manera estable en el
cromosoma de una célula de mamifero.

La secuencia de nucledtidos de acuerdo con la descripcion en donde las mitades 5' y 3' de la plantilla dimérica son
esencialmente completamente complementarias entre si.

Un ADN del viridn producido a partir de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la descripcion.
Una particula de parvovirus duplicado que comprende el ADN del virion de acuerdo con la descripcion.
Una célula cultivada que comprende la plantilla de acuerdo con la descripcion.

Un método para producir una particula de parvovirus duplicado, que comprende proporcionar a la célula permiso para la
replicacion del parvovirus:

(a) una secuencia de nucleétidos que codifica una plantilla de acuerdo con la descripcion.
(b) secuencias de nucleétidos suficientes para la replicacion de la plantilla para producir un genoma del vector;
(c) secuencias de nucledtidos suficientes para el empaque del genoma del vector en una capsida del parvovirus,

bajo condiciones suficientes para la replicacion y empaque del genoma del vector en la capsida del parvovirus,

de manera que la particula de parvovirus duplicado que comprende el genoma del vector encapsidado dentro de la capsida
del parvovirus se produzca en la célula.

El método de acuerdo con la descripcion que comprende ademas la etapa de recoger la particula de parvovirus duplicado.
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El método de acuerdo con la descripcion que comprende ademas la etapa de lisar la célula antes de recoger la particula de
parvovirus duplicado.

El método de acuerdo con la descripcion en donde las secuencias codificantes rep y cap del parvovirus se proporcionan por
un plasmido.

El método de acuerdo con la descripcién en donde las secuencias codificantes rep del parvovirus se integran de manera
estable en la célula.

El método de acuerdo con la descripciéon en donde las secuencias codificantes cap del parvovirus se integran de manera
estable en la célula.

El método de acuerdo con la descripcion en donde la secuencia de nucleétidos que comprende la plantilla es un plasmido.

El método de acuerdo con la descripcion en donde la plantilla se integra de manera estable en el cromosoma de una célula
de mamifero.

Un método para producir una particula de parvovirus duplicado, que comprende proporcionar a la célula permiso para la
replicacién de AAV:

(a) una secuencia de nucleétidos que codifica una plantilla de acuerdo con la descripcion.
(b) secuencias de AAV suficientes para la replicacion de la plantilla para producir un genoma del vector;
(c) secuencias de AAV suficientes para el empaque del genoma del vector en una capsida de AAV,

bajo condiciones suficientes para la replicacion y empaque del genoma del vector en la capsida de AAV,
de manera que la particula de parvovirus duplicado que comprende el genoma del vector encapsidado dentro de la capsida
de AAV se produzca en la célula.

El método de acuerdo con la descripcion que ademds comprende proporcionar secuencias del virus helper que
proporcionan que el virus helper funcione para una infeccion de AAV productiva, en donde las secuencias del virus helper no
pueden empacarse en particulas virales de rAAV infecciosas.

El método de acuerdo con la descripcion que comprende ademas la etapa de recoger la particula de parvovirus duplicado.

El método de acuerdo con la descripcién que comprende ademas la etapa de lisar la célula antes de recoger la particula de
parvovirus duplicado.

El método de acuerdo con la descripcion en donde las secuencias codificantes rep y cap del AAV se proporcionan por un
plasmido.

El método de acuerdo con la descripcion en donde el plasmido comprende ademas secuencias del virus helper que
proporcionan las funciones del virus helper para una infeccion por AAV productiva.

Un método para suministrar una secuencia de nucle6tidos a una célula, que comprende poner en contacto una célula con
una particula de parvovirus duplicado de acuerdo con la reivindicacién 1 bajo condiciones suficientes para que la particula
de parvovirus duplicado entre a la célula.

El método de acuerdo con la descripcion en donde la célula se selecciona del grupo que consiste en una célula de cancer,
célula de tumor, célula del cerebro, célula de los musculos, célula epitelial de las vias respiratorias, células hepaticas,
células dendriticas, y célula del ojo .

El método de acuerdo con la descripcion, en donde un polipéptido es codificado por el genoma del vector.
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El método de acuerdo con la descripcidon en donde el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en endostatina,
anglostatina, superédxido dismutasa, eritropoyetina y un anticuerpo monoclonal.

El método de acuerdo con la descripcion en donde la capsida del parovirus es una cépsida de virus adeno-asociado (AAV).

El método de acuerdo con la descripcién en donde las secuencias de repeticion terminal son secuencias de virus adeno-
asociados (AAV).

El método de acuerdo con la descripcion en donde la capsida del parvovirus es una capsida de AAV y las secuencias de
repeticion terminal son secuencias AAV.

Un método para administrar un &cido nucleico a un sujeto que comprende administrar la célula de acuerdo con la
descripcién a un sujeto.

Un método para administrar una secuencia de nucleétidos a un sujeto, que comprende administrar a un sujeto una particula
de parvovirus duplicado de acuerdo con la descripcién en un portador farmacéuticamente aceptable.

El método de acuerdo con la descripcién, en donde la capsida del parvovirus es una cépsida de virus adeno-asociado
(AAV).

El método de acuerdo con la descripcion en donde las secuencias de repeticién terminal son secuencias de virus adeno-
asociados (AAV).

El método de acuerdo con la descripcion en donde la capsida del parvovirus es una céapsida de virus adeno-asociado (AAV)
y las secuencias de repeticion terminal son secuencias AAV.

El método de acuerdo con la descripcion en donde el sujeto se selecciona del grupo que consiste en sujetos aves y sujetos
mamiferos.

El método de acuerdo con la descripcion en donde el sujeto es un sujeto mamifero.

El método de acuerdo con la descripcion en donde el sujeto es un sujeto humano.

El método de acuerdo con la descripcion en donde el sujeto es un paciente de cancer o paciente de tumor.

El método de acuerdo con la descripcion en donde la particula de parvovirus duplicado se administra por una ruta
seleccionada del grupo que consiste en administracion oral, rectal, transmucosal, transdérmica, inhalacién, intravenosa,
subcuténeo, intradérmica, intracraneal, intramuscular, e intraarticular.

El método de acuerdo con la descripcion en donde la particula de parvovirus duplicado se administra en un sitio
seleccionado del grupo que consiste en un tumor, el cerebro, misculo esquelético, epitelio de las vias respiratorias, el
higado, y el ojo.

El método de acuerdo con la descripcion en donde un polipéptido es codificado por el genoma del vector.

El método de acuerdo con la descripcién en donde el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en endostatina,
angiostatina, superéxido dismutasa, eritropoyetina, y un anticuerpo monoclonal.
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Reivindicaciones

Una particula de parvovirus duplicado que comprende:

una capsida del parvovirus
un genoma del vector que comprende en la direccion 5'a 3':

() una secuencia de repeticiéon terminal de parvovirus en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heter6loga;

(iii) una secuencia de repeticion terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en
parvovirus;

(iv) una secuencia de nucle6tidos heter6loga separada que es esencialmente completamente complementaria
a dicha primera secuencia de nucleétidos heterdloga; y

(v) una secuencia de repeticion terminal de parvovirus en 3';

en donde dicho genoma del vector es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases intracadena
entre las secuencias de nucleétidos heterdlogas tras la liberacion de la capsida del parvovirus.

Una particula de parvovirus duplicado que comprende:

una céapsida del parvovirus
un genoma del vector que comprende en la direccién 5'a 3':

(i) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 5

(ii) una primera secuencia de nucleétidos heter6loga;

(iii) una secuencia de repeticién terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en
parvovirus;

(iv) una secuencia de nucleotidos heteréloga separada; y

(v) una secuencia de repeticion terminal de parvovirus en 3';

en donde las secuencias de nucleétidos entre cada una de las secuencias de repeticion terminal 5' y 3' de
parvovirus y la secuencia de repeticién terminal no resolvible son al menos 90 % complementarias entre si; y
ademas en donde dicho genoma del vector es capaz bajo condiciones adecuadas del apareamiento de bases
intracadena entre las secuencias de nucledtidos heterélogas tras la liberacion de la capsida de parvovirus.

La particula de parvovirus duplicado de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde las secuencias de
nucleétidos heterélogas duplicadas formadas por el apareamiento de bases intracadena se asocian operativamente
con un elemento promotor o potenciador.

La particula de parvovirus duplicado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde las secuencias de
nucleétido entre cada secuencias de repeticién terminal 5' y 3' de parvovirus y la secuencia de repeticion terminal
no resolvible son esencialmente completamente complementarias entre si.

La particula de parvovirus duplicado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la particula de parvovirus
duplicado es una particula de parvovirus hibrida, una particula de parvovirus quimérica o una particula de
parvovirus objetivo.

La particula de parvovirus duplicado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el genoma del vector es
aproximadamente del tamafio del genoma del AAV silvestre.

Un &cido nucleico que comprende una plantilla para producir un ADN del viriébn para empacar en una capsida del
parvovirus, la plantilla comprende un secuencia de nucleétidos heteréloga flanqueada por una secuencia de
repeticion terminal de parvovirus en 5' 0 3' y una secuencia de repeticion terminal no resolvible.
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Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde la plantilla es dimérica y comprende, en la direccién
5'a3":

(i) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heter6loga;

(i) una secuencia de repeticion terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en
parvovirus;

(iv) una secuencia de nucleétidos heter6loga separada que es esencialmente completamente complementaria a
dicha primera secuencia de nucle6tidos heteréloga; y

(v) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 3';

en donde dicho ADN del virién es capaz bajo condiciones adecuadas de apareamiento de bases intracadena entre
las secuencias de nucleétidos heterdlogas tras de liberacién de la capsida del parvovirus.

Un &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende una plantilla dimérica para producir un ADN
del viribn para empacar en una capsida del parvovirus, la plantilla comprende en la direccién 5' a 3";

(i) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 5';

(i) una primera secuencia de nucleétidos heter6loga;

(i) una secuencia de repeticién terminal no resolvible que no puede ser resuelta por proteinas Rep en
parvovirus;

(iv) una secuencia de nucledtidos heteréloga separada; y

(v) una secuencia de repeticién terminal de parvovirus en 3';

en donde las secuencias de nucleétidos entre cada una de las secuencias de repeticion terminal 5 'y 3' de
parvovirus y la secuencia de repeticion terminal no resolvible son al menos un 90 % complementarias entre si; y
ademas en donde dicho genoma del vector es capaz bajo condiciones adecuadas de apareamiento de bases
intracadena entre las secuencias de nucleétidos heterélogas tras la liberacion de la capsida de parvovirus del.

La particula de parvovirus duplicado o el &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dichas secuencias de repeticion terminal de parvovirus en 5'y 3' son secuencias de repeticion terminal en 5'
y 3' del virus adeno-asociado (AAV), opcionalmente seleccionadas del grupo que consiste en secuencias de
repeticion terminal en 5'y 3' de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5 y AAV6.

La particula de parvovirus duplicado o el &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha secuencia de repeticién terminal no resolvible no es una secuencia de repeticion terminal de
parvovirus no resolvible.

La particula de parvovirus duplicado o el &cido nucleico de la reivindicacién 11, en donde dicha secuencia de
repeticion terminal de parvovirus no resolvible es una secuencia de repeticién terminal de AAV no resolvible.

La particula de parvovirus duplicado o el &cido nucleico de la reivindicacién 12, en donde la secuencia de repeticion
terminal de parvovirus no resolvible comprende una modificacién seleccionada del grupo que consiste en:

(i) eliminacién del sitio de resolucion terminal (trs);

(i) eliminacién de esencialmente todo el elemento D;

(iii) una insercion en el elemento D;

(iv) insercién en la secuencia del sitio de resolucion terminal (trs);

(v) una o més sustituciones de base de nucleétidos en la secuencia del sitio de resolucién terminal (trs).

La particula de parvovirus duplicado o el &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde la secuencia de repeticion terminal no resolvible es una secuencia de repeticion terminal de un serotipo AAV
gue no es reconocido por las proteinas Rep de AAV2 o es una secuencia de repeticién terminal de un parvovirus
autondémo que no es reconocido por las proteinas Rep de AAV.
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La particula de parvovirus duplicado o el acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde
la secuencia de nucleétidos heteréloga o la secuencia complementaria de ella codifica un polipéptido,
opcionalmente en donde el polipéptido es un polipéptido terapéutico o inmunogénico.

El parvovirus duplicado o el &cido nucleico de la Reivindicacion 15, en donde el polipéptido es un polipéptido
terapéutico y se selecciona del grupo que consiste en: endostatina, angiostatina, superoxido dismutasa,
eritropoyetina, un anticuerpo monoclonal, Factor IX, Factor X, una enzima lisosomal que incluye hexosaminidasa A
e iduronato sulfatasa, globina, leptina, catalasa, tirosina hidroxilasa, una citocina que incluyen a-interferén, @3-
interferén, interferon-y, interleucina-2, interleucina-4, interleucina-12, factor estimulante de colonias granulocito-
macrofagos y linfotoxina, un factor de crecimiento peptidico o hormona que incluyen somatotropina, insulina,
factores de crecimiento tipo insulina 1 y 2, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento de nervios, factor neurotréfico 3 y 4, factor
neurotrofico derivado del cerebro, factor neurotréfico derivado de la glia, factor -a y -B de crecimiento
transformante, un receptor que incluye el receptor del factor de necrosis tumoral, un producto de gen suicida que
incluyen timidina quinasa, citosina deaminasa, toxina de la difteria, citocromo P450, deoxicitidina cinasa y factor de
necrosis tumoral, una proteina que confiere resistencia a un farmaco de terapia contra el cancer, y un producto
génico supresor de tumores.

El parvovirus duplicado o el &cido nucleico de la reivindicacion 15, en donde el polipéptido es un polipéptido
inmunogénico y se selecciona del grupo que consiste en: un antigeno de cancer antigeno tumoral; antigeno
bacteriano; antigeno viral; (v) antigeno protozoario; o (vi) antigeno de parasito.

La particula de parvovirus duplicado o el acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes 1 a 14 ,
en donde la secuencia de nucledtidos heteréloga o la secuencia complementaria a ella codifica un &cido nucleico
antisentido, una ribozima, un ARN que efectia empalme en trans mediado por empalmosoma, un ARN interferente
(IARN), o un ARN guia.

La particula de parvovirus duplicado o el acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha cépsida del parvovirus es una capsida de virus adeno-asociado (AAV), opcionalmente seleccionada
del grupo que consiste en una capsida de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 y AAV6.

El acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 19, en donde el &cido nucleico se selecciona del grupo
gue consiste en un plasmido, vector de ADN desnudo, cromosoma artificial bacteriano (BAC), cromosoma artificial
de levadura (YAC) y un vector viral.

El &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 20, en donde el &cido nucleico se incorpora de manera
estable en el cromosoma de una célula de mamifero.

Un ADN del virién producido del &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 21.
Una célula cultivada que comprende el &cido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 21.

Una formulacion farmacéutica que comprende una pluralidad de la particula de parvovirus duplicado de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6 o reivindicaciones 10 a 19 en un portador farmacéuticamente aceptable.

Un método para producir una particula de parvovirus duplicado in vitro, que comprende proporciona a una célula:

(a) un &cido nucleico que codifica una plantilla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 21,

(b) secuencias de nucleétidos suficientes para replicacion de la plantilla para producir un genoma del vector; y
(c) secuencias de nucledtidos suficientes para el empaque del genoma del vector en una cépsida del
parvovirus;
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bajo condiciones suficientes para la replicacion y empaque del genoma del vector en la capsida del parvovirus,
de manera que la particula de parvovirus duplicado que comprende el genoma del vector encapsidado dentro de la
cépsida del parvovirus se produzca en la célula.

El método de la reivindicacién 25, en donde el acido nucleico que comprende la plantilla es un plasmido o un vector
viral, opcionalmente un vector del virus herpes, un vector de adenovirus o un vector de baculovirus.

El método de la reivindicacion 25, en donde el acido nucleico que comprende la plantilla se integra de manera
estable en el cromosoma de una célula de mamifero.

Un método para suministro in vitro de una secuencia de nucleétidos a una célula, que comprende poner en
contacto una célula con una particula de parvovirus duplicado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6 o cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21 bajo condiciones suficientes para que la particula de parvovirus
duplicado entre en la célula.

El método de la reivindicacion 28, en donde la célula se selecciona del grupo que consiste en una célula de cancer,
célula de tumor, célula neural que incluyen células del sistema nervioso periférico y sistema nervioso central que
incluyen célula del cerebro, célula del pulmén, célula de los muisculos, célula epitelial que incluyen células
epiteliales del intestino y vias respiratorias, células hepaticas, células dendriticas, células de los ojos que incluyen
células de la retina, células pancreéticas que incluyen células de los islotes, células del miocardio, células 6seas,
células del bazo, queratinocito, fibroblasto, células endoteliales, células de la préstata, células germinales, células
progenitoras, célula madre neural y célula madre del higado.

Un parvovirus duplicado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o0 cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 19 para usar en el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en:
fibrosis quistica u otra enfermedad pulmonar, hemofilia A, hemofilia B, talasemia, anemia u otros trastornos de la
sangre, SIDA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral
amiotrofica, epilepsia u otro trastorno neurolégico, cancer, diabetes mellitus, distrofia muscular que incluye distrofia
muscular de Duchenne y distrofia muscular de Becker, enfermedad de Gaucher, enfermedad Hurler, deficiencia de
adenosina deaminasa, una enfermedad de almacenamiento de glucdgeno, deficiencia de ornitina transcarbamilasa,
enfermedad de Tay-Sach, sindrome de Hunter u otro defecto metabdlico, una enfermedad degenerativa de la retina
u otra enfermedad del ojo.

Uso de un parvovirus duplicado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 19 para la fabricaciéon de un medicamento para tratar una enfermedad, en donde tratamiento
de la enfermedad necesita el suministro de un &cido nucleico a una célula.

Uso de un parvovirus duplicado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 19 para la fabricaciéon de un medicamento para tratar una enfermedad, en donde tratamiento
de la enfermedad necesita el suministro de un polipéptido inmunogénico a una célula.

Uso de una particula de parvovirus duplicado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o cualquiera
de las reivindicaciones 10 a 19 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en fibrosis quistica u otra enfermedad pulmonar, hemofilia A, hemofilia B,
talasemia, anemia u otros trastornos de la sangre, SIDA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, epilepsia u otro trastorno neurolégico, cancer, diabetes
mellitus, distrofia muscular que incluyen distrofia muscular de Duchenne y distrofia muscular de Becker,
enfermedad de Gaucher, enfermedad Hurler, deficiencia de adenosina deaminasa, una enfermedad de
almacenamiento de glucogeno, deficiencia de ornitina transcarbamilasa, enfermedad de Tay-Sach, sindrome de
Hunter u otro defecto metabdlico, una enfermedad degenerativa de la retina u otra enfermedad del ojo.
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