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DESCRIPCION
Cépsides de AAVrh.64 modificado, composiciones que las contienen y usos de las mismas.
Antecedentes de la invencion

Un virus adeno-asociado (AAV), un miembro de la familia Parvovirus, es un pequefio virus icosaédrico, sin envoltura,
con genomas de ADN lineal de cadena simple de 4,7 kilobases (kb) a 6 kb. El virus se asigna al género,
Dependovirus, debido a que el virus fue descubierto como contaminante en poblaciones de adenovirus purificados.
El ciclo de vida del AAV incluye una fase latente en la que los genomas de AAV, tras la infeccién, son el sitio
especificamente integrado en cromosomas anfitrién, y una fase infecciosa en la que, a continuacion de la infeccién
ya sea por adenovirus o0 ya sea por virus de herpes simplex, los genomas integrados son posteriormente rescatados,
replicados y empaquetados en virus infecciosos. Las propiedades de no patogenicidad, amplia gama de infectividad
de anfitrion, incluyendo las células que no se dividen, y la integracion cromosomica potencial especifica del sitio,
hacen que el AAV sea una herramienta atractiva para transferencia de gen.

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

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

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

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona, en un aspecto, un vector de virus adeno-asociado (AAV) que comprende una
capside de AAVrh32/33 que tiene la secuencia de aminoacido SEQ ID Num. 2, en la que el vector viral porta un
transgén que codifica un producto de gen bajo el control de secuencias reguladoras que dirigen expresion del
producto en una célula anfitrién.

El producto de gen puede ser, por ejemplo, un inmundgeno o un antigeno. En realizaciones particulares, el producto
de gen se deriva de un inmundgeno o un antigeno viral.

El vector puede ser para uso en el suministro de un producto de gen a una célula anfitrién.

La invencion se extiende también a una composicidon que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un
vector de AAV segln se describe.

La invencion se extiende ademas a una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica una capside de AAVrh32/33, que tiene la secuencia de aminoacido de SEQ ID Num. 2.

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

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un gréafico que ilustra transduccién 293 in vitro de vectores de AAV corregidos en singletdon. Las
correcciones de singletdn estan indicadas detras del nombre del vector con, si esta presente, un nimero para indicar
el numero de mutaciones realizadas.

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

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

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

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

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

Descripcion detallada de la invencion

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

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

Método de singletdn

Segun se utiliza en la presente memoria, el término “singletén” se refiere a un aminoacido variable en una posicion
dada en una secuencia de capside de AAV seleccionada (es decir, parental). La secuencia de un aminoéacido
variable se determina mediante alineamiento de la secuencia de la capside de AAV parental con una libreria de
secuencias de capside de AAV funcionales. Las secuencias son analizadas después para determinar la presencia
de cualesquiera secuencias de aminoacido variables en la capside de AAV parental donde las secuencias del AAV
en la libreria de AAVs funcionales tienen conservacion completa. La secuencia de AAV parental es alterada a
continuacion para cambiar el singleton en el aminoacido conservado identificado en esa posicion en las secuencias
de cépside de AAV funcionales. Una secuencia de AAV parental puede tener 1 a 6, 1 a5, 1a4,1a3 02
singletones. Una secuencia de AAV parental puede tener mas de 6 singletones.

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

El AAV seleccionado para modificacion segun el método, es uno para el que resulta deseable incrementar una
cualquiera o mas de las tres propiedades funcionales siguientes de AAV, a saber, empaquetamiento en la particula
viral que tiene la capside de la secuencia de AAV seleccionada, incremento de la eficacia de transduccion, o
incremento de la eficacia de transferencia de gen en comparacion con el AAV parental. Por ejemplo, el AAV parental
puede estar caracterizado por tener una eficacia de empaquetamiento mas baja que otro AAV relacionado
cercanamente. En otro ejemplo, el AAV parental puede tener una eficacia de transduccién mas baja en comparacion
con AAVs relacionados cercanamente. En otro ejemplo, el AAV parental puede tener una eficacia de transferencia
de gen mas baja (es decir, una capacidad mas baja para suministrar una molécula objetivo in vivo) en comparacion
con AAVs relacionados cercanamente. En otros ejemplos, el AAV parental esta caracterizado por una funcién
adecuada en cada una de esas categorias, pero una 0 mas areas de funcién incrementada si se desea.

De ese modo, el método proporciona una libreria de AAVs funcionales, cuyas secuencias van a ser comparadas con
el AAV (parental) seleccionado. Adecuadamente, la libreria contiene AAVs que tienen una funcion deseada que es el
objetivo a mejorar en el AAV parental seleccionado. En otras palabras, cada una de las secuencias de la libreria de
AAVs funcionales se caracteriza por un nivel deseado de capacidad de empaquetamiento, un nivel deseado de
eficacia de transduccion in vitro, o un nivel deseado de eficacia de transferencia de gen in vivo (es decir, la
capacidad para el suministro a un tejido o célula objetivo seleccionada en un sujeto). Los AAVs funcionales que
componen la libreria pueden tener individualmente una, dos o todas esas caracteristicas funcionales. Otras
funciones deseadas para la libreria pueden ser determinadas facilmente por un experto en la materia.

En un ejemplo, un AAV funcional se caracteriza por la capacidad para producir particulas virales con eficacia de
empaquetamiento y transduccidon mayor o equivalente a la de uno cualquiera de AAV1, AAV2, AAV7, AAV8 o0 AAVI.
La funcion puede ser evaluada en un escenario de seudotipado con ITRs de AAV2 rep y de AAV2. De ese modo, se
puede construir un AAV parental alterado usando técnicas convencionales y el vector de AAV se considera funcional
si el virus se produce a partir del AAV parental en titulos de al menos el 50% en comparacion con la produccion de
AAV2. Ademas, la capacidad del AAV para transducir células puede ser determinada facilmente por un experto en la
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materia. Por ejemplo, se puede construir un AAV parental de tal modo que contenga un gen marcador que permita
una deteccion facil del virus. Por ejemplo, el AAV contiene eGFP u otro gen que permita deteccion fluorescente.
Donde el AAV contiene CMV-eGFP, cuando el virus producido a partir de la capside de AAV parental alterada es
transducido en células 293 en una multiplicidad de infeccion de 104, se demuestra la funcién donde la eficacia de
transduccion es mayor del 5% de fluorescencia GFP del total de las células en un contexto en que las células fueron
pretratadas con adenovirus tipo 5 humano de tipo natural en una multiplicidad de infeccién de 20 durante 2 horas.

Adecuadamente, una libreria se compone de al menos tres o0 al menos cuatro secuencias de capside de AAV
funcionales que representan al menos dos clados diferentes. Con preferencia, al menos dos secuencias de cada uno
de los clados representados estan incluidas en la libreria. En algunos ejemplos, estan representados tres, cuatro,
cinco, seis 0 mas clados.

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

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

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

Los clados de AAV que han sido descritos incluyen el Clado A (representado por AAV1 y AAV6), Clado B
(representado por AAV2) y Clado C (representado por el hibrido AAV2-AAV3), Clado D (representado por AAV7),
Clado E (representado por AAV8), y Clado F (representado por AAV9 humano). Estos clados estan representados
por un miembro del clado que es un serotipo de AAV descrito con anterioridad. El AAV1 y el AAV6 descritos con
anterioridad son miembros de un solo clado (Clado A) en el que se recuperaron 4 aislados procedentes de 3
humanos. Los serotipos de AAV3 y AAV5 descritos con anterioridad son claramente distintos entre si, pero no fueron
detectados en el escenario descrito en la presente memoria y no han sido incluidos en ninguno de esos clados.

Una discusion adicional de clados de AAV se proporciona en G. Gao, et al., J. Virol., 78(12): 6381-6388 (Junio de
2004) y las publicaciones de Patentes Internacionales nim. WO 2004/028817 y WO 2005/033321. El ultimo
documento proporciona también nuevas secuencias de AAV humano.

En un ejemplo, las librerias usadas en el método de la invencién excluyen el AAV5. En otro ejemplo, las librerias
usadas en el método excluyen el AAV4. Sin embargo, en algunos ejemplos, como donde el AAV parental es similar
a AAV5, puede resultar deseable incluir esa secuencia en el alineamiento.

Aungue se puede construir una libreria que contenga el nUmero minimo de secuencias, la eficacia de identificacion
de singletones puede ser optimizada utilizando una libreria que contenga un nimero mas grande de secuencias.
Adecuadamente, la libreria contiene un minimo de cuatro secuencias, estando representados al menos dos clados.
Con preferencia, la libreria contiene al menos dos secuencias de cada uno de los clados representados. En un
ejemplo, la libreria contiene mas de 100 secuencias de AAV. En otro ejemplo, la libreria contiene al menos tres a
100 secuencias de AAV. En otro ejemplo mas la libreria contiene al menos seis a 50 secuencias de AAV.

Los AAVs adecuados para su uso en las librerias funcionales incluyen, por ejemplo, AAV1, AAV2, AAV6, AAV7,
AAV8, AAV9 y otras secuencias que han sido descritas [G. Gao, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 100(10): 6081-6086 (13
de Mayo de 2003); publicacién de Patentes Internacionales nim. WO 2004/042397 y WO 2005/033321]. Un experto
en la materia puede seleccionar facilmente otros AAVs, por ejemplo los aislados usando los métodos descritos en la
publicacion de Patente Internacional nim. WO 03/093460 Al (13 de Noviembre de 2003) y en la publicacion de
solicitud de Patente US nim. 2003-0138772 Al (24 de Julio de 2003).

Las al menos tres secuencias de dentro de la libreria son al menos un 85% idénticas a través de la longitud
completa de sus secuencias de capside alineadas.

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

Los alineamientos se llevan a cabo usando cualquiera de una diversidad de Programas de Alineamiento de
Secuencia Mdltiple disponibles publicamente o comercialmente. Los programas de alineamiento de secuencia estan
disponibles para secuencias de aminodacido, por ejemplo, los programas “Clustal X", “MAP”, “PIMA”, “MSA",
“BLOCKMKER”, “MEME” y “Match-Box”. En general, cualquiera de los programas mencionados se usa en
configuraciones por defecto, aunque un experto en la materia puede alterar esas configuraciones segin sea
necesario. Alternativamente, un experto en la materia puede utilizar otro algoritmo o programa de ordenador que
proporcione al menos un nivel de identidad o de alineamiento como el proporcionado por los algoritmos y programas
de referencia. Véase, por ejemplo, J.D. Thomson et al., Nucl. Acidos. Res., “Una comparacion integral de maltiples
alineamientos de secuencia”, 27(13): 2682-2690 (1999).

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

Las secuencias de la capside de AAV objetivo o parental, sospechosas de contener un singletén, se comparan con
las secuencias de las capsides de AAV del interior de la libreria. Esta comparacién se realiza usando un
alineamiento de proteina vpl de longitud completa de la capside de AAV.

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

Tipicamente, cuando se prepara un alineamiento basado en la proteina vpl de capside de AAV, el alineamiento
contiene inserciones y supresiones que son identificadas por tanto con respecto a una secuencia de AAV de
referencia (por ejemplo, el AAV2) y la numeracién de los residuos de aminoacido estan basados en una escala de
referencia para el alineamiento. Sin embargo, cualquier secuencia de AAV dada puede tener menos residuos de
aminoacido que la escala de referencia. En la presente descripcion, cuando se discute el AAV parental y las
secuencias de la libreria de referencia, el término “la misma posicion” o la “posicion correspondiente” se refieren al
aminoacido situado en el mismo nimero de residuo en cada una de las secuencias, con respecto a la escala de
referencia para las secuencias alineadas. Sin embargo, cuando se toman fuera del alineamiento, cada una de las
proteinas vpl de AAV puede tener esos aminoacidos situados en nameros de residuo diferentes.

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

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

A la inversa, esta sustitucion puede ser realizada usando técnicas de mutagénesis convencionales dirigidas al sitio
sobre el coddn para el aminoacido variable. Tipicamente, la mutagénesis dirigida al sitio se realiza usando tan pocas
etapas como se requiera para obtener el codén deseado para el residuo de aminoacido conservado. Tales métodos
son bien conocidos por los expertos en la materia y pueden ser llevados a cabo usando métodos publicados y/o kits
disponibles comercialmente [por ejemplo, disponibles en Stratagene y Promega]. La mutagénesis dirigida al sitio
puede ser llevada a cabo sobre la secuencia gendémica de AAV. La secuencia de AAV puede ser portada por un
vector (por ejemplo, una estructura de plasmido) por conveniencia. Alternativamente, un experto en la materia puede
alterar el AAV parental usando otras técnicas conocidas por los expertos en la materia.

Un AAV parental puede tener mas de un singletén, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas. Sin embargo, se
5
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puede observar una mejora en la funcion tras la correccién de un singletén. En el ejemplo en que un AAV parental
porta multiples singletones, cada singletén puede ser alterado en un instante, seguido de evaluacién del AAV
modificado para potenciacion de la funcién deseada. Alternativamente, se pueden alterar multiples singletones con
anterioridad a la evaluacién en cuanto a potenciacion de la funcién deseada.

Incluso cuando un AAV parental contiene multiples singletones y se observa una mejora funcional alterada de un
primer singletén, puede ser deseable optimizar la funcion alterando el (los) singleton(es) restante(s).

Tipicamente, un AAV parental que ha tenido uno o mas singletones alterados conforme al método, es evaluado en
cuanto a funcion mediante empaquetamiento del AAV en una particula de AAV. Estos métodos son bien conocidos
por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, G. Gao et al., Proc. Natl. Acad. Sci., citado anteriormente;
Sambrook et al., Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor NY.

Estos AAVs alterados tienen nuevas capsides producidas conforme al método de singletén y son evaluados en
cuanto a funcién. Los métodos adecuados para la evaluacion de funcién de AAV han sido descritos en la presente
memoria e incluyen, por ejemplo, la capacidad de producir particulas protegidas de DNAsa, eficacia de transduccion
celular in vitro, y/o transferencia de gen in vivo. Adecuadamente, los AAVs alterados tienen un nimero suficiente de
singletones alterados para incrementar la funcién en una o en todas esas caracteristicas, en comparacion con la
funcién del AAV parental.

Il. Nuevo AAV

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

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

El término “homologia sustancial” o “similitud sustancial”’, cuando se refiere a acido nucleico o a un fragmento del
mismo, indica que cuando se alinean optimamente inserciones o supresiones de un nucleétido apropiado con otro
acido nucleico (o con su cadena complementaria), existe identidad de secuencia de nucleétido en al menos un 95 a
99% de las secuencias alineadas. Con preferencia, la homologia es sobre la longitud completa, o sobre una
estructura de lectura abierta de la misma, u otro fragmento adecuado que sea al menos de 15 nucledtidos de
longitud. En la presente memoria se describen ejemplos de fragmentos adecuados.

Los términos “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de secuencia” o “porcentaje idéntico” en el contexto
de las secuencias de acido nucleico, se refieren a los residuos en las dos secuencias que son iguales cuando se
alinean para su maxima correspondencia. La longitud de la comparacion de identidad de secuencia puede ser sobre
la longitud completa del genoma, la longitud completa de una secuencia de codificacion de gen, o sobre un
fragmento de al menos alrededor de 500 a 5000 nucleodtidos, seguin se desee. Sin embargo, se puede desear
también identidad entre fragmentos mas pequefios, por ejemplo de al menos alrededor de nueve nucledtidos,
normalmente al menos de alrededor de 20 a 24 nucleétidos, al menos alrededor de 28 a 32 nucleétidos, al menos
alrededor de 36 0 mas nucleotidos.

El término “homologia sustancial” o “similitud sustancial”, cuando se refiere a aminoacidos o a fragmentos de los
mismos, indica que, cuando se alinean optimamente con inserciones o0 supresiones de aminoacido apropiadas con
otro aminoacido (o con su cadena complementaria), existe identidad de secuencia de aminoacido en al menos
alrededor de un 90% a alrededor de un 99% de las secuencias alineadas, y en algunas realizaciones, alrededor del
97% de las secuencias alineadas. Con preferencia, la homologia es sobre la secuencia de longitud completa o sobre
una proteina de la misma, por ejemplo una proteina cap, una proteina rep, o un fragmento de la misma que sea al
menos de 8 aminoacidos, o de forma mas deseable, de al menos 15 aminoacidos de longitud. Ejemplos de
fragmentos adecuados se describen en la presente memoria.

El término “altamente conservado” significa al menos una identidad del 80%, con preferencia una identidad de al
menos el 90%, y mas preferiblemente, una identidad de alrededor del 97%. Un experto en la materia determina
facilmente la identidad recurriendo a algoritmos y programas de ordenador conocidos por los expertos en la materia.

El término “serotipo” es una distincidon con respecto a un AAV que tiene una capside que es serolégicamente distinta
de otros serotipos de AAV. La distintividad serolégica se determina en base a la falta de reactividad cruzada entre
anticuerpos con el AAV en comparacion con otro AAV. La reactividad cruzada se mide tipicamente en un ensayo de
anticuerpo neutralizante. Para este ensayo, se genera suero policlonal frente a un AAV especifico en un conejo y en
otro modelo de animal adecuado usando los virus adeno-asociados. En este ensayo, el suero generado frente a un
AAV especifico se prueba a continuacion en cuanto a su capacidad para neutralizar el mismo AAV (homologo) o

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2525143713

bien un AAV heterdlogo. La diluciéon que alcanza una neutralizacion del 50% se considera el titulo de anticuerpo
neutralizante. Si para dos AAVSs, el cociente del titulo heterélogo dividido por el titulo homdlogo es inferior a 16 de
una manera reciproca, esos dos vectores se consideran como el mismo serotipo. A la inversa, si la relacion del titulo
heterdlogo sobre el titulo homologo es de 16 o superior de una manera reciproca, los dos AAVs se consideran
serotipos distintos.

En un ejemplo adicional, el método puede ser usado para proporcionar un AAV que tenga nuevas capsides,
incluyendo rh.20, rh23/33, rh.39, rh.46, rh.73 y rh.74. Las secuencias de rh.20 tienen la misma secuencia de
aminoéacido de SEQ ID NUm. 1 o una secuencia de 95 a 99% idéntica sobre la longitud completa de SEQ ID Num. 1.
La capside de rh.32/33 tiene una secuencia de aminoacido de SEQ ID Num. 2 o secuencias de 95% a 99% idénticas
con la misma sobre la longitud completa de SEQ ID Num. 2. Esta capside de rh.39 tiene una secuencia de
aminoacido de SEQ ID Num. 3, o secuencias de 95% a 99% idénticas con la misma sobre la longitud completa de
SEQ ID Num. 3. La capside de rh.46 tiene una secuencia de aminoacido de SEQ ID Num. 4, o secuencias de 95% a
99% idénticas con la misma sobre la longitud completa de SEQ ID NUm. 4. La capside de rh.73 tiene una secuencia
de aminoacido de SEQ ID Num. 5, o secuencias de 95% a 99% idénticas con la misma sobre la longitud completa
de SEQ ID NUm. 5. La capside de rh.74 tiene una secuencia de aminoacido de SEQ ID NUum. 6, o secuencias de
95% a 99% idénticas con la misma sobre la longitud completa de SEQ ID Num. 6. Con preferencia, la identidad de
secuencia de estas nuevas capsides de AAV es tal que carecen de cualquier singletén. Las secuencias del nuevo
AAV se proporcionan en el Listado de Secuencias.

En otro ejemplo mas, las nuevas secuencias de AAV incluyen las proteinas de capside de AAV corregidas en
singleton y las secuencias que codifican esas proteinas de capside. Ejemplos de secuencias de AAV adecuadas
corregidas en singleton incluyen las AAV6.1, AAV6.2, AAV6.1.2, rh.8R, rh.48.1, rh.48.2, rh.48.1.2, hu.44R1,
hu.44R2, hu.44R3, hu.29R, ch.5R1, rh.67, rh.54, hu.48R1, hu.48R2, y hu.48R3. Por ejemplo, la AAV6 corregida en
singleton, incluyendo las AAV6.1, AAV6.2 y AAV6.1.2., han mostrado una mejora funcional significativa sobre la
secuencia de AAV6 parental.

Las proteinas particularmente deseables incluyen las proteinas de capside de AAV, las cuales son codificadas por
las secuencias de nucleétido identificadas con anterioridad. La capside de AAV esta compuesta por tres proteinas,
las vpl, vp2 y vp3, las cuales son variantes de empalme alternativas. Otros fragmentos deseables de la proteina de
capside incluyen las regiones constante y variable, situadas entre regiones hipervariables (HVR). Otros fragmentos
deseables de la proteina de capside incluyen las propias HVR.

Un algoritmo desarrollado para determinar areas de la divergencia de secuencia en AAV2 ha producido 12 regiones
hipervariables (HVR) de las que 5 se superponen o son parte de las cuatro regiones variables descritas con
anterioridad. [Chiorini et al., J. Virol. 73: 1309-19 (1999); Rutledge et al., J. Virol, 72: 309-319]. Usando este
algoritmo y/o las técnicas de alineamiento descritas en la presente memoria, se determina la HVR de los nuevos
serotipos de AAV. Por ejemplo, las HVR se localizan como sigue: HVR1, aa 146-152; HVR2, aa 182-186; HVR3, aa
262-264; HVRA4, aa 381-383; HVR5, aa 450-474; HVR6, aa 490-495; HVR7, aa-500-504; HVRS8, aa 514-522; HVR9,
aa 534-555; HVR10, aa 581-594; HVR11, aa 658-667; y HVR12, aa 705-719 [el sistema de numeracion se basa en
un alineamiento que usa la vpl de AAV2 como punto de referencia]. Usando el alineamiento proporcionado en la
presente memoria, llevado a cabo usando el programa Clustal X en configuraciones por defecto, o usando otros
programas de alineamiento disponibles comercialmente o publicamente en configuraciones por defecto tales como
las descritas en la presente memoria, un experto en la materia puede determinar facilmente fragmentos
correspondientes de las nuevas capsides de AAV de la invencion.

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

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

Las nuevas secuencias de aminoacido de AAV, péptidos y proteinas pueden ser expresados a partir de las
secuencias de acido nucleico de AAV de la invencion. Adicionalmente, estas secuencias de aminoacido, péptidos y
proteinas pueden ser generados mediante otros métodos conocidos en el estado de la técnica, incluyendo por
ejemplo sintesis quimica, mediante otras técnicas sintéticas, o mediante otros métodos. Las secuencias de
cualquiera de las capsides de AAV que se proporcionan en la presente memoria pueden ser generadas facilmente
usando una diversidad de técnicas.

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

Las secuencias y proteinas de la invencién pueden ser producidas con cualesquiera medios adecuados, incluyendo
produccién recombinante, sintesis quimica, u otros medios sintéticos. Tales métodos de produccién estan dentro del
conocimiento de los expertos en la materia y no constituyen una limitacion de la presente invencion.

IIl. Produccion de rAAV con nuevas capsides de AAV

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

En otro aspecto, la presente invencion proporciona moléculas que utilizan las nuevas secuencias de AAV de la
invencion para la produccion de vectores virales Utiles para el suministro de un gen heterélogo o de secuencias de
acido nucleico a una célula objetivo.

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

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

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

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

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

Los componentes que requieren ser cultivados en la célula anfitrion para empaquetar un minigén de AAV en una
capside de AAV pueden ser proporcionados a la célula anfitrion en trans. Alternativamente, uno o mas de los
componentes requeridos (por ejemplo, minigén, secuencias rep, secuencias cap y/o funciones auxiliares) pueden ser
proporcionadas por una célula anfitrion estable que haya sido disefiada de modo que contenga uno o mas de los
componentes requeridos usando métodos conocidos por los expertos en la materia. De manera mas adecuada, una
célula anfitrion estable de ese tipo contendra el (los) componente(s) requerido(s) bajo el control de un promotor
inducible. Sin embargo, el (los) componente(s) requerido(s) puede(n) estar bajo el control de un promotor
constitutivo. Ejemplos de promotores inducibles y constitutivos adecuados se proporcionan en la presente memoria,
en la discusion de elementos reguladores adecuados para su uso con el transgén. En otra alternativa mas, una
célula anfitrién estable seleccionada puede contener un(os) componente(s) seleccionado(s) bajo el control de un
promotor constitutivo y otro(s) componente(s) seleccionado(s) bajo el control de uno o mas promotores inducibles.
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Por ejemplo, se puede generar una célula anfitrion estable que derive de células 293 (que contenga funciones
auxiliares E1 bajo el control de un promotor constitutivo), pero que contiene las proteinas rep y/o cap bajo el control
de promotores inducibles. Incluso otras células anfitrion mas pueden ser generadas por un experto en la materia. El
minigén, las secuencias rep, las secuencias cap, y las funciones auxiliares requeridas para producir el rAAV de la
invencion pueden ser suministrados a la célula anfitrion de empaguetamiento en forma de cualquier elemento
genético que transfiera las secuencias portadas por el mismo. El elemento genético seleccionado puede ser
suministrado mediante cualquier método adecuado, incluyendo los descritos en la presente memoria. Los métodos
usados para construir cualquier realizacion de la invencién son conocidos por los expertos en manipulacién de acido
nucleico e incluyen ingenieria genética, ingenieria recombinante y técnicas sintéticas. Véase, por ejemplo, Sambrook
et al., Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY. De forma
similar, los métodos de generacion de viriones de rAAV son bien conocidos y la seleccién de un método adecuado
no constituye ninguna limitacién de la presente invencion. Véase, por ejemplo, K. Fisher et al., J. Virol., 70: 520-532
(1993) y la Patente US nim. 5.478.745.

A menos que se especifique otra cosa, las ITRs de AAV y otros componentes de AAV seleccionados descritos en la
presente memoria, pueden ser seleccionados facilmente a partir de cualquier AAV, incluyendo sin limitacién los
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV9 y una de las nuevas secuencias de AAV de la invencion.
Estas ITRs u otros componentes de AAV pueden ser aislados facilmente usando técnicas disponibles para los
expertos en la materia, a partir de una secuencia de AAV. Tal AAV puede ser aislado u obtenido a partir de fuentes
académicas, comerciales o publicas (por ejemplo, la American Type Culture Collection, Manassas, VA).
Alternativamente, las secuencias de AAV pueden ser obtenidas a través de medios sintéticos o de otros medios
adecuados en referencia a secuencias publicadas tal como las que estan disponibles en la literatura o en bases de
datos tales como, por ejemplo, GenBank®, PubMed®, o similar.

A. El minigén

El minigén esta compuesto, como minimo, por un transgén y sus secuencias reguladoras, y por repeticiones
terminales invertidas (ITRs) 5’y 3' de AAV. En una realizacion deseable, se utilizan las ITRs del serotipo 2 de AAV.
Sin embargo, pueden seleccionarse ITRs de otras fuentes adecuadas. Este minigén se empaqueta en una proteina
de capside y se suministra a una célula anfitriona seleccionada.

1. El transgén

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

La composicion de la secuencia de transgén dependera del uso que deba darse al vector resultante. Por ejemplo, un
tipo de secuencia de transgén incluye una secuencia informadora que con su expresion produce una sefial
detectable. Tales secuencias informadoras incluyen, sin limitacion, secuencias de ADN que codifican B-lactamasa, -
galactosidasa (LacZ), fosfatasa alcalina, timidina quinasa, proteina fluorescente verde (GFP), GFP potenciada
(EGFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), luciferasa, proteinas enlazadas por membrana incluyendo, por
ejemplo, CD2, CD4, CD8, la proteina de hemaglutinina de influenza, y otras bien conocidas en el estado de la
técnica, respecto a las que pueden existir o ser producidos anticuerpos de alta afinidad dirigidos a las mismas con
medios convencionales, y proteinas de fusién que comprenden una proteina enlazada por membrana fusionada
apropiadamente con un dominio de etiqueta de antigeno procedente, entre otros, de hemaglutinina o de Myc.

Estas secuencias de codificacion, cuando estan asociadas a elementos reguladores que activan su expresion,
proporcionan sefiales detectables con medios convencionales, incluyendo ensayos enzimaticos, radiograficos,
colorimétricos, de fluorescencia u otros ensayos espectrograficos, ensayos de clasificacion de célula de activacion
de fluorescencia y ensayos inmunolégicos, incluyendo el ensayo inmunoabsorbente enlazado a enzima (ELISA), el
radioinmunoensayo (RIA) y la inmunohistoquimica. Por ejemplo, cuando la secuencia marcadora es el gen LacZ, la
presencia del vector portador de la sefial se detecta mediante ensayos respecto a actividad de beta-galactosidasa.
Cuando el transgén es proteina fluorescente verde o luciferasa, el vector portador de la sefial puede ser medido
visualmente mediante produccion de color o de luz en un luminémetro.

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

El transgén puede ser usado para corregir o mejorar deficiencias de gen, las cuales pueden incluir deficiencias en
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las que los genes normales son expresados a niveles menores que los normales o deficiencias en las que el
producto de gen funcional no esta expresado. Alternativamente, el transgén puede proporcionar un producto a una
célula que no sea expresado de forma natural en el tipo de célula o en el anfitrién. Un tipo preferido de secuencia de
transgén codifica una proteina terapéutica o un polipéptido que se expresa en una célula anfitrion. La invencion
incluye ademas el uso de mdltiples transgenes. En algunas situaciones, se puede usar un transgén diferente para
codificar cada subunidad de una proteina, o para codificar diferentes péptidos o proteinas. Esto es deseable cuando
el tamafio del ADN que codifica la subunidad de proteina es grande, por ejemplo para una inmunoglobulina, para el
factor de crecimiento derivado de plaqueta, o para una proteina de distrofina. Con el fin de que la célula produzca la
proteina multi-subunidad, se infecta una célula con el virus recombinante que contiene cada una de las diferentes
subunidades. Alternativamente, las diferentes subunidades de una proteina pueden ser codificadas mediante el
mismo transgén. En este caso, un transgén simple incluye el ADN que codifica cada una de las subunidades,
estando el ADN para cada unidad separado por un sitio de entrada de ribozima interna (IRES). Esto es deseable
cuando el tamafio del ADN que codifica cada una de las subunidades es pequefio, por ejemplo el tamafio total del
ADN que codifica las subunidades y los IRES es menor de cinco kilobases. Como alternativa a un IRES, el ADN
puede estar separado por secuencias que codifican un péptido 2A, el cual se autoescinde en un evento post-
traslacional. Véase, por ejemplo, M.L. Donnelly, et al., J. Gen. Virol., 78(Pt 1): 13-21 (Enero 1997); Furler, S., et al.,
Gene Ther., 8(11): 864-873 (Junio 2001); Klump H., et al., Gene Ther., 8(10): 811-817 (Mayo 2001). Este péptido 2A
es significativamente mas pequefio que un IRES, lo que hace que sea muy adecuado para su uso cuando el espacio
es un factor limitativo. Con mas frecuencia, cuando el transgén es grande, consiste en multiples subunidades, o se
co-suministran dos transgenes, portando el RAAV el (los) transgén(es) deseado(s) o se co-administran las
subunidades para permitirles concatamerizar in vivo para formar un genoma de vector simple. En una realizacion de
ese tipo, un primer AAV puede portar una casete de expresion que exprese un transgén simple y un segundo AAV
puede portar una casete de expresion que exprese un transgén diferente para su co-expresion en la célula anfitrion.
Sin embargo, el transgén seleccionad puede codificar cualquier producto biolégicamente activo u otro producto, por
ejemplo, un producto deseable para su estudio.

Los transgenes adecuados pueden ser seleccionados facilmente por un experto en la materia. La seleccion del
transgén no se considera una limitacién de la presente invencion.

2. Elementos reguladores

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

Las secuencias de control de expresion incluyen secuencias de transcripcion, iniciacion, promotoras y potenciadoras
apropiadas; sefiales de procesamiento eficiente de ARN tal como sefales de empalme y poliadenilacion (poliA);
secuencias que estabilizan mARN citoplasmico; secuencias que potencian la eficiencia de traduccién (es decir,
secuencias de consenso de Kozak); secuencias que potencian la estabilidad de la proteina; y cuando se desee,
secuencias que aumentan la secrecién del producto codificado. Un gran nimero de secuencias de control de
expresion, incluyendo las promotoras que son naturales, constitutivas, inducibles y/o especificas del tejido, son
conocidas en el estado de la técnica y pueden ser utilizadas.

Ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitaciéon, el promotor LTR del virus del sarcoma retroviral de
Rous (RSV) (opcionalmente con el potenciador de RSV), el promotor de citomegalovirus (CMV) (opcionalmente con
el potenciador de CMV) [véase, por ejemplo, Boshart et al., Célula, 41: 521-530 (1985)], el promotor SV40, el
promotor de dihidrofolato reductasa, el promotor de B-actina, el promotor de fosfoglicerol quinasa (PGK), y el
promotor de EF1 [Invitrogen]. Los promotores inducibles permiten la regulaciéon de expresién de gen y pueden ser
regulados mediante compuestos suministrados exdgenamente, mediante factores ambientales tales como la
temperatura, o por la presencia de un estado fisioldgico especifico como por ejemplo, fase aguda, un estado de
diferenciacion particular de la célula, o en células replicantes solamente. Los promotores inducibles y los sistemas
inducibles estan disponibles a partir de una diversidad de fuentes comerciales, incluyendo, sin limitacion, Invitrogen,
Clontech y Ariad. Se han descrito muchos otros sistemas y pueden ser facilmente seleccionados por un experto en
la materia. Ejemplos de promotores inducibles regulados por compuestos suministrados exdgenamente incluyen el
promotor de metalotionina (MT) de oveja inducible por zinc, el promotor del virus de tumor de mama de raton
(MMTV) inducible por dexametasona (Dex), el sistema promotor de polimerasa T7 [publicacion de Patente
Internacional nim. WO 98/10088]; el promotor de insecto de ecdisoma [No et al., Proc . Natl. Acad. Sci. USA, 93:
3346-3351 (1996)], el sistema reprimible por tetraciclina [Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5547-5551
(1992)], el sistema inducible por tetraciclina [Gossen et al., Ciencia, 268: 1766-1769 (1995), véase también Harvey et
al., Curr. Opin. Chem. Biol., 2: 512-518 (1998)], el sistema inducible por RU486 [Wang et al., Nat. Biotech., 15: 239-
243 (1997) y Wang et al., Gene Ther., 4: 432-441 (1997)] y el sistema inducible por rapamicina [Magari et al., J. Clin.
Invest., 100: 2865-2872 (1997)]. Otros tipos de promotores inducibles que pueden ser Utiles en este contexto son
aquellos que se regulan mediante un estado fisioldgico especifico, por ejemplo la temperatura, una fase aguda, un
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estado de diferenciacion particular de la célula, o en células replicantes solamente.

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

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

Opcionalmente, los plasmidos portadores de transgenes terapéuticamente Utiles pueden incluir también genes
marcadores o informadores seleccionables (situados preferentemente fuera del genoma viral que va a ser rescatado
mediante el método de la invencion) pueden ser usados para indicar la presencia de los plasmidos en las células
bacterianas, tal como por resistencia a la ampicilina. Otros componentes del plasmido pueden incluir un origen de
replicacién. La seleccién de estos y otros promotores y elementos de vector, se hace de manera convencional y
muchas de esas secuencias estan disponibles [véase, por ejemplo, Sambrook et al., y las referencias citadas en la
misma).

La recombinacién de transgén, de promotor/potenciador, y de las ITRs 3' y 5’ de AAV, se menciona como “minigén”
por facilidad de referencia en la presente memoria. Siempre segun las ensefianzas de esta invencion, el disefio de
tal minigén puede hacerse recurriendo a técnicas convencionales.

3. Suministro del minigén a una célula anfitrion de empaquetamiento

El minigén puede ser portado sobre cualquier vector adecuado, por ejemplo un plasmido, que se suministre a una
célula anfitrion. Los plasmidos utiles en la presente invencién pueden estar disefiados de tal modo que sean
adecuados para replicacion y, opcionalmente, para integracién en células procaridticas, en células de mamiferos, o
en ambas. Estos plasmidos (u otros vectores portadores de la ITR 5 de AAV — molécula heterdloga — ITR 3’ de
AAV) contienen secuencias que permiten la replicacién del minigén en marcadores eucariotas y/o procariotas y de
seleccién para esos sistemas. Los genes marcadores o informadores seleccionables pueden incluir secuencias que
codifican la resistencia a la geneticina, a la higromicina o a la purimicina, entre otras. Los plasmidos pueden
contener también ciertos genes informadores o marcadores seleccionables que pueden ser usados para indicar la
presencia del vector en células bacterianas, tal como por resistencia a ampicilina. Otros componentes del plasmido
pueden incluir un origen de replicacion y un amplicén, tal como el sistema de amplicon que emplea el antigeno
nuclear del virus de Epstein Barr. Este sistema de amplicén, u otros componentes de amplicdn similares, permiten
una replicacién episémica de alta copia en las células. Con preferencia, la molécula que porta el minigén es
transfectada en la célula, donde puede existir transitoriamente. Alternativamente, el minigén (que porta la ITR 5’ de
AAV — molécula heter6loga — ITR 3’ de AAV), puede estar integrado de forma estable en el genoma de la célula
anfitrion, ya sea cromosémicamente o ya sea como episoma. En algunas realizaciones, el minigén puede estar
presente en multiples copias, opcionalmente en concatameros de cabeza con cabeza, cabeza con cola, o cola con
cola. Las técnicas de transfeccion adecuadas son conocidas y pueden ser facilmente utilizadas para suministrar el
minigén a la célula anfitrion.

En general, cuando se suministra el vector que comprende el minigén mediante transfeccién, el vector es
suministrado en una cantidad que va desde aproximadamente 5 ug a aproximadamente 100 ug de ADN,
aproximadamente 10 p% a aproximadamente 50 ug de ADN, en aproximadamente 1 X 10* células a
aproximadamente 1 x 10" células, o en aproximadamente 1 x 10° células. Sin embargo, las cantidades relativas de
ADN de vector en células anfitrion pueden ser ajustadas por un experto en la materia, quién puede tener en cuenta
factores tales como el vector seleccionado, el método de suministro y las células anfitrion seleccionadas.

B. Secuencias rep y cap

Adicionalmente al minigén, la célula anfitrion contiene las secuencias que activan expresion de una nueva proteina
de capside de AAV de la invencion (o una proteina de capside que comprende un fragmento de las mismas) en la
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célula anfitrién y secuencias rep de la misma fuente que la fuente de las ITRs de AAV encontradas en el minigén, o
de una fuente de complementacion cruzada. Las secuencias cap y rep de AAV pueden ser obtenidas, de forma
independiente, a partir de una fuente de AAV seguln se ha descrito en lo que antecede, y pueden ser introducidas en
la célula anfitrion de cualquier manera conocida por los expertos en la materia, segin se ha descrito con
anterioridad. Adicionalmente, cuando se seudotipa un vector de AAV, las secuencias que codifican cada una de las
proteinas rep esenciales pueden ser suministradas mediante diferentes fuentes de AAV 8por ejemplo, los AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAVE, AAV7, AAV8, AAV9). Por ejemplo, las secuencias rep78/68 pueden proceder del
AAV2, mientras que las secuencias rep52/40 pueden proceder del AAVS.

En una realizacién, la célula anfitrion contiene de forma estable la proteina de capside bajo el control de un promotor
adecuado, tal como los que se han descrito con anterioridad. Mas deseablemente, en esta realizacién, la proteina de
capside se expresa bajo el control de un promotor inducible. En otra realizacion, la proteina de capside se suministra
a la célula anfitr8ion en trans. Cuando se suministra a la célula anfitrion en trans, la proteina de capside puede ser
suministrada por medio de un plasmido que contiene las secuencias necesarias para dirigir la expresion de la
proteina de cépside seleccionada en la célula anfitrion. Mas deseablemente, cuando se suministra a la célula
anfitrion en trans, el plasmido que porta la proteina de capside porta también otras secuencias requeridas para
empagquetar el rAAV, por ejemplo las secuencias rep.

En otra realizacion, la célula anfitrién contiene de forma estable las secuencias rep bajo el control de un promotor
adecuado, tal como los que se han descrito en lo que antecede. Mas deseablemente, en esta realizacion, las
proteinas rep esenciales son expresadas bajo el control de un promotor inducible. En otra realizacién, las proteinas
rep son suministradas a la célula anfitrion en trans. Cuando se suministran a la célula anfitrién en trans, las proteinas
rep pueden ser suministradas por medio de un plasmido que contiene las secuencias necesarias para dirigir la
expresion de las proteinas rep seleccionadas en la célula anfitrion. Mas deseablemente, cuando se suministra a la
célula anfitrién en trans, el plasmido que porta la proteina de capside porta también otras secuencias requeridas
para empaquetar el rAAV, por ejemplo, las secuencias rep y cap.

Asi, en una realizacion, las secuencias rep y cap pueden ser transfectadas en la célula anfitrién sobre una molécula
simple de acido nucleico y existir establemente en las células a modo de episoma. En otra realizacion, las
secuencias rep y cap estan integradas establemente en el cromosoma de la célula. Otra realizacion tiene las
secuencias rep y cap expresadas transitoriamente en la célula anfitrién. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico
util para tal transfeccion comprende, desde 5’ hasta 3', un promotor, un espaciador opcional intercalado entre el
promotor y el sitio de inicio de la secuencia de gen rep, una secuencia de gen rep de AAV, y una secuencia de gen
cap de AAV.

Opcionalmente, las secuencias rep y/o cap pueden ser suministradas sobre un vector que contiene otras secuencias
de ADN que han de ser introducidas en las células anfitrion. Por ejemplo, el vector puede contener la construccién
de rAAV que comprende el minigén. El vector puede comprender uno o mas de los genes que codifican las
funciones auxiliares, por ejemplo las proteinas adenovirales E1, E2a, y E4 ORF6, y el gen para VAI ARN.

Con preferencia, el promotor utilizado en esta construccion puede ser cualquiera de entre los promotores
constitutivos, inducibles o naturales conocidos por los expertos en la materia 0 segun se ha discutido en lo que
antecede. En una realizaciéon, se emplea una secuencia de promotor P5 de AAV. La seleccion del AAV para
proporcionar cualquiera de esas secuencias no constituye una limitaciéon de la invencion.

En otra realizacién preferida, el promotor para la rep es un promotor inducible, tal como los que se han discutido
anteriormente en relacion con los elementos reguladores de transgén. Un promotor preferido para expresion rep es
el promotor T7. El vector qu3e comprende el gen rep regulado por el promotor T7 y el gen cap, es transfectado o
transformado en una célula que expresa, ya sea constitutivamente o ya sea induciblemente, la polimerasa de T7.
Véase la publicacion de P<atente Internacional nim. WP 98/10099, publicada el 12 de Marzo de 1998.

El espaciador es un elemento opcional en el disefio del vector. El espaciador es una secuencia de ADN intercalada
entre el promotor y el sitio de inicio ATG de gen rep. El espaciador puede tener cualquier disefio deseado; es decir,
puede ser una secuencia aleatoria de nucledtidos, o alternativamente, puede codificar un producto de gen, tal como
un gen marcador. El espaciador puede contener genes que incorporen tipicamente sitios de inicio/detencion y poliA.
El espaciador puede ser una secuencia de ADN no codificadora, procedente de una procariota 0 eucariota, una
secuencia no codificadora repetitiva, una secuencia de codificacién sin controles transcripcionales, o una secuencia
de codificacion con controles transcripcionales. Dos ejemplos de fuentes de secuencias espaciadoras son las
secuencias escalera de fago o las secuencias escalera de levadura, las cuales estan disponibles comercialmente,
por ejemplo en Gibco o Invitrogen, entre otros. El espaciador puede ser un tamafio cualquiera suficiente para reducir
la expresion de los productos de gen rep78 y rep68, dejando los productos de gen rep52, rep40 y cap expresados a
niveles normales. La longitud del espaciador puede estar comprendida, por lo tanto, entre alred3edor de 10 bp y
alrededor de 10,0 kbp, con preferencia en la gama de alrededor de 100 bp a alrededor de 8,0 kbp. Para reducir la
posibilidad de recombinacion, el espaciador es preferentemente de una longitud menor de 2 kbp; sin embargo, la
invencion no esta limitada por ello.

Aunque la(s) molécula(s) que proporciona(n) rep y cap pueden existir en la célula anfitrién transitoriamente (es decir,
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mediante transfeccién), se prefiere que tanto las proteinas rep y cap como el (los) promotor(es) que controla(n) su
expresion esté(n) expresado(s) de forma estable en la célula anfitrion, por ejemplo como episoma o mediante
integracion en el cromosoma de la célula anfitrion. Los métodos empleados para construir las realizaciones de esta
invencion son técnicas convencionales de ingenieria genética o de ingenieria recombinante tales como las descritas
en las referencias que anteceden. Mientras esta descripcion proporciona ejemplos ilustrativos de construcciones
especificas, usando la informaciéon proporcionada en la presente memoria, un experto en la materia puede
seleccionar y disefiar otras construcciones adecuadas, usando una opcion de espaciadores, promotores P5 y otros
elementos, incluyendo al menos una sefial de inicio y detencién traslacional, y la adicidon opcional de sitios de
poliadenilacion.

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

C. Las funciones auxiliares

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

Mediante “ADN adenoviral que expresa el producto de gen E1a”, se entiende cualquier secuencia de adenovirus que
codifiqgue Ela o cualquier porcion de Ela funcional. El ADN adenoviral que expresa el producto de gen E2a y el ADN
adenoviral que expresa los productos de gen E4 ORF6 se definen de forma similar. También estan incluidos
cualesquiera alelos u otras modificaciones del gen adenoviral o de la porcién funcion del mismo. Tales
modificaciones pueden ser introducidas deliberadamente recurriendo a técnicas convencionales mutagénicas o de
ingenieria genética para potenciar la funcion adenoviral de alguna manera, asi como las variantes alélicas de las
mismas que ocurren de forma natural. Tales modificaciones y métodos para manipular ADN para conseguir esas
funciones de gen de adenovirus son conocidos por los expertos en la materia.

Los productos de gen Ela, Elb, E2a y/o E4AORF6, asi como cualesquiera otras funciones auxiliares deseadas,
pueden ser proporcionados usando cualesquiera medios que permitan su expresion en una célula. Cada una de las
secuencias que codifican esos productos puede estar en un vector separado, 0 uno 0 mas genes pueden estar en el
mismo vector. El vector puede ser cualquier vector conocido en el estado de la técnica o descrito en lo que
antecede, incluyendo los plasmidos, cosmidos y virus. La introduccién en la célula anfitrion del vector puede ser
lograda con cualquier medio conocido en el estado de la técnica o descrito en lo que antecede, incluyendo
transfeccion, infeccién, electroporacion, suministro de liposoma, técnicas de fusibn de membrana, granulos
recubiertos de ADN de alta velocidad, infeccién viral y fusion de protoplasto, entre otros. Uno o mas de los genes
adenovirales pueden estar integrados de forma estable en el genoma de la célula anfitrion, expresados de forma
estable como episomas, o expresados transitoriamente. Los productos de gen pueden estar todos expresados
transitoriamente, sobre un episoma o integrados de forma estable, o algunos de los productos de gen pueden estar
expresados de forma estable mientras otros estan expresados de forma transitoria. Ademas, el promotor para cada
uno de los genes adenovirales puede ser seleccionado independientemente a partir de un promotor constitutivo, un
promotor inducible o un promotor adenoviral natural. Los promotores pueden estar regulados por un estado
fisiolégico especifico del organismo o de la célula (es decir, por el estado de diferenciacion o en células replicantes o
quiescentes) o por otros medios, por ejemplo mediante factores afiadidos exdgenamente.

D. Células anfitrion y lineas de células de empaquetamiento

La célula anfitrion, en si misma, puede ser seleccionada a partir de cualquier organismo biolégico, incluyendo las
células procaridticas (por ejemplo, bacterianas) y células eucariéticas, incluyendo células de insecto, células de
levadura y células de mamifero. Las células anfitrion particularmente deseables se eligen entre especies
cualesquiera de mamifero, incluyendo sin limitacién células tales como A549, WEHI, 3T3, 10T1/2, BHK, MDCK, COS
1, COS 7, BSC 1, BSC 40, BMT 10, VERO, WI38, Hela, células 293 (las cuales expresan E1 adenoviral funcional),
Saos, C2C12, células L, HT1080, HepG2, y fibroblasto primario, hepatocito y células de mioblasto derivadas de
mamiferos incluyendo el ser humano, el mono, el raton, la rata, el conejo y el hamster. La seleccion de las especies
de mamifero que proporcionan las células no es una limitacion de la presente invencion, ni lo es el tipo de célula de
mamifero, es decir, fibroblasto, hepatocito, célula de tumor, etc. Los requisitos para la célula son que no porte ningin
gen de adenovirus distinto de E1, E2a y/o E4 ORF6; no contenga cualquier otro gen de virus que pudiera dar como
resultado la recombinacion homadloga de un virus contaminante durante la produccién de rAAV; y, que sea capaz de
infeccion o transfeccion de ADN y de expresion del ADN transfectado. En una realizacién preferida, la célula anfitrion
es una que tiene rep y cap transfectadas establemente en la célula.
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Una célula anfitrién Gtil en la presente invencion es una célula anfitrion transformada establemente con secuencias
que codifican rep y cap, y que esta transfectada con el ADN de E1, E2a, E4 ORF6 de adenovirus y una construccion
portadora del minigén segun se ha descrito con anterioridad. Las lineas de células de expresion de rep y/o cap
estables, tal como la B-50 (publicacién de solicitud de Patente Internacional nim. WO 99/15685), o las descritas en
la Patente US num. 5.658.785, pueden ser empleadas también de forma similar. Otra célula anfitrion deseable
contiene el minimo ADN adenoviral que sea suficiente para expresar E4 ORF6. Incluso pueden ser construidas otras
lineas de célula usando las nuevas secuencias cap de AAV corregido en singleton de la invencion.

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

La introduccion de las moléculas (como plasmidos o virus) en la célula anfitrion puede ser también llevada a cabo
usando técnicas conocidas por los expertos en la materia y discutidas a través de la descripcion. En la realizacion
preferida, se usan técnicas de transfeccion estandar, por ejemplo transfeccidon o electroporacién de CaPO,, y/o
infeccion por vectores hibridos de adenovirus/AAV en lineas de células tal como la linea celular de rifion embriénico
humano HEK 293 (una linea de células de rifion humano que contiene genes E1 de adenovirus funcional, que
proporciona proteinas E1 que actdan en trans).

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

Asi, la invencién proporciona ademas vectores generados usando las secuencias de acido nucleico y de aminoacido
del nuevo AAV de la invencién. Tales vectores son (tiles para una diversidad de propésitos, incluyendo el suministro
de moléculas terapéuticas y el uso en regimenes de vacuna. Particularmente deseables para el suministro de
moléculas terapéuticas son los AAV recombinantes que contienen capsides del nuevo AAV de la invencién. Estas u
otras construcciones de vector, que contienen nuevas secuencias de AAV segun la invencion, pueden ser usadas en
regimenes de vacuna, por ejemplo para el suministro de una citoquina o para el suministro de un inmundgeno en si
mismo.

IV. Virus recombinantes y usos de los mismos

Usando las técnicas descritas en la presente memoria, un experto en la materia puede generar un rAAV que tenga
una capside de un AAV seguln la invencién, o que tenga una capside que contenga uno o mas fragmentos de un
AVV segun la invencion. En una realizacion, se puede utilizar una capside de longitud completa a partir de un AAV
corregido en singletén.

A. Suministro de virus

Los vectores conforme a la presente invencion proporcionan un método para el suministro de un gen a un anfitrion
que incluye transfectar o infectar una célula anfitrion seleccionada con un vector viral recombinante generado con el
AAV corregido en singleton (o un fragmento funcional del mismo) de la invencion. Los métodos de suministro son
bien conocidos por los expertos en la materia y no constituyen una limitacion de la presente invencién.

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

Opcionalmente, una muestra del anfitrién puede ser en primer lugar sometida a ensayo en cuanto a la presencia de
anticuerpos respecto a una fuente de AAV seleccionada (por ejemplo, un serotipo). Una diversidad de formatos de
ensayo para detectar anticuerpos neutralizantes son bien conocidos por los expertos en la materia. La selecciéon de
un ensayo de ese tipo no es una limitacion de la presente invencion. Véase, por ejemplo, Fisher et al., Nature Med.,
3(3): 306-312 (marzo de 1997), y W.C. Manning et al., Terapia de Gen Humano, 9: 477-485 (1 de Marzo de 1998).
Los resultados del ensayo pueden ser usados para determinar qué vector de AAV que contiene proteinas de capside
de una fuente particular, es el preferido para el suministro, por ejemplo mediante la ausencia de anticuerpos
neutralizantes especificos para esa fuente de capside.

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

Opcionalmente, se pueden usar multiples vectores de rAAV para suministrar transgenes grandes o multiples
transgenes mediante co-administracion de vectores de rAAV concatamerizados in vivo para formar un genoma de
vector simple. En una realizacién de ese tipo, un primer AAV puede portar una casete de expresién que exprese un
transgén simple (o una subunidad del mismo) y un segundo AAV puede portar una casete de expresion que exprese
un segundo transgén (o una subunidad diferente) para su co-expresion en la célula anfitrién. Un primer AAV puede
portar una casete de expresion que es una primera pieza de una construccién policistronica (por ejemplo, un
promotor y transgén, o una subunidad) y un segundo AAV puede portar una casete de expresidon que es una
segunda pieza de una construccion policistronica (por ejemplo, un transgén o subunidad y una secuencia de poliA).
Estas dos piezas de una construccion policistrénica concatamerizan in vivo para formar un genoma de vector simple
que co-expresa los transgenes suministrados por el primer y el segundo AAVs. En tales realizaciones, el vector de
rAAV que porta la primera casete de expresion y el vector de rAAV que porta la segunda casete de expresion
pueden ser proporcionados en una sola composicién farmacéutica. En otras realizaciones, los dos o mas vectores
de rAAV son suministrados como composiciones farmacéuticas separadas que pueden ser administradas
sustancialmente de forma simultanea, o una o poco antes o un poco después que la otra.

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

Opcionalmente, las composiciones de la invencién pueden contener, adicionalmente al rAAV y al (a lo) portador(es),
otros ingredientes farmacéuticos convencionales, tal como conservantes o esterilizadores quimicos. Ejemplos
adecuados de conservantes incluyen el clorobutanol, sorbato de potasio, acido sérbico, didxido de azufre, propil
galato, parabenos, etil vanilina, glicerina, fenol, y paraclorofenol. Los estabilizadores quimicos adecuados incluyen
gelatina y albumina.

Los vectores son administrados en cantidades suficientes para transfectar las células y para proporcionar niveles
suficientes de transferencia y expresion de gen para proporcionar un beneficio terapéutico sin efectos adversos
indebidos, o con efectos fisioldgicos médicamente aceptables, los cuales pueden ser determinados por los expertos
en las artes médicas. Las vias de administracion convencionales y farmacéuticamente aceptables incluyen, aunque
sin limitacion, suministro directo a un érgano (por ejemplo, el higado (opcionalmente a través de la arteria hepatica)
o el pulmén), oral, inhalacién, intratraqueal, intraocular, intravenoso, intramuscular, subcutaneo, intradérmico, y otras
rutas de administracion parentales. Las rutas de administracion pueden ser combinadas, si se desea.

Las dosificaciones de vector viral dependeran principalmente de factores tales como la condiciéon que va a ser
tratada, el peso y el estado de salud del paciente, y por lo tanto pueden variar entre pacientes. Por ejemplo, una
dosificacién humana terapéuticamente eficaz del vector viral estd por lo general comprendida en la gama de
aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 100 ml, de solucién que contiene concentraciones de 1 x 10°a1x 10"
genomas de vector viral. Una dosis humana preferida para su suministro a un (’)rgano grande (por ejemplo, el
higado, el muasculo, el corazén o el pulmén), puede ser de aproximadamente 5 x 10% a 5 x 10" genomas de AAV
por 1 kg, a un volumen de aproximadamente 1 a 100 ml. Una dosis preferida para su suministro al ojo es de
aproximadamente 5 x 10° a 5 x 10** copias de genoma, a un volumen de aproximadamente 0,1 ml a 1 ml. Las dosis
podran ser ajustadas para equilibrar el beneficio terapéutico frente a cualquier efecto colateral, y tales dosis pueden
variar dependiendo de la aplicacion terapéutica para la que se emplee el vector recombinante. Los niveles de
expresion del transgén pueden ser monitorizados para determinar la frecuencia de dosificacion resultante en
vectores virales, con preferencia vectores de AAV que contienen el minigén. Opcionalmente, se pueden utilizar
regimenes de dosificacion similares a los descritos con fines terapéuticos, para inmunizacién, usando las
composiciones de la invencion.

Ejemplos de productos terapéuticos y de productos inmunogénicos para su suministro mediante vectores de la
invencion que contienen AAV, se proporcionan en lo que sigue. Estos vectores pueden ser usados para una
diversidad de regimenes terapéuticos y de vacuna, segun se describe en la presente memoria. Adicionalmente, esos
vectores pueden ser suministrados en combinacion con uno 0 mas de otros vectores o ingredientes activos en un
régimen terapéutico y/o de vacuna deseado.
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B. Transgenes terapéuticos

Los productos terapéuticos Utiles codificados por el transgén incluyen hormonas y factores de crecimiento y de
diferenciacion incluyendo, aunque sin limitacién, insulina, glucagén, hormona del crecimiento (GH), hormona
paratiroidea (PTH), factor de liberacion de hormona de crecimiento (GRF), hormona de estimulacién de foliculo
(FSH), hormona leutinizante (LH), gonadotropina coridnica humana (hCG), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), angiopoyetina, angiostatina, factor de estimulacion de colonia de granulocito (GCSF), eritropoyetina (EPO),
factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF), factor de
crecimiento de fibroblasto acidico (aFGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de
plaqueta (PDGF), factores | y Il de crecimiento de insulina (IGF-I e IGF.II), uno cualquiera de una familia de factor de
crecimiento de transformacion, incluyendo la TGFa, activinas, inhibinas, o cualquiera de las proteinas morfogénicas
O6seas (BMP) BMPs 1-15, uno cualquiera de la familia de factores de crecimiento de herogluina/neurogluina/neu
factor de crecimiento (NDF), factor de crecimiento nérveo (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
neurotrofinas NT-3 y NT-4/5, factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor neurotréfico derivado de linea celular glial
(GDNF), neurturina, agrina, uno cualquiera de la familia de semaforinas/colapsinas, netri-1 y netrin-2, factor de
crecimiento de hepatocito (HGF), efrinas, noggin, erizo sénico y tirosina hidroxilasa.

Otros productos de transgén utiles incluyen proteinas que regulan el sistema inmune incluyendo, sin limitacién,
citoquinas y linfoquinas tal como la trombopoyetina (TPO), interleuquinas (IL) IL-1 a IL-25 (incluyendo, por ejemplo,
IL-2, IL-4, IL-12 e IL-18), proteina quimioatrayente de monocito, factor inhibidor de leucemia, factor de estimulacion
de colonia de granulocito-macréfago, ligando Fas, factores a y 3 de necrosis tumoral, interferonas a, B y vy, factor de
células madre, ligando flk-2/flt3. Los productos de gen producidos por el sistema inmune son también Utiles en la
invencion. Estos incluyen, sin limitacion, inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA, IgD, e IgE, inmunoglobulinas quiméricas,
anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena simple, receptores de célula T, receptores de célula T quiméricos,
receptores de célula T de cadena simple, moléculas MHC de clase | y de clase IlI, asi como inmunoglobulinas de
disefio y moléculas de MHC. Los productos de gen Utiles incluyen también proteinas reguladoras de complemento
tal como proteinas reguladoras de complemento, proteina de cofactor de membrana (MCP), factor de aceleracién de
pudricién (DAF), CR1, CF2 y CD59.

Otros productos de gen Utiles adicionales incluyen uno cualquiera de los receptores para hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas, linfoquinas, proteinas reguladoras y proteinas de sistema inmune. La invencion abarca
receptores para regulacion del colesterol y/o modulacién de lipido, incluyendo el receptor de lipoproteina de baja
densidad (LDL), el receptor de lipoproteina de alta densidad (HDL), el receptor de lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL), y receptores scavengers. La invencion abarca vectores que incorporan productos de gen tales como
miembros de la superfamilia del receptor de hormona esteroide incluyendo los receptores de glucocorticoide y los
receptores de estrogeno, la Vitamina D y otros receptores nucleares. Adicionalmente, los productos de gen dtiles
incluyen factores de transcripcion tales como jun, fos, max, mad, factor de respuesta de suero (SRF), AP-1, AP2,
myb, MyoD y miogenina, proteinas que contienen ETS-box, TFE3, E2F, ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, AF5, NFAT,
CREB, HNF-4, c/EBP, SP1, proteinas de enlace de CCAAT-box, por ejemplo GATA-3, y la familia forkhead de
proteinas de hélice alada.

Otros productos de gen utiles incluyen carbamoil sintetasa |, ornitina transcarbamilasa, arginosuccinato sintetasa,
arginosuccinato liasa, arginasa, fumarilacetato hidrolasa, fenilalanina hidroxilasa, alfa-1 antitripsina, glucosa-6-
fosfatasa, fosfobilindgeno desaminasa, cistationa beta-sintasa, acetoacido descarboxilasa de cadena ramificada,
albumina, isovaleril-coA deshidrogenasa, pripionil CoA carboxilasa, metil malonil CoA mutasa, glutarii CoA
deshidrogenasa, insulina, beta-glucosidasa, piruvirato carboxilato, fosforilasa hepatica, fosforilasa quinasa, glicina
descarboxilasa, proteina H, proteina T, una secuencia reguladora de transmembrana de fibrosis cistica (CFTR), y un
producto de gen de distrofina [por ejemplo, una mini- o micro-distrofina]. Incluso otros productos de gen adicionales
incluyen enzimas tales que puedan ser Utiles en terapia de sustitucién de enzima, la cual es Gtil en una diversidad de
condiciones que resultan de una actividad deficiente de la enzima. Por ejemplo, las enzimas que contienen manosa-
6-fosfato pueden ser utilizadas en terapias para enfermedades de almacenamiento lisosémico (por ejemplo, un gen
adecuado incluye el que codifica la B-glucoronidasa (GUSB)).

Incluso otros productos de gen utiles incluyen los usados para el tratamiento de la hemofilia, incluyendo la hemofilia
B (incluyendo Factor 1X) y la hemofilia A (incluyendo Factor VIl y sus variantes, tal como la cadena ligera y la
cadena pesada del heterodimero y el dominio suprimido en B; Patente US nim. 6.200.560 y Patente US ndm.
6.221.349). El gen de Factor VIII codifica 2351 aminoacidos y la proteina tiene seis dominios, designados desde el
amino hasta el término carboxi terminal como A1-A2-B-A3.C1-C2 [Wood et al., Nature, 312: 330 (1984); Vehar et al.,
Nature 312: 337 (1984); y Toole et al., Nature, 342: 337 (1984)]. El Factor VIII humano se procesa en el interior de la
célula para producir un heterodimero que comprende principalmente una cadena pesada que contiene los dominios
Al, A2 y B y una cadena ligera que contiene los dominios A3, C1 y C2. Tanto el polipéptido de cadena simple como
el heterodimero, circulan en el plasma como precursores inactivos, hasta ser activados por escision de trombina
entre los dominios A2 y B, lo que libera el dominio B y da como resultado una cadena pesada que consiste en los
dominios Al y A2. El dominio B se suprime en forma de precoagulante activado de la proteina. Adicionalmente, en la
proteina natural, dos cadenas de polipéptido (“a” y “b”), que flanquean el dominio B, estan enlazadas a un catién de
calcio divalente.
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En algunas realizaciones, el minigén comprende los primeros 57 pares de bases de la cadena pesada del Factor
VIII, que codifican la secuencia 10 de sefial de aminoacido, asi como la secuencia de poliadenilacion de la hormona
de crecimiento humano (hGH). En realizaciones alternativas, el minigén comprende ademas los dominios Al y A2,
asi como 5 aminoacidos a partir del término N del dominio B, y/o 85 aminoacidos del término C del dominio B, asi
como los dominios A3, C1 y C2. En otras realizaciones adicionales, los acidos nucleicos que codifican la cadena
pesada y la cadena ligera de Factor VIl se proporcionan en un solo minigén separado por 42 acidos nucleicos que
codifican 14 aminoécidos del dominio B [Patente US nim. 6.200.560].

Segun se utiliza en la presente memoria, una cantidad terapéuticamente efecti8va es una cantidad del vector de
AAV que produce cantidades suficientes de Factor VIII para reducir el tiempo que se necesita para que la sangre del
sujeto coagule. En general, los hemofilicos severos que tienen menos de un 1% de niveles normales de Factor VIl
tienen un tiempo total de coagulacion sanguinea mayor de 60 minutos en comparacion con los aproximadamente 10
minutos de un no hemofilico.

La presente invencién no se limita a ninguna secuencia especifica de Factor VIII. Se han aislado y generado muchas
formas naturales y recombinantes de Factor VIIl. Ejemplos de formas que ocurren de manera natural y
recombinantes de Factor VII pueden ser encontradas en la literatura cientifica y de patentes incluyendo las Patentes
US ndms. 5.563.045; 5.451.521, 5.422.260; 5.004.803; 4.757.006; 5.661.008; 5.789.203; 5.681.746; 5.045.455;
5.668.108; 5.633.150; 5.693.499; 5.587.310; 5.171.844; 5.149.637; 5.112.950; 4.886.876; publicacion de Patentes
Internacionales nams. WO 92/16557, WO 91/09122, WO 97/03195, WO 96/21035 y WO 91/07490; solicitudes de
Patentes Europeas nims. EP 0 672 138, EP 0 270 618, EP 0 182 448, EP 0 162 067, EP 0 786 474, EP 0 506 757,
EP 0 874 057, EP 0 795 021, EP 0 670 332, EP 0 500 734, EP 0 232 112 y EP 0 160 457; Sanberg et al., XX
Congreso Int. de la Fed Mundial de Hemofilia (1992), y Lind et al., Eur. J. Biochem., 232: 19 (1995).

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

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

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

Otros productos de gen utiles incluyen los polipéptidos que ocurren de forma no natural, tal como los polipéptidos
qguiméricos o hibridos que tienen una secuencia de aminoacido que se produce de forma no natural que contiene
inserciones, supresiones o sustituciones de aminoacido. Por ejemplo, las inmunoglobulinas de disefio de cadena
simple, podrian ser (tiles en determinados pacientes inmunocomprometidos. Otros tipos de secuencia de gen que
ocurre de forma no natural, incluyen moléculas antisentido y acidos nucleicos cataliticos, tal como ribozimas, que
podrian ser usadas para reducir la sobreexpresion de un objetivo.

La reduccién y/o la modulaciéon de la expresién de un gen es particularmente deseable para el tratamiento de
condiciones hiperproliferativas caracterizadas por células hiperproliferantes, como son los canceres y la psoriasis.
Los polipéptidos objetivo incluyen los polipéptidos que se producen exclusivamente, 0 a niveles mas altos, en células
hiperproliferantes en comparacion con células normales. Los antigenos objetivo incluyen polipéptidos codificados por
oncogenes tales como myb, myc, fyn, y el gen de translocacion bcr/abl, ras, src, P53, neu, trk y EGRF.
Adicionalmente a los productos de oncogén, los polipéptidos objetivo para tratamientos anti-cancer y regimenes
protectores incluyen regiones variables de anticuerpos formados por linfomas de célula B y regiones variables de
receptores de célula T de linfomas de célula T que, en algunas realizaciones, se usan también como antigenos
objetivo para enfermedad autoinmune. Otros polipéptidos asociados a tumor pueden ser usados como polipéptidos
objetivo tal como los polipéptidos que se encuentran a niveles mas altos en células de tumor incluyendo el
polipéptido reconocido por el anticuerpo monoclonal 17-1Ay los polipéptidos de enlace de folato.
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Otros polipéptidos terapéuticos adecuados y proteinas incluyen los que pueden ser (tiles para el tratamiento de
individuos que sufren enfermedades y des6rdenes autoinmunes, que confieren una respuesta inmune protectora de
base amplia frente a objetivos que asociados a autoinmunidad incluyendo los receptores celulares y las células que
producen anticuerpos dirigidos a la “corteza”. Las enfermedades autoinmunes mediadas por células T incluyen la
artritis reumatoide (RA), esclerosis multiples (MS), sindrome de Sjogren, sarcoidosis, diabetes mellitus dependiente
de insulina (IDDM), tiroiditis autoinmune, artritis reactiva, espondilitis anquilosante, escleroderma, polimiositis,
dermatomiositis, psoriasis, vasculitis, granulomatosis de Wegener, enfermedad de Crohn y colitis ulcerante. Cada
una de esas enfermedades se caracteriza por receptores de célula T (TCRs) que enlazan con antigenos endégenos
y que inician la casca inflamatoria asociada a enfermedades autoinmunes.

C. Transgenes inmunogénicos

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

Ejemplos de transgenes inmunogénicos adecuados incluyen los seleccionados a partir de una diversidad de familias
virales. Ejemplos de familias virales deseables frente a las que podria ser deseable una respuesta inmune, incluyen
la familia picomavirus, la cual incluye los géneros rinovirus, los cuales son responsables de alrededor de un 50% de
los casos de resfriado comun; los géneros enterovirus, los cuales incluyen los poliovirus, coxsackievirus, ecovirus, y
enterovirus humanos tal como el virus de la hepatitis A; y los géneros aftovirus, los cuales son responsables de las
enfermedades de los pies y la boca, principalmente en animales no humanos. Dentro de la familia de virus de los
picomavirus, los antigenos objetivo incluyen los VP1, VP2, VP3, VP4 y VPG. Otras familias virales incluyen la familia
de los astrovirus y los calcivirus. La familia calcivirus abarca el grupo de virus de Norwalk, los cuales son un
importante agente causante de gastroenteritis epidémica. Otra familia "deseable mas para su uso en antigenos de
objetivacion para inducir respuestas inmunes en animales humanos y no humanos, es la familia togavirus, la cual
incluye los géneros alfavirus, los cuales incluyen el virus de Sindbis, el virus de RossRiver, y la encefalitis equina
Venezuelan, Eastern & Western, y los rubivirus, incluyendo el virus Rubella. La familia flaviviridae incluye el dengue,
la fiebre amarilla, la encefalitis japonesa, la encefalitis de St. Louis, y los virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas. Otros antigenos objetivo pueden ser generados a partir de la hepatitis C o de la familia coronavirus, la
cual incluye un nimero de virus no humanos tal como el virus de la bronquitis infecciosa (aves de corral), el virus
gastroentérico transmisible porcino (cerdo), el virus de la encefalomielitis de hemaglutinatina porcina (cerdo), el virus
de la peritonitis infecciosa felina (gato), el coronavirus entérico felino (gato), el coronavirus canino (perro), y los
coronavirus respiratorios humanos, los cuales pueden causar el resfriado comun y/o la hepatitis no A, B o C, y los
cuales incluyen la causa putativa del sindrome respiratorio repentino agudo (SARS). Dentro de la familia de
coronavirus, los antigenos objetivo incluyen el E1 (también denominado M o proteina matriz), E2 (también
denominado S o proteina de Spike), E3 (también denominado HE o hemaglutina-elterosa), glicoproteina (no
presente en todos los coronavirus), o N (nucleocéapside). Incluso otros antigenos pueden estar objetivados contra la
familia arterivirus y la familia rabdovirus. La familia rabdovirus incluye los géneros vesiculovirus (por ejemplo, el virus
de la estomatitis vesicular), y los géneros lisavirus (por ejemplo, rabias). Dentro de la familia rabdovirus se pueden
derivar antigenos adecuados a partir de la proteina G o de la proteina N. La familia filoviridae, la cual incluye virus de
fiebre hemorragica tal como los virus de Marburg y de Ebola, pueden ser una fuente adecuada de antigenos. La
familia paramixovirus incluye el virus de parainflueza tipo 1, virus de parainflueza tipo 3, virus de parainfluenza
bovina tipo 3, rubulavirus (virus de las paperas, virus de parainfluenza tipo 2, virus de la enfermedad de Newcastle
(pollos), peste bovina, morbilivirus, el cual incluye el sarampion y el moquillo canino, y neumovirus, el cual incluye el
virus sincitial respiratorio. El virus de la influenza se clasifica dentro de la familia ortomixovirus y es una fuente
adecuada de antigeno (por ejemplo, la proteina HA, la proteina N1). La familia bunyavirus incluye los géneros
bunyavirus (encefalitis de California, La Crosse), flebovirus (fiebre del Valle del Rift), hantavirus (el puremala es un
virus de la fiebre hemahagin), nairovirus (enfermedad de la oveja de Nairobi), y varios bungavirus no asignados. La
familia arenavirus proporciona una fuente de antigenos frente a LCM y al virus de la fiebre de Lassa. Otra fuente de
antigenos es la familia bornavirus. La familia reovirus incluye los géneros reovirus, rotavirus (el cual causa
gastroenteritis aguda en nifios), orbivirus, y cultivirus (fiebre de la garrapata de Colorado, Lebombo (humanos),
encefalitis equina, lengua azul). La familia etrovirus incluye la subfamilia oncovirinal que abarca enfermedades
humanas y veterinarias tales como el virus de la leucemia felina, HTLVI y HTLVII, lentivirinal (que incluye el VIH, el
virus de la inmunodeficiencia del simio, el virus de la inmunodeficiencia felina, el virus de la anemia infecciosa
equina, y espumavirinal).

Con respecto a al VIH y al VIS, se han descrito muchos antigenos adecuados y pueden ser facilmente
seleccionados. Ejemplos de antigenos de VIH y de VIS adecuados incluyen, sin limitacién, las proteinas gag, pol,
Vif, Vpx, VPR, Env, Tat y Rev, asi como varios fragmentos de las misma. Por ejemplo, fragmentos adecuados de la
proteina envolvente (env) incluyen, por ejemplo, gp4l, gpl40 y gp 120. Adicionalmente, se ha descrito una
diversidad de modificaciones en esos y otros antigenos de VIH y VIS. Antigenos adecuados para ese propdsito son
bien conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, se puede seleccionar una secuencia que codifique las
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gag, pol, Vif y Vpr, Env, Tat y Tev, entre otras proteinas. Véase, por ejemplo, la proteina gag modificada que se ha
descrito en la Patente US nim. 5.972.596. Véase también las proteinas de VIH y de VIS descritas en D.H. Barouch
et al., J. Virol.,, 75(5): 2462-2467 (Marzo de 2001), y R.R. Amara, et al., Science, 292: 69-74 (6 de Abril de 2001).
Estas proteinas o subunidades de las mismas pueden ser suministradas por si solas, 0 en combinacion por medio
de vectores separados o desde un vector simple.

La familia papovavirus incluye la subfamilia poliomavirus virus BKU y JCU) y la subfamilia papilomavirus (asociados
a canceres o progresion maligna de papiloma). La familia adenovirus incluye virus (EX, AD7, ARD, O.B.) que causan
enfermedad respiratoria y/o enteritis. La familia parvovirus incluye el parvovirus felino (enteritis felina),
panleucopeniavirus felino, parvovirus canino, y parvovirus porcino. La familia herpesvirus incluye la subfamilia
alfaherpesvirinae, la cual abarca los géneros simplexvirus (HSVI, HSVII), varicellovirus (pseudo-rabias, varicela
zOster) y la subfamilia betaherpesvirinae, la cual incluye los géneros citomegalovirus (HCMV, muromegalovirus) y la
subfamilia gammaherpesvirinae, la cual incluye los géneros linfocriptovirus, EBV (linfoma de Burkitss), herpesvirus
humano 6A, 6B y 7, herpesvirus asociado a sarcoma de Kaposi y herpesvirus cercopitecino (virus B), rinotraqueitis
infecciosa, virus de la enfermedad de Marek, y radinovirus. La familia poxvirus incluye la subfamilia cordopoxvirinae,
la cual abarca los géneros ortopoxvirus (Viruela mayor (Viruela) y Vaccinia (Viruela vacuna)), parapoxvirus,
avipoxvirus, capripoxvirus, leporipoxvirus, suipoxvirus, y la subfamilia entomopoxvirinae. La familia hepadnavirus
incluye el virus de la hepatitis B. Un virus no clasificado que puede ser una fuente adecuada de antigeno es el virus
de la hepatitis delta, el virus de la hepatitis E, y los priones. Otro virus que es una fuente de antigeno es el virus
Nipan. Otras fuentes virales mas pueden incluir el virus de la enfermedad bursal infecciosa aviar y el virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino. La familia alfavirus incluye el virus de arteritis equina y varios virus de
encefalitis.

La presente invencion puede abarcar también vectores que incorporan inmundgenos que son Utiles para inmunizar
un animal humano o no humano frente a otros patégenos que incluyen bacterias, hongos, microorganismos
parasitos o parasitos multicelulares que infectan vertebrados humanos y no humanos, o procedentes de células
cancerigenas o de células tumorales. Ejemplos de patégenos bacterianos incluyen los cocos patogénicos gram-
positivos incluyendo los neumococos; estafilococos (y las toxinas producidas por los mismos, por ejemplo, la
enterotoxina B); y, estreptococos. Los cocos patogénicos gram-negativos incluyen los meningococos; gonococos;
Los bacilos entéricos patogénicos gram-negativos incluyen los enterobacteriaceos; las seudomonas,
acinetobacterias y eikenella; melioidosis; salmonella; shigella; hemdfilos; moraxella; H. ducreyi (que causa el
cancroide); especies de brucella (brucelosis); Frasicisella tularensis (que causa la tularemia); Yersinia pestis (plaga),
y otra yersinia (pasteurella); estreptobacilo monoliformis y spirilum; bacilos gram-positivos que incluyen listeria
monaocitogenes; erysipelothrix rhusiopathiae; Corynebacterium diphteria (difteria); célera; B. anthracis (antrax);
donovanosis (granuloma inguinal); y, bartonelosis. Las enfermedades causadas por bacterias anaerobias
patogénicas incluyen el tétanos; botulismo (Clostridium botulimum y su toxina); Clostridium perfringens y su toxina
épsilon; otras clostridias; tuberculosis; lepra, y otras micobacterias. Las enfermedades espiroquetales patogénicas
incluyen la sifilis; trepanomatosos; sifilis pian, pinta y endémica; y, leptoespirosis. Otras infecciones causadas por
bacterias patdégenas mayores y por hongos patogénicos incluyen muermo (Burkolderia mallei); actinomicosis;
nocardiosis; criptococosis, blastomicosis, histoplasmosis y coccidiyodomicosis; candidiasis, aspergilosis, y
mucomicosis; esporotricosis; paracoccidiyodomicosis, petriellidiosis, torulopsosis, micetoma y cromomicosis; y
dermatofitosis. Las infecciones rickettsianas incluyen la fiebre del tifus, la fiebre maculosa de las Montafias Rocosas,
la fiebre Q (Coxiella burnetti), y Rickettsialpox. Ejemplos de micoplasma e infecciones clamidiales incluyen:
infecciones por mycoplasma pneumoniae; linfogranuloma venéreo; psitacosis; perinatal chlamydial. Las eucariotas
patogénicas abarcan protozoos patogénicos y helmintos y las infecciones producidas por los mismos incluyen:
amebiasis; malaria; leishmaniasis; tripanosomiasis; toxoplasmosis; Pneumocystis carinii; Trichans; Toxoplasma
gondii; babesiosis; giardasis; triquinosis; filariasis; esquistomatosis; nematodos, trematodos o fasciolas; e infecciones
de cestodos (tenia).

Muchos de esos organismos y/o de las toxinas producidas por los mismos han sido identificados por los Centros
para Control de Enfermedades [(CDC), Departamento de Salud y de Servicios Humanos, USA], como agentes que
tienen potencial para su uso en ataques biolégicos. Por ejemplo, algunos de esos agentes bioldgicos incluyen el
Bacillus anthracis (antrax), el Clostridium botulinum y su toxina (botulismo), el Yersinia pestis (plaga), la variola major
(viruela), la Francisella tularensis (tularemia), y las fiebres hemorragicas virales [filovirus, por ejemplo Ebola, Marburg
y arenavirus [por ejemplo, Lassa, Machupo]], todos los cuales estan actualmente clasificados como Agentes de
Categoria A; Coxiella burnetti (fiebre Q); especies de bruxella (brucelosis), Burkolderia mallit (muermo), Burkliolderia
pseudomallei (meloidosis), Ricinus communis y su toxina (toxina ricina), Clostridium perfringens y su toxina (toxina
épsilon), especies de estafilococos y sus toxinas (enterotoxina B), Chlamydia psittaci (psitacosis), ataques a la
seguridad del agua (por ejemplo, Vibrio cholerae, Cryptosporidium parvum), fiebre del tifus (Richettsia powazekii) y
encefalitis viral (alfavirus, por ejemplo, encefalitis equina Venezuelan; encefalitis equina Eastern; encefalitis equina
Western), todos los cuales estan actualmente clasificados como agentes de Categoria B; y virus Nipan y hantavirus,
los cuales estan actualmente clasificados como agentes de Categoria C. Adicionalmente, otros organismos, que
estan clasificados de ese modo o clasificados de forma diferente, pueden ser identificados y/o usados para tal
propésito en el futuro. Se comprendera facilmente que los vectores virales y otras construcciones descritas en la
presente memoria son Utiles para el suministro de antigenos a partir de esos organismaos, virus, sus toxinas u otros
subproductos, los cuales impediran y/o trataran la infeccion u otras reacciones adversas con esos agentes
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biolégicos.

La administracién de los vectores de la invencién para suministrar inmunogenos frente a la region variable de las
células T provoca una respuesta inmune que incluye CTLs para eliminar esas células T. En artritis reumatoide (RA),
han sido caracterizadas varias regiones variables especificas de TCRs que estan involucradas en la enfermedad.
Estas TCRs incluyen V-3, V-14, V-17 y V-17. De ese modo, el suministro de una secuencia de acido nucleico que
codifigue al menos uno de esos polipéptidos proporcionard una respuesta inmune que objetivard células T
involucradas en RA. En esclerosis multiple (MS), varias regiones variables especificas de TCRs que estan
involucradas en la enfermedad han sido caracterizadas. Estas TCRs incluyen V-7 y V-10. Asi, el suministro de una
secuencia de acido nucleico que codifica al menos uno de esos polipéptidos proporcionara una respuesta inmune
que objetivara células T involucras en MS. En escleroderma, varias regiones variables especificas de TCRs que
estan involucradas en la enfermedad han sido caracterizadas. Estas TCRs incluyen V-6, V-8, V-14 y V-16, V-3C, V-
7, V-14, V-15, V-16, V-28 y V-12. De ese modo, el suministro de una molécula de &cido nucleico que codifica al
menos uno de esos polipéptidos proporcionard una respuesta inmune que objetivara células T involucradas en
escleroderma.

Asi, el vector viral recombinante derivado de rAAV de la invencién proporciona un vehiculo eficaz de transferencia
de gen que puede suministrar un transgén seleccionado a una célula anfitrién seleccionada in vivo o ex vivo incluso
cuando el organismo posee anticuerpos neutralizantes respecto a una o mas fuentes de AAV. En una realizacién, el
rAAV y las células se mezclan ex vivo; las células infectadas son cultivadas usando metodologias convencionales; y
las células transducidas son re-infundidas en el paciente.

Estas composiciones son particularmente adecuadas para suministro de gen a efectos terapéuticos y para
inmunizacion, incluyendo la induccién de inmunidad protectora. EI AAV de la invencién y las composiciones que
contienen al mismo pueden ser usadas también en regimenes de inmunizacion tal como los descritos en el
documento de propiedad compartida de solicitud de Patente US nim. 60/565.936, depositada el 28 de Abril de 2004,
por “Adenovirus Secuencial y Suministro Mediado por AAV de Moléculas Inmunogénicas”.

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

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

Ejemplo 1

De acuerdo con el método descrito con anterioridad, las secuencias de AAV han sido identificadas como dotadas de
singletones, cuando se disponen en alineamiento con una libreria de secuencias que contienen representantes de
cada uno de los clados A, B, C, D, E y F (representados por AAV9). La tabla que sigue ilustra las secuencias de
capside y el singletén que va a ser alterado hasta una secuencia conservada. Para ciertas mutaciones, el singletén
va seguido de un * y a continuacion el residuo de aminoacido que lo sustituye. Para otras mutaciones, el singleton va
seguido por su posicién de aminoéacido y el residuo que lo sustituye.

La numeracion de aminoacido esta basada en las secuencias publicadas para cada uno de esas capsides de AAV.
Véase, por ejemplo, G. Gao, et al., J. Virol. 78(12): 6381-6388 (Junio de 2004) y publicacién de Patente Internacional
num. WO 2204/042397 [todas las secuencias citadas en la misma estan depositadas en GenBank], y la publicacion
de Patente Internacional nim. WO 2005/033321, depositada el 30 de Septiembre de 2004.

Por ejemplo, con referencia a la tabla que sigue, la nomenclatura debe ser leida como sigue. Cy5R1 se refiere a la
secuencia de aminoacido de SEQ ID ndm. 24, la cual ha sido modificada ara que contenga acido aspartico (D) en la
posicion 13 de residuo de aminoacido; cy5 tiene una glicina en su secuencia de aminoacido natural en el residuo
namero 13. Cy5R2 se refiere a la secuencia de aminoacido de SEQ ID nim. 24, la cual ha sido modificada para
contener un acido aspartico en la posicion 13 de aminoacido (glicina en la secuencia natural) y una asparagina en la
posicion 403 de residuo de aminoéacido (acido aspartico en la secuencia natural). Cy5R3 tiene la secuencia de
aminoéacido de SEQ ID num. 24, la cual ha sido modificada para tener las mismas modificaciones que la Cy5R2 vy,
adicionalmente, una lisina en la posicion 158 (de forma natural, una asparagina) y una glutamina en la posicion 161
(de forma natural, una prolina). Dada esta informacién, un experto en la material podria estar facilmente capacitado
para determinar las otras modificaciones de singleton que se citan en la tabla que sigue.
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Nombre SEQ ID No. (AAV Parental) Sitios Mutados Clado
cy5 24
Cy5R1 G13D D
Cy5R2 G13D D403N D
Cy5R3 G13D D403N R51K D
Cy5R4 G13D D403N R51K N158K + P161Q D
rh.13 26 D
Rh.13R E538K D
Rh37 40 D
Rh37R2 E634K T207M D
Rh.2 39 E
rh.2R V6511 E
rh.8 41
rh.8R D531E
Rh.48 44
Rh.48.1 K217E B
Rh.48.2 S304N B
Rh.48.1.2 K217E S304N B
Hu.44 45 A
Hu.44R1 E137K A
Hu.44R2 E137K P446L A
Hu.44R3 E137K P446L | G609D A
Rh32/33 2
Hu.29 42 B
Hu.29R G396E B
Ch.5 46
Ch.5R1 T611I
rh.67 47 D
rh.58 48 S653N E
Rh.64 43 E
Rh64R1 R697W E
Rh64R2 R697W  V686E E
AAV6 29 A
AAV6.2 F129L A
AAV6.1 K531E A
AAV6.12 F129L K531E A
rh.54 49 V404M D
hu.48 50 A
hu.48R1 G277S A
hu.48R2 G277S E322K A
hu.48R3 G277S E322K S552N A
Ejemplo 2

En un estudio preliminar fueron seleccionados los clones para probar el método de singletén de la invencién. La
tabla que sigue proporciona la descripcion de fenotipo de los 5 clones. El nimero de singletones pronosticados se
proporciona con el clado y la clasificacion de serotipo.

El fenotipo de empaquetamiento se considera insuficiente cuando su titulo es inferior a 1 x 10" GC, bajo cuando es
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inferior a 1 x 10** GC, bueno cuando es inferior a 1 x 10*%, excelente cuando es més alto.

Los fenotipos de transferencia de gen fueron establecidos mediante expresion de gen CB.A1AT e indicados como
sigue: “+++” cuando son mejores que el candidato principal para el tejido objetivo, “++”, “+” y “-* cuando son
respectivamente mejores que el 50%, entre el 10-60% o inferiores al 10% de los niveles de suero de AIAT de los
candidatos principales (musculo: AAV1; higado: AAVS; pulmén: AAV9). “n/a” indicaba que el vector no podia ser
producido a niveles suficientes para estudios de transferencia de gen in vivo.

La clonacion de las conexiones de singletén fue como sigue. A partir el plasmido de empaquetamiento original, se
llevé a cabo mutagénesis dirigida al sitio. A continuacién de eso, se ensay0 la integridad de esqueleto de vector
mediante digestion Pstl y se confirmd la correccion del singleton mediante secuenciacion. A continuacion fue
producido el vector de expresién de EGFP por triplicado sobre un formato de 12 pocillos lado con lado, con el vector
gue contiene el singletén parental, control positivo de AAV2 y AAV2/8 y una produccion sin presencia de plasmido
de empaquetamiento como control negativo. Un volumen igual de lisato cultivado después de congelacion 3x fue
incubado sobre células 293. Se monitoriz6 la expresion de eGFP mediante citometria de flujo 72 h post-
transduccion.

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

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

rh.37 Insuficiente n/a n/a n/a 2 D (AAV7)

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

ch.5 Bueno - . - 1 Ch.5

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

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

Se aprecié un incremento de la expresion de vector para 4 de los 5 clones. El incremento fue méas drastico para el
rh.37 y el rh.2, vectores que habian mostrado previamente una produccion baja de empaquetamiento. Para estos
vectores se produjeron particulas productoras a niveles suficientes para su deteccién. Los vectores rh.8 y rh.13
mostraron un incremento de la transduccion.

Con el fin de distinguir los efectos de la mutacion del singletdn sobre la transduccién frente al empaquetamiento y al
ensamblaje, se realizaron preparaciones de vector a pequefia escala y se titularon en cuanto a particulas resistentes
de Dnasa mediante PCR cuantitativo. Para el rh.37, se obtuvo un incremento dos log en la produccion de vector. El
rh.8 mostré un moderado incremento de 5 veces en la titulacion mientras que el rh.13 se comport6 igualmente. Totas
las titulaciones de clones corregidos en singletdn estuvieron dentro de una gama aceptable en comparacion con la
produccion de AAV2 y AAV8 y cuando se extrapolaron a preparaciones a gran escala, no se ensayo el rh.2 para su
titulacion.

Posteriormente, se monitorizé el efecto del cambio de singletdn in vitro en una disposicidn de transduccién con igual
ndamero de particulas por célula. Se llevd a cabo una titulacion sobre células 293 para el rh.8 y el rh.13. Se
describieron incrementos moderados en cuanto a eficacia de transduccién en todos los MOIs.

A partir del subconjunto inicial de 5 clones, fueron transducidas 3 células productivamente. Dos clones fueron
inhabiles para producir cualquier expresién de eGFP en esta disposicion. Lo mas probable es que esto se deba a un
defecto en el empaquetamiento del vector que no pudo ser pronosticado por la aproximacion de singletén.

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

Ejemplo 3 — Analisis in vitro de vectores virales con capsides alteradas

Usando los métodos descritos con anterioridad, las proteinas de capside de rh.64 y hu.29 fueron alteradas y usadas
después para construir vectores virales con las capsides alteradas usando seudotipado segin ha sido descrito en el
ejemplo 2 y en G. Gao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 11854-9 (3 Septiembre 2002).

De forma resumida, se usaron vectores que expresan proteina fluorescente verde potenciada (EGFP) para examinar
in vitro la eficacia de transduccion de los vectores en células endoteliales humanas (células 293). Estas células 293
fueron incubadas en presencia de particulas AAVCMVeGFP seudotipadas a razon de 10* GClcélula después de un
corto periodo de incubacion con wtAd5. El nimero de células positivas de eGFP para un total de 10.000 células fue
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medido mediante analisis FACS con un limite de deteccion de 5 células/10K.

La modificacion de la capside de Rh.64 conforme a la invencion proporcioné particulas modificadas de rh.64 que
fueron 100 veces mas eficientes después de un cambio R697W. Una mutacion V686E posterior produjo un
incremento de 2 veces la capacidad de empaquetamiento.

La modificaciéon de la capside de Hu.29 produjo viriones de rh.64 modificados que fueron rescatados en cuanto a
una capacidad de empaquetamiento deficiente cambiando G396E. Se observé un incremento de produccion
superior a 1000 veces.

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

Ejemplo 4 — Efecto de singletdn en aplicaciones de transferencia de gen in vivo

Se estudiaron los efectos de los mutantes de singletén en una disposicion in vivo. Se han iniciado estudios de
transferencia de gen en ratones C75B/6 sobre un nimero de vectores modificados segun el método de la invencion.

Los estudios dirigidos al musculo y dirigidos al higado fueron iniciados referenciados respecto a los candidatos
principales actuales para la aplicacion particular.

La a-antitripsina (A1AT) humana fue seleccionada como un gen informador sensible y cuantitativo en los vectores y
expresada bajo el control de promotor de B-actina de pollo potenciado en CMV. El empleo del promotor CB permite
que se alcancen altos niveles de transferencia de gen no especifico del tejido y de A1AT constitutivo, y también
permite el uso de la misma preparacion de vector para estudios de transferencia de gen en cualquier tejido de
interés.

Se eligio el misculo como un primer tejido objetivo. 40 nuevos vectores diferentes (basados en 24 clones diferentes,
cada uno de ellos con su(s) respectivo(s) mutante(s) de singletén), fueron inyectados intramuscularmente en una
extremidad posterior de los ratones C57B/6. Todos los experimentos fueron realizados con 1 x 10" GC/animal con
una casete de transgén CB.A1AT. Cada uno de los vectores fue cada vez dividido en alicuotas de igual volumen (50
ul) por ratdén y grupo por clado. Cada estudio individual comprendia uno o dos clados con grupos de control que
incluyen el serotipo representativo, AAV2/8 y AAV2/1 que sirvié como punto de referencia para transferencia de gen
objetivada en el musculo. La expresion de transgén fue detectada en los dias 7, 14, 28 y 63 post inyeccion, y
evaluada mediante un ELISA de hA1AT especifico.

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

Para un clon particular, especialmente el cy.5, la correccion de singletén parce tener un efecto beneficioso sobre
transduccion de musculo. El clon cy.5R4 portador de correcciones de singletdon mejoré la eficacia de transferencia de
gen sobre un tropismo de musculo ya digno mostrado por el aislado original. El comportamiento del cy.5R4 es igual
o ligeramente mejor de lo que el referente controla a AAV2/1y AAV2/7.

Un aislado que anteriormente produjo titulaciones muy bajas respecto a una evaluacion adicional, el rh.64, se
comporté excepcionalmente bien en el musculo tras la correccion de un singletén. El Rh.64R1 se comporté mejor
que el rh64.2 y proporcion6 niveles de hA1AT mas altos que los conseguidos mediante su serotipo relativo mas
proximo AAV2/8, peo también que el AAV2/7.

En otros estudios, se inyectaron ratones con vector por grupos en base a los clados. Se dosificaron 1 x 10"
GCl/ratén con expresion de vector CB.hA1AT. Se midieron los niveles de suero de hA1AT mediante ELISA de hA1AT
especifico.

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

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

Otros clones como rh.64 y AAV6 muestran un perfil de expresion particular. El aislado hu.48R2, por ejemplo,
empaqueta de una manera alrededor de 10 veces menos eficiente si se compara con el hu.48R3, pero este ultimo
transduce el misculo de forma alrededor de 5 veces menos eficiente. EI AAV6 contiene dos singletones. Ambos
tienen efectos moderados sobre el empaquetamiento y cuando se combinan llevan el empaquetamiento de AAV6
hasta el nivel del indice de referencia. In vitro, la pequefa diferencia es despreciable entre el clon parental y los
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diferentes clones. In vivo, en el musculo, el AAV6.1 y el AAV6.1.2 muestran transferencia de gen disminuida
mientras que el AAV6.2 muestra un incremento moderado.

Ejemplo 5 - Evaluacion de AAV corregido en singleton en el pulmén y en el higado

Todos los vectores AAV optimizados en cuanto a empaguetamiento y eficacia de transferencia de gen mediante la
reversion de residuos de singleton, fueron evaluados adicionalmente en el pulmoén y en el higado. Los datos se
presentan tanto para los vectores que fueron identificados como no contenedores de singletébn como para los que el
residuo de singleton fue convertido en el aminoacido conservado.

A. Evaluacion de transferencia de gen de CB.A1AT AAV al pulmén tras inyeccion intratraqueal mediante pi2,
rh32.33, AAV2/9, AAV2/5, rh.2R, ch5R

Se comparan varias capsides de AAV en cuanto a su capacidad para objetivar el pulmén. Se midieron los niveles de
hA1AT en el suero. Los AAVs evaluados estan ya sea libres en singleton (pi2, rh32.33, AAV2/9, AAV2/5, rh.2R,
ch5R) o bien contienen un residuo de singletén (rh.2, rh.8). Los AAV2/5 y AAV2/9 se presentan como indices de
referencia.

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

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

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

Se evaluaron clones corregidos en singleton de AAV6. El AAV6 modificado (AAV6.2) fue preparado usando el
método de correccion de singleton de la invencién, y las técnicas de seudotipado que se describen en la presente
memoria. Las particulas de AAV6.2 portadoras de casetes de expresion LacZ y A1AT, preparadas segun se ha
descrito en el Ejemplo 5, fueron co-inyectadas intranasalmente (1 x 10™ GC) e intratraquealmente. Se evalu6 la
expresion de AAT mediante ELISA en suero y en liquido alveolar bronquial (BAL). Nos niveles de expresion
estuvieron normalizados para la proteina total. Se midi6 la expresion LacZ mediante ELISA para la 3-galactosidasa
a partir de homogenato pulmonar. La necropsia se llevé a cabo en el dia 21.

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

El AAV6.2 presentd una mejora estadisticamente significativa frente al AAV6 en excrecion de A1AT de suero. El
AAV6.2 también mostrd niveles mas altos de A1AT en comparacion con los otros vectores, incluyendo el AAV2/9 y
el AAV2/5. Se observo una leve mejoria en BAL como lo fue en expresién LacZ en homogenato de pulmoén. Sin
embargo, debido a grandes variaciones de animal en animal, no se pudieron extraer conclusiones de la
cuantificacion de LacZ.

Cuando se evalud la localizacion de expresion de gen de AAV, se observé un tintado superior para la LacZ
localizada nuclear en el grupo de AAV2/6.2, en comparacion con el AAV2/6. Existid una mejora importante sobre el
AAV2/6 y el AAV2/5 en el epitelio de las vias respiratorias pulmonares, el principal objetivo para las enfermedades
como la fibrosis quistica.

C. Inyeccion intraportal (iv) de AAV.CB.A1AT (1 x 10 1 GC) en ratones C57B/6 con miembros de AAV de clado
By de clado C

Todos los vectores usados carecen de residuos de singletén ya sea a partir del aislamiento (AAV2/8, AAV2, hu.13,
hu.51, hu.11, hu.53) o ya sea por mutacion (hu.29R). Todos los vectores se comparan con el AAV2/8 (clado E)
tomado como indice de referencia.

D. Inyeccion intravenosa de miembros de AAV de clado E. Los rh.64R1, rh.64R2, rh.2R estan optimizados en
singletdn. Todos los otros vectores estan libres de singleton

La expresion a partir de miembros de clado B y C de AAV fue encontrada similar a la equivalente para todos los
miembros que incluyen el hu.29R, un clon optimizado en singletdn. Este clon particular fue reconstituido en cuanto a
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capacidad de empaquetamiento a partir de un hu.29 ahora presenta una funcionalidad de transferencia de gen
similar a la de otros miembros de la familia de virus.

Para los vectores de clado E evaluados, todos los vectores que estan ya sea libres de singletén de forma natural o
ya sea corregidos en cuanto a residuos de singleton, se comportan en un rango similar como el mejor ejecutante
actual para transferencia de gen dirigida al higado, el AAV2/8. En particular, son de interés los rh64R1 y rh.64R2 de
AAV. El rh.64, que se encontré que era defectuoso en cuanto a empaquetamiento, se comporta ahora igualmente
bien en la transferencia de gen dirigida al higado tras la conversién de uno (rh.64R1) o dos (rh.64R2) singletones.
Para rh.2, la correccion de singletén corresponde a un drastico incremento de mas de 10 veces en el suministro de
gen.

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

31

val

Thr

Gly

Met

val

390

Leu

Fro

val

val

Asn

215

Cys

Thr

Asn

ser

Ser

295

Pro

Thr

Ile

sar

Ile

375

Gly

Arg

Phe

Pro

G]

20

Asp

rp

Gly

Thr

280

Pro

Lys

Gin

Gln

Arg

Thr

His

As

18

Ser

Glu

Ser

Ala

The

265

Pra

Arg

Arg

Asn

val

345

His

Gln

Ser

Gly

ser
425

40

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Leau

250

sar

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Phe

GIn

TYPR

Ser

Asn

410

ser

GIn Pro
Thr Met

Ala As
22

Trp Leu
23

Pro Thr
Gly Gly
Gly Tyr
Trp GlIn

300

Ser phe
315
Gly Thr

Thr Asp

Gly Cys

VR

Phe Tyr
395

Asn Phe

Tyr Ala

Leu

Ala

205

Gly

Gly

TYr

Ser

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Ley

365

Leu

Cys

Ser

His

Gl

19

ala

val

Asp

Asn

Thr

270

ASp

Leu

Leu

Glu

350

Pro

Thr

Ley

Phe

ser
430

175

Glu
Gly
Gly
Arg
Asn
255
Asn
Phe
Ile
Phe
Ile
335
TYT
Pro
Leu
Glu
Ser

415

Gln

Pro

Gly

Ser

val

240

His

Asp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe

AsSn

TYr

ser



Leu

ser

Phe

465

Leu

Gln

Leu

Asn

Phe

545

Met

Glu

Pro

Trp

Pro

625

Gly

Pro

Ile

o g o

Ar‘g Thr Gln
45

Ser

Pro

Asn

AsSn

Lys

530

Gly

Leu

Gin

Ile

Gln

610

His

Leu

Ala

Thr

Gln

Gly

Asn

Gl

51

Asp

Lys

Thr

TYr

val

285

Asn

Lys

Asp

Gln
675

Ala

Pro

AsSn

500

Arg

Asp

Gln

ser

Gl

5B

Gly

Arg

Asp

His

Pro
660

Tyr

Met

ser

Gly

ser

Asp

Glu

Gly

Glu

565

val

Ala

AsSp

Gly

Pro

645

Pro

ser

ES 2525143 T3

Asn

Thr

Fro

470

Tyr

Asn

Ser

Asp

Ala
550

Glu

val

val

val

ASn

630

Pro

Thr

Thr

Pro Leu Ile

Gl

45

Ser

Arg

Phe

Leu

Ar

53

Gly

Glu

Ala

Asn

Ty

615

Phe

Fro

Ala

Gly

440

Gly

Asn

GlIn

Ala

val

220

Phe

Lys

Ile

Asp

ser

600

Leu

His

Glin

Phe

Gln
GB0

Thr

Met

Gln

Trp

505

AsSn

Phe

ASp

Lys

AsSn

585

Glin

Gln

Fro

Ile

Asn

665

val

41

Asp GIn Tvr Leu Tyr Tyr
p TY a5 Tyr Ty

Ala
ser
Ar

49

Thr
Pro
Pro
Asn
Thr
570
Leu
Gly
Gly
Ser
Leu
650

Gln

Ser

Gly Thr G1n
460

Ala
475
val
Gly
Gly
ser
val
555
Thr

GIn

Ala

Pro
635
Ile

Ala

val

Gln

Ser

Ala

val

ser

540

Asp

Asn

Arg

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Ala

Thr

Thr

Ala

325

Gly

TYF

Pro

Gin

Pro

605

Trp

Met

ASn

Leu

Ile
G685

Glin

Arg

Thr

Lys

510

Met

1le

sar

val

ASsSn

590

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

670

Glu

Leu

Asn

Ley
495

TYr

Ala

Leu

Asn

Ala

575

Thr

Met

Lys

Gly

Pro

655

ser

Trp

Leu

Leu

T

48

Ser

His

Thr

Met

val

560

Thr

Ala

val

Ile

FPhe

640

val

Phe

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ES 2525143 T3

Leu GIn Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr
690 Egs 700

705

SEr Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe Ala val Asn Thr Glu
710 715 720

Gly val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Ar r Leu Thr Ar
725 730 v 735 g

Asn Leu

6
736
PRT

Cépside de clon 74 de virus adeno-asociado de Rhesus

6

Met
Glu
Lys
Gly
val
65

IGTn

AsSp

Leau

Pro
145

Gly

Ala
Gly
Ala
B
Asn
GIn
Ala
Leu
Gly
130

val

Lys

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Glu

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Asp

Lys

ASp Ej;‘[y Tyr

Arg
20

GIn

TYr

Ala

Lys

Phe

100

Lys

val

Pro

ser

Glu

Gin

Leu

Asp

Ala

85

GIn

Ala

Glu

ser

Pro

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

val

Thr

Pro

150

His

Leu

Leu

Gin

Pro

35

Ala

Asp

Arg

Phe

Pro

135

Gin

Pro

Pro Asp
Asn Ley

25

ASp Asn
4GP

Phe Asn
Ala Leu
Asn Pro
Leu Gln
GIn Ala
120

Ala Lys

Arg Ser

Ala Arg

42

Trp
10

Lys
Ala

Gly

Glu

Lys

Thr

Pra

Lys

Leu
Pro
Arg
Leu
His
75

Leu
Asp
Lys
Ala

158

Arg

Glu Asp

Gly Ala

Gly Leu
45

Asp Lys
60

ASp Lys

Lys Tyr

Thr ser

Arg Ile
) 125

Pro Gly
140

Ser ser

Leu Asn

Asn

PTO

30

val

Gly

Ala

Ash

Phe

110

Leu

Lys

Ser

Phe

Leu
15
Gln

Leu

Asp

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

ser

Pro

Pro

Pro

Gly

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Ile

160

Gln



Thr

Pro

Gly

ser

225

Ile

Leu

TYyr

His

Tr

30

val

Leu

Tyr

AsSp

ser

385

Ser

Glu

Gly
sSer
Ala
210

Ser

Thr

Phe

Gly

Lys

Thr

val

val

370

Gin

Gln

Asp

Gy

ASD

195

Pro

Gly

Thr

Lys

Gl

27

His

Fhe

Glu

Ser

Leu

355

Phe

Ala

Met

val

Ala

180

Pra

Met

Asn

Ser

Gln
260

TYr

Phe

Arg

val

Thr

340

Gly

Met

val

Leu

Pro
420

165

Glu

ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

ser

ser

Pro

Thr

325

val

ser

Ile

Gly

Ar

40

Phe

ES 2525143 T3

ser
ser
AsSp
His
230
Arg
Ser
Thr
Pro
Lys
310
Gln
Gln
Ala
Pra
Ar

39

Thr

His

val
val
Asn
215
Cys
Thr
Ser
Pro
Ar

29

Arg
Asn
val
His
GIn
375
ser

Gly

ser

Pro
Gly
200
AsSn
Asp
Trp
Gln
Tr

28

Asp
Leu
Asp
Phe
GIn
360
TyT
Ser

Asn

ser

As

18

Ser

Glu

ser

Ala

Ser

265

Gly

Trp

ser

Gly

Thr

345

Galy

Gly

Phe

Asn

r
425

43

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Leu

250

Gly

Tyr

GIn

FPhe

Thr

330

Asp

Cys

TV

TYP

Fhe

410

Ala

Gln

Thr

Ala

Tr

23

rro

Ala

Phe

Arg

Lys

315

Thr

Ser

Leu

Leu

Cys

395

Gln

His

Pro

Met

AS

22

Leu

Thr

Thr

Asp

Leu

300

Leu

Glu

Pro

Thr

380

Lau

Phe

ser

Ile

Ala

205

Gly

Gly

Tyr

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ile

Tyr

Fro

365

Leu

Glu

Ser

Gln

Gl

19

Ala
val
Asp
Asn
As

270
Asn
Asn
Asn
Ala
Gln
350
Phe
ASn
Tyr

Tyr

ser
430

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

Asn

Arg

ASN

Ile

Asn

335

Leu

Pro

Asn

Phe

Thr

415

Leu

Pro

Gly

Asn

val

240

His

His

ASn
Gln
320
Asn
Prao
Ala
Gly
Pro
400

Phe

Asp



Arg

Thr

Gln
465

Gly

Gly

Asp

245

Thr

TYr

Thr

AsSp

Lys

Asn

Gin

Leu Met Asn

Glin
450
Ala
Pro
Asn
Arg
Asp
5

Asn
Asp
Gly
Gly
Ara
610
AsSD
His
Pro

Tyr

435

Gly

Gly

Cys

Sar

Asp

515

Glu

Gly

Glu

val

AS

59

Asp

Gly

Pro

Ala

Sar
675

Thr

Pro

AsSn

ES 2525143 T3

Leu

Ala

Pro ser Asn

Tyr

Glu

500

Ser

Glu

Ala

Glu

wval

580

val

val

His

Pro

Thr

660

Thr

AT

48

TYr

Leu

Lys

Gly

Glu

565

ser

ASp

Tyr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

470

GlIn

Ala

val

Phe

Asn

550

Ile

Asp

ser

Leu

His

630

Glin

Phe

Gln

Ile

Thr

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

ser

Arg

Asn

Gin

Gln

615

Pra

Tle

Thr

val

MB GIn Tyr Leu Tyr
44

val

Arg

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Thr

Leu

Gl

60

Gly

ser

Leu

Pro

ser
680

GIn

ASp

val

Gl

50

Gly

Met

val

Thr

Gln

385

val

Pro

Pro

Ile

Gl

b6

val

44

Gly

Glin

Ser

490

Ala

Pro

Asn

AsSD

Asn

570

ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

GIn

Ala

Ala

475

Lys

Thr

Ala

Gly

=i
i

Pro

Sear

Fro

Trp

Met

635

Asn

Phe

Ile

Lys
4%&
Arg
Thr
Lys
Met
Thr
540
Glu
val

Ash
Gly
Ala
620
Gly
Thr

Ala

Glu

TYr
445
Leu
AsSn
Ala
TVYr
Ala
525
Leu
ASN
Ala
Thr
Met
605
LysS
Gly

Pro

ser

685

Leu

Gln

Trp

Asn

His

510

Ser

val

val

Thr

Arg

590

val

Ile

Phe

val

rhe

670

Glu

Ser
Phe
Leu
R
Leu
His
Phe
Met
Glu
Pro
Trp
Pro
Gly
655

Ile

Leu

Lys

ser

Pro

480

AsSn

Asn

Lys

Gly

GIn

Ile

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

GIn



ES 2525143 T3

Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Sar Asn
690 EBE 700 M

TyYr Asn Lys Ser Val asn val Asp Phe Thr val Asp Thr asn 6lv val
705 710 715 ' ¥ ?%ﬂ

Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Ar r Leu Thr A
?zg Y ?33 W r9 o5 e

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

7
2208
ADN

Serotipo 2 de virus adeno-asociado

7

atggctgceg
cagtggtgga
gacagcaggg
aagggagagc
Cggcagctcg
caggagcgcc
gcgaaaaaga
ggaaagzaga
daggcgggcc
tcagtacctg
aatacgatag
gtgggtaart
accaccagca
tccagecaat
tattttgact
dacaacaact
aaagaggtca
caggtgttta
tgcctcecege
aacaacggga
cagatgctgc
cacagcagct

tacctgtatt

atggttatct
dgctcaaacce
gtcttgtgct
cggtcaacga
acagcggaga
ttaadagaaga
goggttcttga
dgccggtaga
dagcagcctge
acccccagoo
ctacaggcag
cctogggaaa
cccgaaccrg
caggagcctc
tcaacagatt
ggggatrccg
cgcagaatga
ctgactcgga
cgttccecage
gtcaggcagt
gtaccggaaa
acgetcacag

acttgagcag

tccagattgy
tggcccacca
tcctgggtac
ggcagacgec
Caacccgtac
tacgtctttt
acctctggoc
gcactctcct
aagaaaaaga
tctcggacag
tggcgcacca
ttggcattgo
gaccatgeee
gaacgacaat
ccactgccac
acccaagaga
cggtacgacg
gtaccagcte
agacgtcttc
aggacgctct
caactttacc
ccagagtctg

ddCadacact

ctcgaggaca
ccaccaaage
aagtacctcg
gcggcccteg
ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
gtggagccag
ttgaattttg
ccaccagcag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
cactactttg
ttttcaccac
ctcaacttca
acgattgcca
ccgtacgtee
atggtgccac
tcattttact
ttcagctaca
gaccgtctes

ccaagtggaa

45

ctctetctga
ccgcagagceg
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgocga
tcggacgage
aaccrtgttaa
actccteocte
gtcagactgg
ccccctotgg
ataacgagag
ggatgggcga
accacctcta
gctacageac
gtgactggca
agctctttaa
ataaccttac
tcggctcggo
agtatggata
gocctggagta
cttttgagga
tgaatcctct

ccaccacgca

735

aggaataaga
gcataaggac
cggactcgac
agcctacgac
cgcagagtit
agtcttccag
gacggctccg
gggaaccgga
agacgcagac
tctgggaact
cdccgacgga
cagagtcatc
caaacaaatt
Cccttgggag
aagactcatc
cattcaagtc
cagcacggtt
gcatcaagga
cctcaccctg
ctrtccitet
cgticctttc
catcgaccag

gtcaaggctt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



cagttttctc
ccctgttace
tcgtggactg
ccggccatgg
atctttggga
gacgaagagg
accaacctec
cttccaggea
attccacaca
caccctocctc
ttcagtgogg
gagatcgadt
acticcaact

tcagagoctce

<210> 8

<211> 2187
<212> ADN
<213>

<400> 8

atggctgoog
gagtgatagg
gacggccggg
aagggagago
aagcagctog
caggagcgtc
gccaagaage
ggaaagaaga
ccgcccgota
ccccaacctc
gcaggcggtyg
tccggaaatt
cgcacctggg
ggggctacca

aacagattcc

aggceggage
gccageageg
gagctaccaa
caagccacaa
agcaaggctc
aaatcaggac
agagaggcaa
tggtctggea
cggacggaca
cacagattct
caaagtttgc
gggagctgea
acaacaagtc
gccccattgg

Acido nucleico de cy.5

atggttatct
acttgaaacc
gtctggtget
cggtcaacga
agcagggaga
ttcaagaaga
gggttctcga
gacccataga
aaaagaagct
tcggagaace
gcgcaccaat
ggcattgcga
ccctgeecac
dCgacadcca

actgccactt

ES 2525143 T3

gagtgacatt
agtatcaaag
gtaccacctc
ggacgatgaa
agagaaaaca
aaccaatccc
cagacaagca
ggacagagat
TTTTcaccco
catcaagaac
ttccttcatc
gaaggaaaac
tgttaatgtg

caccagatac

tccagattgg
tggagccccyg
tcctggctac
ggcagacgec
Caacccgrac
tacgrctttt
acctctcgot
atccccogac
caactttggg
tcoccgoogeg
ggcagacaat
ticcacatgg
ctacaacaac
cttcttoage
ctcaccacgt

cgggaccagt
dcatctgcgg
aatggcagag
gaaaagtttt
aatgtggaca
gtggctacgg
gctaccgcag
gtgtaccttc
tctocecctea
accccggtac
acacagtact
agcaaacgct
gactttactg
ctgactcgta

ctcgagggca
aaacccaaag
aggtacctcg
gcggcecteg
ctcaagtaca
gggggcaacce
ctagitgagg
tcctccacag
cagactggcg
ccctcaggtce
aacgaaggcg
ctgggcgaca
cacctctaca
tacagcaccce

gactggcagc

46

ctaggaactyg
ataacaacaa
actctctggt
ttcctcagag
ttgaaaaggt
agcagtatgg
atgtcaacac
aggggcccat
tgggtggatt
ctgcgaatcc
ccacgggaca
goaatcccga
tggacactaa
atctgtaa

acctcretga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgcoga
tcggacgagc
aaggcgctaa
gcatcggcaa
actcagagtc
tgggatctgg
ccgacggagt
gagtcatcac
agcagatatc
ccrggggota
gactcatcaa

gcttectgga
cagrtgaatac
gaatccgggco
cggggttctc
catgattaca
ttctgtatct
acaaggcgtt
ctggacaaag
cggacttaaa
ttcgaccace
ggtcagegtg
aattcagtac

tggcgtgtat

gggcattcge
aaagcaggac
cggactegac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct
gaacggccag
agtgccocgac
tacaatoggct
gggtaatgcc
caccagcace
aagtcagage
ttttgacttc

cdacadctgn

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2208

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



ggattccgoc
acgaacgacg
gactcggagt
ttccctgcag
cagtctgrag
dcgggcgata
gcgcacagce
ctggccegga
Cocaacacca
agactgtcaa
aaataccatc
aaggacgacg
gctgccaaca
accaatccocg
gccggaccec
aaccgggacg
tttcacccgt
atcaaazaca
tcatttatca
Aaagaaaaca
aataatgtag

acccgttacc

<210> 9

<211> 2217
<212> ADN
<213>

<400> 9

atggctgeceg
gagtggtagg
gacggocggyg
dagggggagc
cagcagctca
caggagecgtc
gccaagaagce

ccagaaaqgct
gcgttacgac
accaactgce
acgtgttcat
gacgttcctc
actttgaatt
dgagcctgga
cccagagcac
tggcecgagea
aaaacataga
tgaatggtag
aggaccagtt
agacaacgct
tggctacaga
agacacagac
tgtacctgea
ctccocotgat
cccﬁggtacc
cgcagtacag
gcaaacgcty
aatttgctgt

tcacccgtaa

atggitatct
acttgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gagttctcga

ES 2525143 T3

gcagttcaag
catcgctaat
gtacgtcctc
gattcctcag
cttctactge
cagctacace
ccggctgatg
tacggggtec
atcaaagaac
cagcaacaac
daattcatta
ctttcccate
ggaaaacgtg
agaatacggt
tgtcaacagc
gggtcceate
gggcggattt
tgctaatcct
caccggecag
gaatccagag
caacaacgaa

cctgtaa

Virus adeno-asociado de Rhesus, rh.10

tccagattag
togagcoccg
tcerggetac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtcttre
acctcicggt

ttgttcaaca
daccttacca
ggctctgcge
tacggatatc
ctggagtact
tttgaggaag
aatcccctca
acaagggagc
tggctacceg
aacagtaact
accaacccgg
dacggagtgc
ctaatgacca

gtggtctcea

cagggggctc
tgggccaaaa
ggactcaaac
ccagaggtgt
gtcagcgtgg
attcagtaca
ggggtttata

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
gcggeectcg
ctgcagtata
gggggcaacc
ctggttgagg

47

tccaggtcaa
gcacgattca
accagggetyg
tgactctaaa
ttccttctca
tgcctttcca
tcgaccagta
tgcagttcca
gaccctgtta
ttgcctggac
gcgtageccat
tggtrtitgg
gcgaggagga
gcaacctgeca
tgcccggeat
ttcctcacac
accogectec
ttactcetge
agatcgagrg
cctcaaatta

ctgagceteg

acctctciga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcgage
aaggcgctaa

ggaggtcacg
gotcttcteg
cctccctceg
caacggcagt
gatgctgaga
cagcagctat
cctgtactac
tcaggctrggg
tcggcageag
cggagccact
ggccaccaac
caaaacgggg
gatcaaaace
atcgtctacg
ggrctggcag
ggacggcaac
tcaaattcte
caagtttgecc
ggaactgcag
tgccaagtct
ccccattgge

gggcattcge
aaagcaggac
cgygactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2187

60
120
180
240
300
360
420



dgaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtge
tectggtacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atctccaacg
ccctgggggt
cgactcatca
atccaggtca
agcacgattc
caccagggct
ctgactctga
tttccttcte
gtgccttttc
atcgaccagt
cagcagttgce
ctacccggge
agcaactttg
aatcccggtyg
ggagtcttaa
atgctaacca
gtggtggceg
caaggagcct
tgggccaaga
ggactgaaac
ccaactacct
gtcagegtag
attcaataca

ggcacttatt

<210>
<211>
<212>
<213>

10
2187
ADN

<400> 10

gaccggtaga
gccagcagcec
ccgaccctea
tggctgeagg
gttcctcagg
gcacccgaac
ggacticogg
attttgactt
acaacaactg
aggaggtcac
aggtctttac
gcctgoctec
acaatggcag
aaatgctgag
acagcagcta
acctgtacta
tatttictca
CCthtiCEg
cctggaccag
tcgotatgge
tgtttgggaa
gtgaggaaga
ataacctgca
tacctggcat
ttcctcacac
acccgoctcoce
tcagtcaage
aaattgaatg
cttccaacta

ctgagcctcg

ES 2525143 T3

gccatcaccco
cgcgaaaaag
accaatcgga
cggtggcget
aaattggcat
ctgggccoto
aggaagcacc
taacagattc
gggattccgg
gcagaatgaa
ggactcggaa
gttcccogeg
tcaggcegty
aacgggcaac
cgcgcacage
cctgtctogg
ggccgggect
gcagcaacgc
tgccaccaag
aacccacaag
dcagggagct
dattaaaacc
acagcaaaac
ggtctggcag
ggacggaaac
tcagatcctg
taagcrggcg
ggagctgeag
ctacaaatct

ccccategge

Virus adeno-asociado de Rhesus, rh.13

cagcgtrctce
agactcaact
gaaccccccg
ccaatggcag
tgcgattcca
cccacctaca
aacgacaaca
cactgccact
cccaagagac
ggcaccaaga
taccagctcc
gacgtcttca
ggccgttect
aactttgagt
caaagcctgg
actcagtcca
aataacatgt
gtcrtccacga
tatcatctga
gacgacgaag
ggaaaagaca
accaacccag
gccgctecta
aaccgggacy
tttcatccct
attaagaata
tcgttcatca
dddfjaaddca
acaaatgtag

acccgttace

48

cagactcctc
ttgggcagac
caggcccctc
acaataacga
catggctggg
acaaccacct
cctacttcag
tctocaccacg
tcaacttcaa
ccatcgecaa
cgtacgtcct
tgattccteca
ccttctactg
fcadctacca
accggoigat
cgggaggtac
cggctcagge
cactgtcgeca
atggcagaga
agcgattrtt
acgtggacta
tggccacaga
ttgtaggggc
tgtaccrgea
cgccgotgat
caccrgtrcc
cgcagtacag
gcaaacgctg
actttgctgt

tcacccgtaa

tacgggcatc
tggcgactca
tggtctggga
aggcgcoogac
cgacagagtc
ctacaagcaa
ctacagcacc
tgactggcag
gctcttecaac
taaccttacc
cgactctgcg
gtacgogtac
cctggagtac
gtttgaggac
gaacccoctc
cgcaggaact
caaaaactgg
agataacaac
ctctctagta
tccgtccage
tagcagcgtt
dcagtacggc
cgtcaacagt
gagtcctatc
0ggaggcrtt
cgcggatcct
caccggacag
gaacccagag
taacacagat

tctgtaa

480

540

600

660

720

780

840

500

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2217



atggctoccg
gagtggtggg
gacggccggg
aagggagagc
dagcagctcg
caggagcgtc
goccaagaagc
goaaagaaga
cagcccgeta
CCcCcaacctc
gcaggcggtg
tccggaaatt
cgcacctggy
ggggctacca
dacagattcc
ggatfc:ggc
acgaacgacyg
gactcggagt
ttccctgegg
cagtctgtgg
acgogcaata
gcgcacagceo
ctaggcccgga
Cccaacacca
agactgtcaa
aadataccatc
aaggacgacag
gctgccaaca
accaatcccg
gocggacocc
aaccgggacyg

tttcaccegt

atggttatct
acttgaaacc
gtctgotgct
cggtcaacga
d4gcaggggga
ttcaagaaga
gogrtctcga
gacccataga
aaaagaagct
tcggagaacc
gcgcaccaat
ggcattgcga
ccctgeccac
acgacaacca
actgccactt
ccagaaagct
gcgttacgac
accaactgcc
acgtgtitcat
gacgttcctc
actttgaatt
agagcctgga
cccagageac
tggccgagea
aaaacataga
tgaatggtag
agigaccagtt
agacaacgct
tggctacaga
agacacagac
tgtacctaoca

ctccecotgat
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tccagattgg
tggagccceg
tcctggetac
ggcagacgec
caacccgtac
tacgtctttt
acctctegot
dtoococccgac
caactttgog
tccecgeocgoy
ggcagacaat
ttccacatgg
ctacaacaac
cttettegge
ctcaccacgt
gcggttcaag
catcgotaat
gtacgrcctc
gattcctcag
cttctactge
cagctacacc
ccgogcotgatg
tacggggtcc
atcaaagaac
cagcaacaac
aaattcatta
ctttcceatc
ggaaaacgtg
agaatacggt
tgtcaacage
gagtcccatc
gggcggattt

ctcgaggaca
ddaacccaaag
aagtacctcg
gcggcocctcg
ctcaagtaca
gggogcaacc
ctggttgagg
tcctccacgg
cagactggcg
ccctcaggtc
aacgaagqcyg
ctgaogcgaca
cacctctaca
tacagcaccc
gactggcagc
ttgttcaaca
aaccttacca
ggctctgegce
tacggatatc
ctggagtact
tttgaggaag
aatcccctca
acaagggagc
tggctgoccy
adacagtaact
dCCadacccgg
aacggagtge
ctaatgacca
gtggtctcca
cagggggctc
tgggccaaaa
ggactcaaac

49

acctctctga
ccaaccagca
gacccticaa
agcacgacaa
accacgcoga
tcgggegage
daggcgctaa
gcatcggcaa
actcagagtc
tgggatctgg
ccgacggagt
gagtcatcac
agcagatatc
cctggggcta
gactcatcaa
tccaggtcaa
gcacgattca
accagggctyg
tgactctaaa
Ttccttctca
tgcctttcca
tcgaccagta
tgcagttcca
gaccctgtta
ttgcctggac
gcgtagecat
tggtttttgg
gcgaggagga
gcaacctygca
tacccggeat
Ttecctcacac

acccgectoc

gggcattcge
aaagcaggac
cggactcgac
gacctacgac
cgccgagrtt
agtcttccag
gacggctcct
gaaaggccag
agtgcccgac
tacaatggct
gggtaatgec
caccagcacc
aagtcagagc
ttttgacttc
caacaactgg
ggaggtcacyg
ggtcttcteg
cctececteey
caacggcagt
gatgctgaga
cagcagctat
cctgtactac
tcaggctggg
tcggcageag
cggggecact
ggccaccaac
Cgaaacgggg
gatcaaaacc
atcgtctacg
ggtctggcag
ggacggcaac
tcaaattctc

a]l]
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
108¢
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
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atcaaaaaca ccccggtacc tgctaatcct

tcatttatca cgcagtacag caccggecag

daagaaaaca gcaaacgctg gaatccagag

aataatgtgg aatttgcigt caacaacgaa

acccgttace tcacccgtaa cctgtaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

11

2211

ADN

Serotipo 1 de virus adeno-asociado
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atggctgeeg
gagtggtgag
gacggccgag
aagggogagco
cagcagecteca
caggagcgtc
gccaagaaqc
ggaaagaaac
aagacaggcc
tcagtcceeyg
actacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
tccagtgctt
gggtatittg
dtcaacaaca
grcaaggagg
gttcaagtct
ggctgectee
ctcaacaatg
tctcagatge
ttcecacagea
caatacctgt

ttgctgtita

atggtratct
acttgaaacc
gtctggtgct
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gtccggtaga
agcagcooge
atccacaacc
cttcaggcgg
cctcaggaaa
cccgcacctg
Caacgggggc
atttcaacag
attggggatt
tcacgacgaa
tctcggactco
ctccgttcco
gcagccaagco
tgagaacgga
gctacgecgca
drtacctgaa

gcecgtgggte

tccagattgg
tggagccocog
tcctggctac
gocggacgca
caatccgtac
tacgtctitt
dcctctoggt
gcagtcgoca
taaaaagaga
tctcgoagaa
tggcgcacca
ttagcattgc
goccttgecce
cagcaacgac
attccactgc
ccggcccaag
tgatggcgte
ggagtaccag
ggcggacgtg
cgtoggacgt
caacaacttt
cagccagagc
cagaactcaa

tccagetgge

ccagagatygt
gtcagegtag
attcagtaca
ggggrttata

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtacctcg
gcggcccteg
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagagccag
ctcaatttty
cctccagcaa
atggcagaca
gattccacat
acctacaata
aaccactact
cacttttcac
agactcaact
acaaccatcg
cttccgtacg
ttcatgattc
tcatcctttt
accttcagct
ctggaccggc
aatcagtcceg
atgtctgtte

50

ttactcctge
agatcgagtg
cctcaaatta
ctgagecteg

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgocga
TCcgggrgage
daggcgctaa
actcctoctco
gtcagactgg
coccogetge
ataacgaagg
ggctgggcga
accacctcta
tcggetacag
cacgtgactg
TCadactctt
ctaataacct
tocctocggote
cgcaatacgg
actgcctgga
acacctttga
tgatgaatcc
gaagtgccca

agcccadaaa

caagtrttgcc
ggaactgecag
tgccaagtcet
ccccattgge

gggcattege
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctect
gggcatcggc
cgactcagag
tgtgggacct
cgcocgdacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cacccectgg
gcagcgactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctgacg
atatttccct
ggaagtgeet
tctcatcgac
daacaaggac

ctaactacct

1980
2040
2100
2160
2187

60
120
180
240
300
3860
420
480
540
600
660
720
780

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ggacccigtt
tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatt
gcattacctg
daaattcctc
daagaacccge
gagttttcag
gtggaaattg
tacacatcca

tatactgagc

12
2211
ADN

atcggcagea
ctggtgcttc
tggectcaca
gaaaagagag
aggaaattaa
tccagageag
gcatggtgtg
acacagatgg
ctcctcagat
ctacaaagtt
aatgggagct
dttatgcaaa
ctcgoococat

ES 2525143 T3

gcgcgtttct
aaaatataac
caaagacgac
cgccggaget
agccactaac
cagcacagac
gcaagataga
acactttcac
cctcatcaaa
tgcttcattc
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaccegt

Serotipo 3 de virus adeno-asociado

12

atggctgoto
gagrggrggg
aaccgtcggg
aaaggagagc
cagcagctca
caggagcgtc
gccaaaaaga
ggaaagaagg
aaatrcgggca
tcagtcccag
datacaatgg
gtgggtaatt
accaccagea
tccagccaat
tattttgact

dacaacaact

acggttatct
ctctgaaacc
gtcttgtgct
cggtcaacga
aggccggtga
ttcaagaaga
ggatccttga
gggctgtaga
aacagcctgce
dccotcadace
cttcaggcgg
cctcaggaaa
ccagaacctg
caggagcttc
ttaacagatt

ggggattccg

‘tccagattgg

tggagtccct
tccgggttac
ggcggacgcy
caacccgtac
tacgtetttt
gcctcttggt
tcagtctect
cagaaaaaga
tctcggagaa
tggcgcacca
ttggcattgce
ggcecctgece
aaacgacaac
ccactgeeac

gcccaagaaa

aaaacaaaaa
ctcaatgggc
gaagacaagt
tcaaacactg
cctgtggcca
cctgcgaceg
gacgtgtacc
ccgtctecte
aacacgecty
atcacccaat
aacagcaagc
gttgatttta

taccttaccc

ctcgagygaca
taacccaaag
aaatacctca
gragccctcg
ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccgg
ctaaatttcg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acttacaaca
cactactttg
ttctcaccac

ctcagcttca

51

cagacaacaa
gtgaatccat
tctttcecat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgtgca
tgcagggtcc
ttatgggcag
ttcctgcgaa
actccacagg
gctggaatcce
ctgtggacaa

gtcccctgta

acctrrrctga
cgaaccaaca
gacccggtaa
dacacgacaa
accacgccga
ttggcagage
aagcagctaa
actcateatc
gtcagactgg
cCcccacaag
ataacgagaqg
ggctgggcga
accatctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctcttcaa

caacdgcaat
catcaaccct
gagcggtgte
tgtcatgatt
togggaccgtg
tgctatggga
catttgggcc
Cttiggactc
tceteeggeg
acaagtgagt
cgaagtgcag
caatggactt

a

aggcattegt
acaccaggac
cggactcgac
agcttacgac
cgocgagtit
agtcttccag
dacggctcct
tggtgttggce
agactcagag
tttgggatct
tgccgatgoa
cagagtcatc
caagcaaatc
CCcCcttgdaggg
gcgactcatt

catccaagtt

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2211

120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
B840
500
960



agaggggtca
caagtogttta
tgteteccge
aacaacgogaa
cagatgctaa
cacagcaget
tatctgtact
ctgcttttta
gggccctgct
tttccttgga
ggaccagcta
ctaatatttg
dcggatgaag
gcaaataact
gccttacctyg
aagattecctc
aaacatcege
actttcagcec
gtggaaattg
tacacttcca

tatagtgaac

cgcagaacga
cggactcgga
cgtrtcecage
gtcaagcggt
ggactggaaa
dcgctcacag
acctgaacag
gccaggcetgg
accggcaaca
cagcggcocag
tggccagtea
gcadagaadgq
aagagattcg
tgcagagetc
gcatggtgtg
acacggatog
Ctcctcaaat
cggccaagtt
agtgggaqct
actacaacaa

ctcgooctat

ES 2525143 T3

tggcacgacy
gtatcagcte
ggacgtctte
gggacgctca
taacttccaa
ccagagtttg
aacgcaagga
gccteagtet
gagactttca
caaatatcat
caaggacgat
gacaacggca
taccaccaat
aaatacagct
gcaagatcgt
acactttcat
catgatcaaa
tgcttcattt
acagaaagaa
gtctgttaat
tggaacccgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

13

2208

ADN
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atggctgecg
dagtggraqqg
gacggceggg
aagggggagc
cagcagctca
caggagcgtic
gccaagaaga

ggasagaaac

atggttatct
acttgaaacc
gtctggtact
ccgtcaacge
aagcgggtoa
tgcaagaaga
gggrtctcga
gtccggtaga

tccagattgg
togagcccog
tcctggctac
ggcggatoca
caatccgtac
tacgtctttt
accttitggt

gcagtcgcca

actattgcca
ccgtacgtge
atggtcccte
tccttttact
ttcagctata
gatcgcttga
acaacctoig
aLgTtcTttgec
aagactgcta
ctcaatggec
gaagaaaaat
agtaacgcag
cctgtggcaa
cccacgactg
gacgtgtacec
ccttctectc
aatacteogg
atcactcagt
ddCagcdddc
gtggacttta

tatctcacac

ctcgaggaca
ddaccCaaag
dagtacctcg
gcggccctcy
ctocggtata
gggggcaacc
ctggttgagg

caagagccag

52

ataaccttac
tcgggtcgge
agtatggata
gcctggagta
ccttcgagga
tgaatcctct
gaacaaccaa
aggccagaaa
acgacaacaa
gcgactcget
ttttccctat
aattagataa
cagagcagta
gaactgtcaa
ttcaaggacc
tgatgggagg
taccggcaaa
actccactgg
gttggaatcc
ctgtagacac
gaaacttgtg

acctctctga

ccaaccagcea

‘gacccttcaa

agcacgacaa
dccacgccga
tcgggcgagc
daggtgctaa

actcctocIc

cagcacggtt
gcaccaaggc
cctecaccctyg
cttcccttcg
tgtacctttt
tattgatcag
ccaatcacgg
ttggctacct
caacagtaac
ggtgaatcca
gcacggcaat
tgtaatgatt
tggaactgtg
tcatcagggg
tatctaggca
ctttogactg
tcctocgacg
acaggtcage
dgagattcag
taatggtgtt

a

gggcattcge
adagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgeccoagttt
agtcticcag
gacggcrcet

gggcattggc

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2211

120
180
240
300
360
420
480



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

acoatiagna
cocagitgott
gggTattttg
atcaacaaca
gtcaaggags
grooaaghteh
ggctgocton
crtcaacaatg
Cogoaga Lgs
LLooatagea
cagtacctgh
Ehgetginta
ggasootght
tttaccigas
ggeactgota
atgattrttg
acagacgaag
goagtoaatc
gectbecily
aasattcoto
aagoacoogo
gagttttegn
gtggagalkbtg
Catacanota

tatactgage

14
2214
ADN

ccogaacatg
CARCHIEIET
atttcaacayg
aAttggggatt
teacgacgaa
tetoggacte
oLoogtlieco
FCAQCCAGIC
Loagaacood
‘gotatgegcea
afttacctaaa
gUooggogto
accggoageca
ctaotgctto
togoonoaca
SAAAZTATAD
dngaaalbcas
tccagagcag
gaatogotaty
acacogabgg
onootoagart
clacasagllL
saatgaogagct
actatgoaaa

ctcgocoecat

ES 2525143 T3

ggocottgoos
cagoaacgas
attecactar
ciageotaag
tgatggogto
ggagtacoag
Jgacggacgtg
agrgggacgg
caataacttt
cagooagaac
cagaactcag

TCoagotogs

goegoghttot

Asaaalalaac
Caoadgacoarc
tgoogoasel
agccactaac
cagoacagac
glrangocags

acacttteoac

ceteabeasas

Lgctteoatte
gragaaagaa
atotoooaan

togracecoot

Serotipo 7 de virus adeno-asociado
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erggotacog
gagtggtggog

ansgaooggg

atggttatect

toccagattog

acctgasaaco tggagooooy

‘acoCataaca
Aaaccactact
catttocboae
agaclLecaacl
acgaccatecg
ttotogtacyg
ttcatgatte
LCATCOLTLE
sccttocaget
ctogacoogd
aatcagiccg
aLglctgbbo
Aaaaczassa
clttaatggge
azagacaagl
Coeagadacy
cccgtggoea
cotgogacad
gacgtatace
cocgtoteoete
gaacgooiyg
atcacccagt
aacagcasac
OUiOatThcCa

tcacctcacee

accacctola caagcaaatco
tegogetacayg caccoccctogo
cacgtgacho goagegacko
Leaagelctt caacatccaa
ctaataacct naccagoacg
Lectoggotc tgocgcacoag
cgcagtacgg chaccliaacy
aftgcctgga atatllbococa
acacottoga ggacgtecat
Toatodatocs Lolecalogac
gaagtgccococa adacaaggac
agoooaasaa ctggotacek

CASACHACAD CAACAGCAES

glbgaabctat aatecaacegt

tetbtecocat gagegotote
cattggacaa Lgbcatgate
ccgaaagaltt Tosgactobg
gagargtgca Tabbalgogse
tocagggtce tatttocogoe
teatgooogg ctttogactlh
Lheolgoegaa Looctbcocogoea
attccacagg acaactgagc
gobtggaatcec cgaaghtocad
Cchgtgeacaa caalggacto

gteoecety

chogaggaca Acobotobtga gageatbcoge

daadcddadnd UCaatiaged addgrigsgaa

gbhetggbtdct toolagotac asgtacctog gacocttcaa cgoactogac

53
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SE2ggggJgagc
cagcagcLea
caggegogio
gooaagaalyc
graaagaaga
ggoaagaang
gagtagtgs
tctggoacag
ggagtgggla
atbaccacea
abotosagtyg
COQQaaTartL
otcatcasca
CaguTosaagyg
zogactcagg
ol 15 {3 (3 Eale Latie
AcLoToaaca
cooatotocaga
oobbbeaas
gacragtact
cgggaactge
CLacooggac
agcaacttty
aatocooggoed
pgegtootga
atgacaaalty
yboagragoca
ggagccttac
goocaagalblbs
cllaaacaltoc

geggtgttta

agogtggaaa
cagbacacol

gtttactctg

cocgtoaacyuc
aagodgotda
tgoaagaaga
gogLraboga

gacoggtaoa

gooagoagoc

cegagectea
tguctgoagg
atgoctcagg
goacooganc
Adac THCags
Lhgactrlana
soaacoggog
aggioacygac
tatictecgga
LgecoogiD
atggoagtoa
tgeoctgagaac
goagolacge
Egtactacct
agtittacca
cIogotbeog
cLiggactgg

tcgocatgge

aagaagaaal
ACCTaACEaTC
ctggecatggt
Ctocadaddga
cgceccctoa

crLcctgocaa

togagtggga
caacthiys

agcctogooe

ES 2525143 T3

ggoggacgca
caalocglac
tacgtcattt
accbotoggt
goCOLCace
COCCAgaasd
anclLeologga
cggtggocgea
aaabtggoat
ctaggeocty
tagtaccaac
cagaliccac
attooggoos
gaatgacgge
ctoggaatac
CoUggoggac
gretgliogaa
gggcaacaac
acacagocag
gycoagaaca
gagcgggoct
goAacaaaga
togccaccaaa
aactcacaad
clggagea
Legtoctact
ggctaalact
ctggragaac
Logoaacttt
gartcctgate

gtttgctteg

gotgeagaag
aanpoagact

tattggoact

goggccotoy
ctgoggtata
gogggoaao
ctggttgagg
cagoglliooe
agactocaatt
gaacctecag
cocaatggtag
cgogattocca
cocacotada
gacaacacsl
tgccactietr
aagaagatge
gllacgacos
cagotgoogt
gtoettcatga
cgttectect
LLtgagitca
agoctggace
cagagrasaco
tcaactatgg
[ ok B e B )
tatcacetga
HacHACAgy
actaacasas
aatcotgtag
goagoosage
cgggacangr
caceegtoto
ddgaatacto

ttcatcacac

gasaacagca
gobtgbggact

cotcacotoa
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agoacgacaa
accacgccga
Cogagodads
adggcgetas
cegaclecte
cegatocagas
cagocygcooLo
araataacdga
catggoctggg
araszcacet
acthoggcta
caccacgtga
goiiocaagat
tocgotaataa
acgtoochogdg
tbocbocagta
Lelactgoct
gotacagens
ggotgatgaa
agoaggoac
cogaacaageo
cootagalbca
acgfragaasa
aroge LU LE
ctacatbttbtgga
coacggaaga
cacaagllglb
Acotgragag
ctttoatggg
cogttecoge

agracagoac

agogetggas
ttgococgttga

coogtadatot

guectacgac
cgcecgagbnt
agrorcocag
gacggeicct
cacgggeate
Tagogacica
Lagrgtggga
aeglacegac
Ccgacagagio
clacaagecaa
cagocacoooo
coggoagodgs
ctbcaacate
CCCCaccagse
cretgegeac
cggotacchd
ggagtacnoo
cgaggacgtg
TCoootoate
agcbggoaac
caageattag
ASADEECEa0
ctegiigiglL
cccatceage
aaatgognoa
Atacggaata
caacsaccay
Loecatoetgg
cggettoagsa
taatocctecy

cgdacasgto

cocggacatt
caccoaggsl

gtaa
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Serotipo 8 de virus adeno-asociado
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atggotooog
gaplaglong
Jacggooggg
AdgggIgago
cagoagoboe
caggagrghbc
godaagaage
dJaaagasga

oggraagasag

gagtoagbte

cotaaCacaa
ggagtyggta
atcaccacaoa
atctocaacg
cootoggggt
cgactoataa
atcoaggtea
agoacoalbes
caceaggget
otascacteca
LLLoebbege
gtgoctttoo
attgaccagt
cagaclkeobag

ctgocaggac

gtggttatot
cyctgaaacso
gtctggtgct
cegtoaacge
apzogEulga
tgraagaaga
gugbliotcga
gancgotaga
gooaacagos
cagacootea
Lggoiacagq
gttooctocggg
goacoogaat
agacatoggayg
atttbgactt
acaacaacty
aggaggtcac
aggtglittac
gooctgootoo
acdaacggtag
agatgotgag
acagcagcocta
acctgtacta
goLiocagecs

cotgttacog

tocagattgy
tggagcocoocg
toctggctas
ggcggacgaod
caatccgtac
0= i sl ol o o o
acctotoggh
gooaToalog
cgocagaass
acctetogga
cggrggegos
aaatTggeat
ctgggcoctyg
aggegccaceo
Tagacagatte
gauaticogg
gtagaatgda
guaclogoag
[ RN s el R i [ L
tcaggccgtg
aavcgooanc
COCCOaCaD
cttagtctoog
aggtgggoot

CoaaCaERCoc

chogaggaca
aagcccaaad
aaghacobog
gegyoontiog
ctgrogtata
gagggoanco
ctggttgagg
Caggliiole
AdacTOsath
gascctcocoag
ceaaltggag
Cocgattoosa
cocacctaca
aacgacaaca
caclogocacth
ccoaagagac
goCacfaada
taccagotge
gacgigtlica
ggacgotoct
aaclbcoagt
cagagantog
actCcaagcasa
aatacaatgg

ghoboancos

55

acctetetys
craaccagoa
CRACCCT oS
agracgacas
ancacgoooa
togggcgage
aagaogetas
cagaciceolo
LTggteagas
cagegocoete
acaataacya
catggclann
acaaccacet
cCtaAsTTogg
Litocaccacg
Ccagcttocas
coargygocas
cgtacgttek
Lgatiocecoa
cotoctacts
ttaccacac
ACCOgUoighh
Caggagygoac
ccaacagoe

Canooggcs

gogcatboge
aaancanoac
cgectocgac
ggcoctacgac
cooooagttEr
egtettoocan
gacurckook
taogoggtate
Lagegactoa
Coatotuaaga
agoococcgac
cgacagasto
chagagacaa
cLacaAgcaco
tgactsocag

getobboaac

Laaccboace

cogctobgon
gtacgootae
cobggaatac
cttcoagoac
gaatcctotg
gociaaatacg
aaagaactag

daacaacaat

o
o
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agoaactttg
aatocobtggoa
fggatootga
abgoteacos
alecglapgcag
CagEgeEnnt
tgggccaaga
dgootsazan
cogaccaceL
gtocagoglag
atccagtaca

ggogtgtact

16
2208
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coctggactgo
toegotatgoo
totttoggcaa
gogasgaaga
abLaaclloca
tacoceogtan
ttecctocacac
atootoTacs
toaaccagto
amallgasatyg
CChCcaacta

ctgaaccoog

Virus adeno-asociado, hu.13
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aArggolbagcey.
cagugataga

Jatadtagdd

SEgJOJadgaqgc:

lady (s Lot et Slads
caggageges
gCaassasga
gyanasasgs
gaagogggcs

tocgtacocig

aatacgatgg

gbtgoutaatlh
ACCACCEQCE
Locagocaatc
tatttogact

aacaacaact

atggttatcr

agoboanacs

grLCTLgogel
cgglcaacga
SO aana
Thazagaaga
gogttcttga
guecgoglbaga
agoagooton
acooocagoc
cttoaggoag
celeqaggaan
cocgaacttg
caggageoag
Coaacagatt

ggggattcog
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Lgggaccaan
AACACACAAA
dcaaaatget
adfcaasacc
goagcaadasac
gutcbggoag
Jaacggoadd
Leagaloclg
azagoctdgeac
ggagctagcag

ctacaaakbcl

ceecabbogon

Cocagattgg
togeccacea
Cectaaybac
ggocagacgoo
caaccocgtac
tadgtotitt
ACChohggge
geactctoct
Addaaaaaga
tcteggacag
tgaogeaccn
Ltggeocattge
ggcecTgoan
CafCaCaac
CoaC oo

Joocasgaga

taccatctga
gacgacaag
gocagagaca
actaacectyg
acagetechc
gaccgggacy
CLecacocgl
atcaagaaca
Cottbtoatoa
aagfaagaca
acaaghtgtgg

accocalbtacc

ctogaggaca
CCACCAAAT
aagtacctcg
JogaqQooCTag
choaagtaca
Qg Cagcc
CLggiligagy
grggagoacad
titgaatitEcg
CoACCaAgCad
atggocagaca
gattoccacat
globadasta
cactactttg
cttteaccac

otoaactios

56

atogaagazasa
agogticter
atgoggatia
tggolacann
daallgguaac
tghacohgns
ctcegobgat
egecetgbanc
cgoaataoag
qoaagogely
actztgctat

toaccogtaa

ctatokctga
CoOCaageg
geccotbtoaa
agoacgacas
BECCACTOOgA
Ccgoacgago
aguooktgttaa
actoctecte
gtocagactgg
cecoelelgg
ataacgaggg
gratgggoga
accatctcia
getacagoac
gtgactggecea

agotetitan

choabbagot
cococagbaed
cagogatgte
gmaztacoogt
totcaacagg
ggbeccoate
gogoootil
Covggatcot
caccogacag
gaacCcooman
taatacagaa

Cocbgtan

aggaataaga
goataagga
cogactigac
ggocctacgac
cyeggagtes
agtciiooag
aacgganooy
ajaacocggs
Adacaisgac
cotgogsact
COToOeCga
cagégbcato
caagrazatc
CeCThooggg
gagadicatbo

catbcasote
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18649
1824
1980
2040
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assgaggroa
cagolgiita
togcctoocge
aacaacgogoga
cagatgobgo
cacagoagol
tacototatc
cagttttote

cebgttace
Legtggacdtg
coggoeatygg
atcttEggga
gacynagasy
accaaccige

cotocaggoa

Ao oo
ctcagtgcgg
gagatodgagr
gottécaant
tragagocto
17
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cgcagaatga
otgactoggs
cgttccoccagn
oteoagsoaat
gtaccggaaa
angotcacag
acttgagoag
aggrCoggageo
gocagoageg
Jagortaccaa
gcagooacas
agocaaggene
aaabiaggac
aggyogygcas
tagtetggeca
Cugacggaca
gacagattct
casagTitgo
Jagagotgca
acaacaaatc

gococattog

Virus adeno-asociado, hu.26

17

atggctgoeg
cagbgataza
gacagcagsg
aaddgadgago
cggcagcteg
caggagogto

gocaasaaaga

atggttater
agoctcaasco
gtobtbgtygco
afa s el T-TAIL 1}
acagoggags
Craaadgaaas

ggattcttoa
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cggtacgacy
gtaccagotic
agacd et
arffgacgcotet
casctTtang
coagagtotyg
aasfaasacact
aagtgacath
agatocaaag
gtaccaccto
ggacgatgaa
agagasaadca
cactaatoccoe
cACcacaagra
gogacapgagac
ttttcacece
calcaagaac
ttcttteats
SRAGgaganc
tattaataty

caccagatas

cocoagaltog
tggoocacca
tcctigggtac
gyoagacgoo
caaccogtac
Lacgbotber

acctotogse

acgattigocs
cogacgtos
alggigooac
tcattttact
Choagolaca
gacogtotea
ccasgoggaa
codggacoanl
acatoctgesg
aatggcagayg
gaagaasglLLLL
satgtggaca

gtggetasgy

gotarogoay

glbgtacctge

L e v e e e

acccoggtas

acacagrars
agoaascgo:
gactttasty

cLgactogta

ctogagoaca
Cccaccasage

SAYTHCCTOT

goggoceiog

cteaadataca

gggggoaace

cloatligagg
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ataaccrLtac
Cegactogge
agtatggata
sectagagta
coctttgagoa
tgaatcetat
ccaccacgca
claggaactg
ataacancaa
actocetggt
Lligetoagag
Ltgaasaggt
agoagratag
atyloaadac
aggggcccat
dgaogoatl
ctgogaaton
coacgpgeoa
gogaatocoega
Llgacactaa

atclatan

ctLtsrttiga
cogcagagny
gaccobioaa
agoadgasaa
ACCACQCCgZa
teggacgacs

dacctgbtaa

cagcacggtt
goatcaaggs

catfaccoty

Lhibeoctter

cgrtoctliihe
cabtcgaccag
grocagoott
gettootggs
cagtoaatac
gaateegoge

cggggtteote

catgattaca

Lilctotatet
acaaggoott
ctoggoanag
cogacttaaa
tlogaceacc
ggtcagogtg
gatocagltas

tggocgtgtat

aggaataaga
goabaaggac
tegactogag
gooclargain
cgcggaghtt
agteticeag

gacggotoog
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Coasazaaga
aaagognoco
Loagtacotg
aatacgatgy
gtgoutaatl
acocaccagoa
tocoagoeoangh
tattttgact
aacaacaact
aaagaggtca
cagotgttta
tgootoooae
ancARCOEea
cagatgotto
catageagob
btacctotatt
cagtbtttote
cocheblaog
fogrgoacty
coagqobatag
abottiggada
gacgaacany
accaacctoco
CLtococagsoa
attccacaca
cacuolaobo
thoagtangg
gagatcgagt
acttocaact

tocagagooto

18
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ggcocggtaga
agagoolgo
acooooagon
cttoaggocag
o lopogaan
cocogoacotg
choggagooad
tcaacagatt
poppattcog
cgoagaatga
ctoactogga
cnblietcago
groaggeggr
gtaccggaaa
acgotoacad
acttgagcay
aggooggagso
SrCcagoagod
gagctaccaa
peAgocacaa
aacasgacte
aaatcaggac
sgagocggcas
tggtoctagsa
cggacygaca
cacaaabioh
caaagtttgo
gogagcelbgoa
ACaACaAaaTs

gocccattgg

Virus adeno-asociado, hu.37
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geactetotn
aagaaagags
LoTogyacag
tggogoacca
ttggcattgo
o {4 [ o] e W el
CASCgaECaRe
cCatgocac
dococaagada
cggTacgacy

gragcagots

Agacgtetto

adgaacgolol
cascTotane
cocaaagbotyg
aacasacacl
aagtgacatc
agtatcasag

JUACCacCn

Yaeogatogan

gogsazaact
caccaabtcce
CECaCaadra
ggacagagac
LttEcacoon
cabosagaac
ttocttoate
gaaggagaac
tottaatoty

caccagatac

goggagocan
Etgaattityg
coaccagoag
artggcagadca
gatteocacat
acctacaacs
CRCCACEERY
Chobocooan
ctoagettea
acgathooea
ctubacutoe
atoggtgocan
tecbbbbact
tteoagotana
gacogtotea
Coaagoggan
coggacoagt
acagctocog
aatggasagag
gasasatatt
aatgtggaca
gbggotacgg
gotacctoag
gtgtacolac
totocootoa
acccogglac
acacagtact
agcaaacgct
gactitaclbyg

ctgactegta
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agtoctastn
gtragactygyg
coeoctetay
ATaacgadod
ggatgggodga
accatsigta
gotacageag
glgacigges
agctoTttaa
artaazotrac
Leggctogge
agtatggata
gocotggagtsa
cettogaags
tgaateccteh
ceaccacgak
ctadgaaacLa
dcaacaacad
Aactoootogak
ttoetoagay
Ligaaaagar
agcagiatgg
argrtoasoss
aggggeccat
tgggoggatt
ctgogaaktce
CCAQOUYCE
ggaatcooas

Laggacactan

‘atetgtas

gggaacogds
agacgoagac
tctogggeact
cgoedgacgga
cagagloabo
caagcaaata
CoOOTHEEYY
aagactoato
cabiocaagtc
cagicacggtt
gcatcasgda
coboacoobg
cbtteottat

catbecttte

catcgancan

gtcocagoott
gelbococtooa
ragtogattac
aaalcogggo
cogoettete
Latgattaca
ttctotatot
acaaggogtt
ctgoooaaag
cggacLLaaa
ttogacoach
gulcagogty
aattcagtac

toggtektotat
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atggorgotng
gagtggtgog
gacggdeggg
adggoggagc
cagcagotoa
coagaagoate
Joocaagaage
rdangaaaa
adcasgasasag
gagtzagbes
Toogghacaa
ggagtggata
atoaccasca
datatocagtyg
cootggoggt
cganhoancs
atceaggbea
ggoacgattc
cHocoenogel
cttacactga
LoLoocatone
gtgeottton
atogaceagl
cagraatnot
chacctggac
agocaaztttg
aalooogagly
ggagocctga
atgonazcca

glggtggotg

acggttatel
scctgaaace
gtatggtgct
cocgbcaacge
saagcagdgdlga
Lacaagaagsa
gagttctega
gacoggltage
groagoagos
cogaccotca
tggotgoagd
gttcctcagy
aoacocgaac
dgecatogoy
AL LTgactt
acepcaaclag
sagaggteac
aggtatttac
opoptaccleoc
acaatggaag
aaatgoigog
acagoageta
acctgtacta
Latfttotee
cttgoracog
Sttggacstgg
Legecaltage
Tgttoggaaa
godaagaasa

aceacitgtca
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Lecagattgg
Lgdagoaas
Ltectggotac
oo fota b B Dt fedc
caabcogtac
tacgtetttt
aectotoggh
accgtcacct
cgotaasaag
accaatogosa
cagtagogot
aadttggral
ctgggeccty
aggaagoaca
caacagattc
FIgattecgg
gragasatgesa
gogacioggasn
gttcocoggedg
toaagoogba
aactggasac
cOcacacago
cttatocoaga
agotogggoct
ocagoiagoga
Tgocaccaaa
aaciocacang
acagggltgct
azattaaasco

goaasaccaat

cregagqaacs
aagoccasagyg
aagtancteg
gegooccotog
ctgoogtata
gggagoaace
ctggttgagg
cagégticec
agactgaast
gaaooacoag
ccaatggoag
Lgcgattooa
CoCACCEACA
aaCgacasaca
cacTgooaot
Cogaasagac
gocaccdaga
tatcagotar
gacgbcLboa
goocgttect
aatbbbgaat

cagagcttgg

‘Actcagtasa

gCaasacatgt
gtoctctacga
Lalcazctgs
gJacgacgagdg
goaagagacs
actaaccocg

acagggecta

59

acckhciotga
coaacoansa
gagecttoaa
dgoacdacaa
atoacgooRa
Legggogacs
adagotgotaa
cegactofin
Tgoleagac
caggcooots
acaataacyga
catggotady
acaaocacen
celacttocgg
totcascacy
toagotcocas
ceatcgecan
cgtacgoeat
Lgatioocoa
ectrertactd
Lcagelagac
accgactgal
Caggeggaac
cggetbeagge
cactatcgca
sCgoaagaga
aacgottotts
acgtggacta
tagooacada

Liglgggdas

gggcattoge
gaagoagoac
cggactogac
coecctacgac
cgoogaslLL
agrtotbecag
gacggotoot
cacgggeateo
tggogactca
Lggtobggga
aggcgocgac
Coaeagagse
crhacasdgtas
chatagoaco
Lgactgocag
goECchbEcass:
taaccttace
cogobcogng
gtacggobac
ontogaatat
cttogagoar
gaatocctoto
teaaggtaco
Ltaagaactgg
agacaacaan
cLoblilggta
coogiogagt
CagosgogTo
acaatscggt

—gtcada B
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caaggagock
Lgggcocaaga
guaLLaaage
scaacaacgtE
gteagtybygq
atrocagtaca

ggaacttatt

19
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tacctggeats
ttoectoacan
aAccCcAco L
tcagooaggn
asatsgagtg
Shicaaacta

ctgageootog

Virus adeno-asociado, hu.53

19

Etggolacsy

CegLgdTada
gecagoagygyg
acggdagags
cOgcagoned
caggagegts
ghgazassga
Hgssaslada
aaagogggec
ot rtasotyg
acbacaatag
gtgggteatt
accaccagca
booagooeal
tartbbgact
aacaacaach
aaagaggtoa
cAggtgttta
tgootocooac
gacaacggga

cagatgotgo

atggitaktek
AGOTOREADT
gtoctegkgot
cggToaacda
Acagogdaga
ttaasgaaga
gotroatiga
gogoodgtaga
agocagootgo
aCcCoCagQue
crtagaggoag
cotcaggaaa
coogaacctyg
caguaaccebe
toagcagatt
gogogalticoy
cogragaatga
ctgactogga
cgtblcoage
gtoaggoodt

gtactggaaa
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gOECToocag
agecggoaac
Leagateoctg
gaaallgool
guagotgcag
ctacaaatot

cocoattga

Lccagattgg
Lggcecacca
tocctggatas
ggcagacrac
caaccogtac
tacgtotttt
acctotaggac
goacbcloel
aagasadaga
Lotcagacag
tagogoaces
ttggoattge
ggcootgooco
asacgacaac
CCachqdcac
accocasgadgs
cggracgacy
duacsagcie
ggacgootte
aggacgoeTol

caactitcag

aacogagacy
ttocacoctt
atcaagaaca
Leotlocatta
AaAggaAgaaca
acaaatgtag

actogbtace

ctogaagacsa
Coaccaaage
aagtacctod
aedaoecoieg
ctocaagtacs
OOqagcaacs
Cchggttgagg
guggagoosg
CLisAatitey
coaccagead
acggcagaca
gattotcaat
acciacaagsd
CAcTACTLEg
tbbteaceas
cboaacttea
Aacgactgoca
coghacgbceo
atggtccocan
Lectbbtack

CCosgilaca

60

tgtaccogoa
caccgetaat
cgocdatacc
cgocagtacag
goaascgoty
aocctigetat

—caccocgtaa

CCoLoLETga
cogoagagog
gaccclLlocaa
agoacgacaa
accacgooga
Ceggacgage
cacCtgrtaa
actococtecoo
gtcagactgyg
CoCCCacaan
ataacgaggy
aggolgggocga
=1 afars b ol alubbat |
grtacagoac
gtgactggca
aoCLCciiLaa
dtaaceitac
tcoggotogge
agtatggata
gectggagta

CLL L Laaaaa

Ectoccato
gagaggattt
Lgcggatcet
CaDCIgaay
Jaacccagadg
caatacagag

Lotgnaa

aAggasataaga
JoaTasgiac
coagactegas
ggcotacgad
cgodgeglos
agtetbooay
gacgucteoog
gggaacoagya
agacgcagac
ttioggaket
SOoaos Lorera
cagagbcato
caagoasasle
cocokgoggg
aagactioate

cabbecaagte

cagcacogtt

goatoasgoe

celoscoctg

ctEtectton

cgbtgcchttitg

1860
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Cacagoagst
ragctgtatt
cttagooang
tgtitatocgoo
cggactygagy
gooatggos

tttggtaaag
gaagaggdgaad
aattlgcasaa
cctggtatgg
cohoacaseg
ctgoclioots
agtictgoca
atogagtaay
tocoaactaca
gagcetoace

20
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acgeroacan
atctaazcay
clggacogad
agcagcgttt
clacoasgis
qQuCataangoa
Aaggadcasg
tcaggaccac
Actcaaatac
L Lagoaga
atggacactt
adattatgat
agttitgcttc
agctgeagas
acaaatetgt

Ceatiggoan
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coagaglitg
AdCACAIACA
dagecabgtct
gteaaagoag
chtaccbocaat
cgﬂtggdqau
Cgotaceaac
caatcoogtg
tactacaagt
tegagacgtg
tcatcottot
cagagacacl
ctEcatcaca
gaagaacage
taatgtgoan

cagabacoig

Virus adeno-asociado de Rhesus, rh.39
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sbggoigsly
JETTIITITT
gacggoiggg
E22Jggggagc
cageageToa
caggagoglc
gocasdaado
ddaaagaaga
gocaagansg
gagreagtec
cctggtacaa

ggaglaggla

acggriiatat
accigaaaceo
gtctggbget
cogicaacge
aagcgggtga
Lgcaagaaga
aggnnonaga
gaccggtaga
deageagac
cogaccctea
Lgyclycagy

JLiccicagy

Cocagat by
tggagceccooc
toctagctac
SECggacgod
caatoogtas

Lacgtctttt

acobcboaat

accgteaect
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atggetgoeg

gagtgotagg
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Cagcagetca
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gttectcogog
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ggacotoggy
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agcaactttyg
aatocgggog
gacatocostca
atgchtaacea
ghagtagoly
cegggagost
Coggooagaga
ggacttaasac
ccagcagogt
ghcagogigg
aLncagrata
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cctggactgg
Eogccatgus
Lagttltagcas
gogaggaada
glaacclaca
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Ltcciaacao
atcegootoo
tcaaccagge
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Gln Thr Gln val V&l Asn Asn Gln Ala Leu Pro Gly Mat Val Trp
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<210> 45

<211> 736

<212> PRT

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

<400> 45

Met Ala Ala Asp Gly Tywr Leu Pro Asp Trp Leu Glu asp Thr Leu Ser
=3

Glu Sly Ile Arxg Gln Trp Trp Lya Leu &rg Pro 8ly Pro Pro Pro Pro
20 a5 340

Lye Pro Ala Slu forg His Lys Asp Rkep Ser Arg ©ly Leu Val ek Pro
i 40 &5

Zlv Tvr Liva Tyr Leu Fly Pro Phe hAsn Gl Leu Asp Lirs Gly Glu Pro
50 55 60

132



Val
a5

Arg

Aan

Liet

Pro

145

Lvs

Elwv

Al

hla

Ser

235

Tk

Tyr

His

Trp

AET

v
=in

Ala

Lég

=i
L =i
b b

Thr

Thr

Fro

210

IJ.I}:.I

Lys

Bhe

Cy=

280

EFlu

Teetld

Gin

B el
ok

Lzl

Eer

Pro
1495

hen

Ser

Fhe

Ala

asp

Fhe

164

Wal

Zin

Zlua

180

Ala

Ale

Tro

Thr

Pk=

Arg

hep

Ser

825

Gln

Ala

Glu

BEer

Gln

165

ser

asp

Hais

Arg

245

Sor

Ser E

Pro

ES 2525143 T3

Bla

|

Gl

Glu

Wal

Glu

Hro

1540

Pro

Vel

Val

hEn

Cys

230

Ser

Thr

Ala

Eap

The

31

135

Gln

Ala

Fra

=y

b
o

Ala

Pro

Ala

AAn

Lzl

EZin

120

hla

Gly

hEp

Pro

200

Glu

Ser

5 Ala

280

Agp

Leu

133

Lieud

Liya

105

Bla

Elu

Pro

Pro

Ias

Thr

Gly

Thr

Lenz

The

A6

Giy

Lasl

A=

Elu

Twr

an

Lys

Thr

Arg

7o

GEln

Thr

Ala

Trp

Bro

250

Gly

Twr

Fhe

His

Ll

BSD

Lya

ala

Pro

Mek

RED

Leu &

235

Thr

Phe

Arg

Ly=

A=D

Tiys

Thr

ATy

Pro

1&0

A=n

Leu

T

Leu
300

Liys

Tyr

Ser

Yal

125

Gly

Uk
D
H

Fhio

Glw

Ger

205

wal

Asp

AT

FEn

Bhe

#E5

Tle

Phe

Ela

A=En

Fhie

114

gl

Gl

Glu

e

@y

Gly

Az

ET0

Asn

A=n

A=n

His
95

Glw

3lu

Glr

175

Ero

Gl

A=

Val

His
Pt

- ASTL

Arg

Ile

AsD
20
Ala

Gly

Pro

Gly

g0

Thr

Fro

Gl

Ala

Leu

His

Phe

Ban

Eln



305

Wal

Tumll

Tyr

Ser
385

oer

Gl

Bxrg
465

Bly

AsT

Lys
545

Lys

Yok 4

Val

Val

378

Ein

et

Eln

450

Sl

Py

Asn

Arg

Glu

Ser

Teed

355

Fhe

1 Ala

Met

Mel

435

Aan

Ser

Cys

et

Zlu

515

Z1u

Val

Thr

340

Gly

Met

Val

Leu

420

Agm

Sl

o

Tyr

Thr

325

Val

Ser

Ile

Gy

Arg

405

Phe

Prao

Ser

ala

Arg

321

Fhe

Ile

Lys

Gly

ES 2525143 T3

310

Thr

Gin

Lla

Pro

Hism

Tl

Gly

Gl

471

Gln

Thr

Zle

Fhe

AsT

Vel

His

SZin

3G

Gly

Ser

Il=

Sar
455

MeT

Gln

Trop

A=n

Agp

Phee

Zln

360

ser

AEn

Sar

Fiv ko]

440

Ala

o1

Arg

Thi=

Pro

520

Fro

RAET

Gl
Sar

345

CEly

Asn

Eln

Sln

Val

YVal

FLly

50&

Gl

Met

Thr

134

Val
33D

Aap

The
410

Ala

Tyr

=ln

Ser

4un

Ala

Thr

Ser

Ala

der

Lo

Le

Cys
385

Thr

Liety

Lvs

BED
475

Ala

Bly

Lieu
555

Thr

Fro

Thr
3840

Leu

Fhe

Tyr

Asp

444

Lz

Lys

Met

Val

540

ATp

Ile

Tyr

Pro

363

Len

Elu

sSer

Gln

Tyvr

445

L

hsn

Tyr
Ala

525

Met

AsEn

2la

Eln
380

<Fhe

Aam

Ty

Sar

430

Pro

L

T

Thr

Asn

211

Sar

Ile

Val

Fro

Agn

Pho

Thr

415

Leu

A

Fhe

e

Fhe

Met

320

A=m

P

Ala

Ely

Fro

400

FPhe

Aap

Ser

Fro

£80

AT

]

Lys

Ely

Ile
San



ES 2525143 T3
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a5, Glu Glu Glu Iie Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr GLu Gln Tvr
565 570 575

Gly Cln Val Ale Thr Asrd Hig Gln Ser Gln Asn Thr Thr Ala Ser Tyr
BED 585 590

Gly Ser Val Asp Ser Gln Gly Tle Leu Pro Gly Met Val T=p Gln agp
545 & 605

Arg Asp Val Tyr Teuw Gln Gly Fro Ile Trp Ala Lyes Ile PBro His Thr
&1 ELS EZ20

Bsp 31y Hiz Phe His Pro Ser Poo Leu Meb 3ly 31y Fhe Sly Lou Lys
G2hb 630 635 G40

Hig Pro Pro Pro &ln Ile Leil Ile Ly Asn Thr Pre Wal Fro Alas Asn
G5 G5 655

Pro Ala Thr Thr Fhe Thr Pro Gly Lya Fhe Ala Sor Phe lle Thr 2ln
Gal a5 a70

Tyr Ser Thr Gly Gln ¥Yal Ser Val lu Tle Glu Trp S23u Teu Sln Lys
675 630 B85

Glu Asn Sgr Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Glo Tyr ‘Thr Ser Asn Tyr
6510 BS5 700

Azn Lys SBer Wal Xan Vel &iu Phe Thr-Wal Asp Ala Asn Gly Val Tyvr
T05 710 TiD TEN

Spr Gli Pro fivg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu
125 7340 TG

<210> 47

<211> 737

<212> PRT

<213> Proteina de capside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.67

<400> 47

Meb fAla fla Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Zsp hen Leu Ser
5

Glu Gly 1Te Arg Glu Tro Trp Asp Leu Ls Fro Gly hla Pro Lora Pro
20 25 L]

Lys Ala Asn Gln Gln Tws Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 4an ik
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aly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe fAsn Gly Len Asp Lys Bly Glu Fra
50 &5 G

Val Asn Ala ALa Asp Ala Ala Ala Lea Gla His hsp Lys Ala Tyr Asp
&5 id 75 a0

Sln Zln Led Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leud Arg Tyr &Asn His Ala
85 an 95

Zzp Ade G1lu Phe Glo Glu Arg Lew Gln Glu Asp Thr Ser Fhe @ly dly
160 1as 118

Zan Leuw Ely Arg Ala Val Leu Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Fro
115 129 25

Lo Gly Led Val Gluo Clue Ala Ala Lys Uhr 473 Pro Gly Lys Lys Arg
130 135 148

Pro Wal Gla Pro Ser Prio Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile
145 184 155 160

Zly Tws Lyva Zly Gln Gln Pro fla drg Lvs Arg Lew Asn Bhe Gly Gln
165 174 175

Thr Gly Asp Zer Gl Ser Val Pro Asp Pro Gin Pro Tle GL
TED 1E5 14

Ll

v 3ly Fro
(4]

Pro Ala Gly Pro Ser GOly Leu Gly Ser Gly Thr Met aAla ala Gly Gly
1595 404 205

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asp Asn Glu Gly Ala AsSp Gly Val dly Asn
210 215 CORED

Ala Ser Gly Lan Trp Hiz Oys Asp Ser Thr Trp Len Gly asp Arg Val
285 430 235 240

Ile Thr Thr Her Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro: Thr Tyr Asn Asm Hiy
245 254 255

Leu Tyr Lys Eln Ile Ser Ser Glon Ser Ala Gly Ber Thr Azn ASp Asn
260 205 270

Val Tyr Fhe Gly Tyr Ber Thr Pro Trp Oly Tyr Phe Asp Phe Agn Aryg
295 280 285

Tha His Cys His Phe Ser Pro Ao Asp Trp Gln Arg Teu Tle Asn Asn

139



ABn
EEHh]

Asm

Pro

Als

Ol

385

Pro

Fhe

Tiell

Lt

His=

YVal

Ly

THT

AsD

370

Ser

alu

Arg

Tkr

450

P

Asn

Liyvs
530

Thr

Val 1

355

Val

Gln

Gln

hap

Liend

435

Eln

tln

Glyr

Asn

Gly

515

ASD

Fhe

Glu

FPhe

Ser

Met

Wal

430

Mol

Ser

Gly

AgT
ann

Aro

Hsp

&tg

Val

325

Thy

Gly

val

Leu

405

Pro

Agn

Bsn

Oy

485

Sar

Agh

Gl

ES 2525143 T3

Pro

310

Tht

Yal

Ser

Ile

Gly

Aan

Arg

Fhe

Pro

nla

Pro

474

Fhe

Aan

Sar

Glu

295

Lys

Thir

Eln

Alm

LAl

3735

Arg

Mhr

Leu

Gly

155

The

Arg

Fhie

Ll

Arg
53k

Lys

Ban

Val

Hisg

a0

5ln

ser

=

Gly

Thr

Gl

Ala

Wal

21

Pha

140

Leu

Aap

The
3dq

=T

Amm

Ser

425

HED

Tar

Met

Glo

Trp

AEn

Fha

Adgn

Sly

330

ser

Gly

Gly

Fhie

Bz

41g

TYE

Gln

ala

Ala

Pro

Pro

Fhe
15

Val

Asp

Tyr

Tyr

Fhe

Ala

Tyr

Gly

Fli

475

Gly

l.:ll‘f

Ser

I

Lys

Thr

Her

Tl

Leu

320

Cys

Thr

Ley

Aan

460

i

Lain

nla

Val

Sar
540

Lial

Thr

Pro
365

Thr

Leu 3

Fhe |

Ber

T

445

Arg

Ala

Lys

Thr

ala

25

1y

Fhe

Ile

Len

Zin

430

Ty

Glu

Ly

Thi

Ls

5140

Met

Val I

Aer

 Zhe

Asn

T

T

415

Tae

Leu

Earn

Tl

455

Ty

Ala

Ile
324

nET

Pre
Aen
The
400
I'hr

Leu

-
h=diTl

Thy

Ile



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

48
738
PRT

Proteina de capside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.58

48

Gin

Gln

Hig %

625

Ala

Thr

Fln

A=

TS

el

Lau

1

Gly

Thr:

i Liys

e

(a1l

TvE

690

Fhe

Ty

Lys

Asn

Gin
h95

A

Asp

Eis

FPro

Tyr

H15

zlu

Asp

Sear

Elu

RED

31y

Pro

Fro

G&0

Sar

2en

=lu

Gly

Glu

265

Wal

wal

Val

A=1n

Pro

645

Gla

Thr

ET

ES 2525143 T3

Ala

550

Glu

SEI

ioh

Tyr

FPha

630

Val

Zly

Liys

T10

Arg

Ala

Ile

Sar

Leu
615

Hisg

The

Fro

A=

Lrg

Aot

Eln
00

B

Thr

Val
ED

Val

141

Pro: Thr
TR

Lemy 210
B85

n

Ely. Pro

SEer Pro

o H
ok
£ i

Pro Ala

GGG

Ser Val

A=n Pro

A Phe

Giy Thr
734

10

L.r: 3
SR

Leu

Ile

Ttz

635

Lys

Lars

Glu

Glu

Ala

115

Arg

Lo

Pro

RBla

Fro

Trp

210

Mel

Asn

Phe

Ile

Ile

700

Vel

Ty

GZlu

WVal

Gly

GO5

Ala

Thr

Ala

Giu

655

Zln

BEn

Ll

Asn

Ala

Thr
580

Fro

Ser

B0

VY

oer

Thr

Val

Thr
375

Lla

. Wal

Il=

The

Val

55

Zhe

=i

Thr

AT
T35

15

e

560

Glu

Ala

Trp

FPro

Gly

G40

Ila

L=ua

Gly
20

=

Asan

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro hsp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
L3



Elu

Liy=

Gl

Tal

65

Gln

Aan

Tue=id

Pro

145

Gy

Thr

Pro

Gly

Sar

225

Léu

Gl

Ala

51

h=n

Gln

hla

Leu

G3ly

130

Val

Lys

Ala

B B
o

Ser

Thr

Tyr L

Tle

Aan

35

Liys

nla

Leu

Gl

Elu

hep
Lla

55

FPro

Oly

Thr

nrg
210

Eln

Kla

L=

Fhe

ipMm

arg

val

Pre

s Gly

Ser

180

Pro

Met

Lan

ser

Gl

Sln

Lizaa

ASD

LHla

B

=1ln

Ala

Flu

Zer

Gln

165

Gla

Ser

Rla

Triz

Thr

245

Ile

ES 2525143 T3

Glw

Ala
70

GLy

:'IJ
=

Val

Pro

150

Ein

Ser

Ser

Asp

Hig

230

arg !

Gle

Pro

35

Ala

A

arg

Bhoo

Ala

135

Gln

Val

vai

Asm
215

Cys

A=

Asp

Asp

a0

Rial=

Ala

LuET:

Liew

Arg

Ala

Proy

B (4]

L= |
cakg

&5

ABT

sep

Giy

142

Leny Liyve

a5

Agp Gly

Asn Gly

Leu Glu

Bro Tye

20

Gln Glu

Ala Lys

- Lys Thr

Ser Brp

Arg Lys
7a

Asp Fro
185

Fer Gly

Glu Gly

Sex Thr

AZa Lew

2510

Thr Ser
765

Fro

Leu
His

75

A8T

Rla

AsD

155

Arg

(3ln

Thr

Ala

Tro
X35

Pro

Gl

Gly

Gly

Asp

G0

hryg

Thr

AT

Pro

140

Lzl

Pro

L

Ill hI

Gl

Alz

Tl

445

Towa

Lars

Ser

Yai

125

Ser

Azn

Ala
2045

praits

Giy

Iy

BT

FXo

3

Val

Gly

Ala

Aan

Ehe

1o

Lol

Las

Fhe

el

ZE

AT

Thr
200

Liye

Leu

Ty

Elu

L=

Gly

Aryg

[l
L i
{Fy B |

Azn

PTro.

Pro

Pro

ASD

an

Ala

Prc

hryg

Bro

Giy

Vsl
240

His

Aoy



REN

Asn

305

Ile

Agn

Lz

Pro

Thr

Tiezu

Fhe
465

Pie
296

Aan

Ala
170

~

AsD

ATg

451

Ser

Prso

A=n

Agn

ul'_'y" =

TYE
275

His

noval

Lz

Tyr
385

Ser

Glo &

Arg

435

Thr

Eln

Gly

A=l

Phig

Cys

Gly

Tye

Thr

FA0

val

oln

1
‘o

4210

Leea
Gln
Bla
Pre
Asn

E00

Arg

Gly

Hisz

FPhe

Glu

328

Ser

Leu

Phe

Ala

Met

405

Val

Het

BEex

Gly

Cys

485

HED

ES 2525143 T3

The

Rrg

310

Val

e

Gy

Mel

Val

384

Len

Pro

Agrn

a1

-

Pro

470

AsT1

e

2ET

Eer

295

Pro

Thr

Ile

Ile

35

31w

Arg

Phe

Sl

455

Ser

Arg

Ehe

Tezzld

b
280

Pra

Lys

Sl

Thr

His

Lels
240

Gin

Ve
AN

143

A=TL

Wal

345

His

Glo

. B2r

Gly

Ser

A25

Ile

Het

Gin

& Trp

Leu

Giu

330

“he

&Eln

Tyr

Ser o

Len

a1no

Ser

Azp

ala

Ser

;e

Ser
115

Ely

Thr

Tyrr

Gln

3Ly

[ERRY

Ty

Gln

300

Fhe

Thr

Asp

Cys

e

TYE
g

T

Ala

Thr

AR

Gln

Ser

hla

Val

Fhe
285

Arg

LyE

Sar

Lieu

365

Leu

s

Her

His

Leu
445

Thr

Al
525

Aap

Ll

il

Thr

Thr

L

Zhe

Tle

Ihe

Ile

335

Tyr

Pro

Lez

Fhe Ser

Ser

430

Tyr

¥

Gim

Erg

Thr

Leu

Ty
435

Ty

hla

Asn

Asn

Gln

Fhea

AST

Leu

(1=

His

Tkr



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

49
737
PRT

Proteina de capside de virus adeno-asociado de Rhesus, rh.54

49

Phe
545

Met

E1u

Trp

Pro

625

BPro

Ile

[F.-1Y

ser

705

Gly

BEn

Lyrs

330

Gl

Leu

Gln

Il=

Gln

81l

Hig

Ley

Ala

Thr

z1n

90

bEn

Val

Lea

AEp

Liy=

Thr

Val

585

Aan

Thr

s

AsEy

Zln

675

Lys

Ty

Tvr

Gln

Ser

Gly

a0

1y

ATy

ASp

Hlig

Fro

GED

cln

Tyr

Ser

Glu

Glu
565

Val

Asp

Pro

G645

Fro

Sar

Asn

Liys

Elu
TE5

ES 2525143 T3

Asp

Kla

550

=Zlu

Val

C Wal

Val

Py

Thr

Thi

Spr

ser
T

Arg

5315

Gly

Glu

Ala

Asn

YT

615

Phe

Pri

Ala

31y

Lys

835

AT

FPhe

Liye

Il=

AED

Pha

En

ail

Cys

Asm

Pro

144

Fhe

Aap

Lys

oln

Pro

Ero

Aan

Thr

a8710

Lien

Gly

Gly

Eer

Leu

650

Sln

Aan 31

665

Val

Trp

Val

Ile

Eer

AEp

il
)
=

3

]

Val

555

Thr

Cin

Ala

Pro

Vat

Fhe
715

Thr

Ser

540

AED

AGT

Qln

T

Ile

G20

LEU

Lye

Lys

Gl

Glu

700

Ala

A

cly

Tyr

BPrg

Gln

Fro
&05

Met

Leu

Ilne

G585

Ile

Vel

Val

Als

Thr

As=n

&7

Glu

AEn

Tisuy

Leu

hen Val

kla
575

Thr

Hel

Lys

Hro
655

Ser

Trp

Thr
735

n
s
3

Thr
Ala
Val
Tle
She
40
Val

Phe
Elu
ThH¥
Gia
TE0

hrg



Met

tlu

Liya

Sly

Val

A4

=ln

Aan

AEn

Lieu

Pro
145

Pro

Ala

Gly I

Bla

Ty
a1

BEn

Gln

Ll

Ely

130

Vel

Lys

Ala

Ala
210

ger

hla

Aan
35

Lys

Ala

L

Gla

Ely

115

L=u

Lws

B

1%5

Fro

Gy

™r

Arg

=in

Alm

Lia

Ehe

100

ATg

Wal

Fro

Gy

Ser

1as

Peg

Met

AET

Sar

Leu
RER
Ala
&5

3ln
nla
Glu
Ser
Gin
165
51u

sSer

Ala

Th

ES 2525143 T3

Lys
Gly
Ala
76

Gy
Flu

Val

Glu

Ser

Asn

His
240

Aryg

Loz

Glo

Bro

a2

&la

nED

AT

Fha

Ala

135

Gln

Pro

Val

Len

LEm

216

Ciry

Thr

Pro

AER

Asp

&f

Phea

ala

Al

Tl

Gln

120

Ala

Arg

Ela

Pro

Cly

200

Ammn

AzD

Tro

145

hsp

Lieu

25

Agn

Leu

Fro

Fln

145

ala

bwra

ber

Ard

A=p

185

Sar

GLo

Ber

Lla

TEp

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

91

Elu

Lazg

Thr

P

Liys

1%0

Pro

Gly

Gy

Thr

Leu

Ll

Fro

laesi

His

73

Leu

Asp

Las

Ala

Asp

1EE

Arg

i i< |

shr

Ala

—

235

Bro

flis o+

E1u

=i Y

AEp
6l

Leu

Bro

Het

Asp

220

Leu

Thr

Azp

Ala

Leu

45

Lys

Ly

Ber

Val

I2h

31y

sar

AsT

Lemn

Ala

205

Gly

Ol

A=n

Fxa

3

Val

Gly

ABla

AOomn

Thr

Fhe

GLy

194

Ala

Val

asp

AR

15

Loy

T.eu

Glua

Gly

Gl

Gly

175

Elu

nrg

Ser

Pro

Pri

o

Any

B

nla

Exrao

Fro

Gly

Val
2410

His



Lieu

Val

Fhe

Asn
nE
W

Agn

Pro

Ala

i ]

oo |
i g

Fro

the

Fhe
455

Lt

Tyr

Ty

Hig

220

T

Val

Lenz

Ser

Giiz

The
ARD

Ty

Pro

Lys

Phe
i

Lys

GLiy
Lys=s

Thr

Val
355

Val

Glo

g Lel

435

Gln

Gl

Gly

Phe

Glu

Ser

340

Lt

Ehe

Val

Yal &

470

Met

Sar

[BYRY

Pro

245

ila

it

Phig

Val

325

Thr

Gly

Met

- Wal

Leu
405

A=l

ES 2525143 T3

Ber

e

Pro

310

The

Val

Fer

1le

Pro

Pro

Ser

Thr

Fro

295

Lys

Thr

Eln

Ala

Pro

315

Thr

L

Arg

Ein

Pro

280

Liys

AEn

Val

[P ]
Ly
o I

Gin

Ser S

Glv

2er

Iea

440

Gly

-
20T

146

Zer
265

Tro

L=y

Ann A

e
424

Asp

Thi

Met

En

250

Ala

i~

Gly

Tro

Asm

.

330

Ser

Gly

Ly

Phe

S

Tyr

Ser

Ala

Arg
290

Ehe
ol .-

Val

Cys=

Tve

Tyr ¢

395

Fhig

nla

Gl

Glu
475

Wal

Ser

Fha

Arg

300

Thr

Leu

Lieuy

380

Thr

His

Ll

=11

4a10

Cln

Her

Thr

Asn

285

Lenl

Lied

Thr

cdlu

Bro

165

Thr

Leil

Pl

Ser

rry

Ardg.

Ale

Lya

A=sn

2710

Ile

The

Ile

Pro

Leu

Gln
440

™vTr

Lars

Thr

255

Asp

= RET

ABTL

Lla

X35

=ln

“he

A=T

TyrE

Tyr

415

Ser

Tl

Lzl

Agn

Leu
495

RET:

BAan

Ile

324

Leu

P

AsT

Phe

400

Thr

Lz

Ala

Zln

Tro
480



<210>
<211>
<212>
<213>

Lieia

His

Fhe

545

Mat

Eln

Hie
it

Lieut

Ala

Thr

=ln

Acnht

TU5

Yyal

el

50
736
PRT

Proteina de capside de virus adeno-asociado, hu.48

Aan

Asn

Bl

Th1

The &

hEn
al0

T

Aan

3in

Liym

&30

Pheo

Aan

Gly

515

Asp

Liyvs

Asn

Gly

Aam

His

Pro

Tyt

ETE

Glu

&A=p

Ser

Aan

The

Glu

Ile

580

Val

R

Ely

Pro

Dro

G660

Asn

L

Glu

Ser
Augry
Glo
Gly
Glu
5565
Val
Val
Vel

ABTL
Pro

645

=4

Ser

Ex
T35

ES 2525143 T3

A=

Asp

Ala

550

Flu

Sar

Tyr

Fhe

630

Fro

Val

Y

L=

Thr

10

Ary

Fha

Ly

Aoy

535

Tht

1

AEr

Gl

Fhie

2ln

Arg

625

Glyr

Fro

&Ela

Val
521

Phe

Ann I

Arg

Amn

Glo
&40

Erg

Ile

Val

147

II| rp

505

Ran

Pl

-3

Lyas

Fro

Len

585

Gl

Len

Fro

6565

Ger

Amn

Anp

GLy

Thr

Prio:

Pr'o

Thr-

Thr

|

Ala

Pro

Bro

Ile

&=

nla

Val

Fro

Hhiex

Thr
734

=

=Y

Gly

Ser

Thr

B55

Bsn

Ala

Leu

Ile

635

Livd

iys

E31u

&la
F1in

ATy

Ala

WVal

Ser

540

Ligz

Pro

Ala

Pro

5

Trp

G20

Met

Amn

The

Thr

Ala
£25

Gly

Gl

WVal

AmT

Gly

615

Ala

Gly

Ala

21l
GER

Gln

Asp

Liezid

LYs

514

Met

Val

Agm

Ala

Thr

520

Mot

Lya

Gly

Ser
&7

s

Ser

Thr

T

Ala

Wal

Thr

35

Ala

Val

THE

=in

Arg
T35

His

Thr

1 Tle

Leld
360

Gly
fdn

Fri

Ite

Lena

Ely

720

Asn



<400> 50
0= 50

Mat
1
GZln

Lyvs

A=n
Lieu
2ro
145
Livs
sl

Als

Ala

Gly

Ala

Ty

50

Aen

Gln

Ala

Ly

Gly

130

Val

Thr

Agp

Thr

Pro
210

4la

Ile

Agn

35

Liys

Ala

Leu

Glu

Ely

= (hE-]

Leu

hep Gl

20

Z1ln

Tyr

Ala

Lys

Fhe

100

A

Val

Zln

=11
180

Ala

Zin

L

ASp

Ala

&5

Ala

Giu

Ser

Gin

165

ser

Ala

AER

ES 2525143 T3

Liys

Gly

Ala
n

Gly

Gl

Val

Fro

Val

Val

ARDL

T.ens

Gln

Fro

5h

Ala

AEL

AEg L

Ehe
Gly
i3h

Gln

Fto

GOly

PED
Asp
Asp
40

Fhe

Basr

Oln
a1
&Ala

Gl

Lys

Pro
200

n Glu

148

A

Leu

#43

Asp

Asm

Liew

Pro

|3l

LS

Ala

Lys

Bro

Pro
135

Thr

Gly

TrD

Ly=

Gly

Gly

3lu

Tyr
g0

Thr
ABp
ATd
170
Eln

Thr

Ala

Leu

Pro

Arg

Leu

His

3

Lieu

ASD
G0

Fit )]

Asp Th

: Livs

Ala

fri=ha

155

Lt

Pro

Mat

Asm

Arg

=
i
=l o

ik
i

SEn

Leu

Ala

As=p

Ala

Lena

Lyg

Lora

Tyr

Val

125

Gly

Ser

Fhe

Aan

Brpo

ERY

Val

Giy

Ala

Aan

Fhan

118

Lys

1y

21y

Glu
190

Leu
15

Lys

Tl

5
i

Gly

&lu

Lys

Ile

Glo

ir5

Pro

31y

Pro

Pro

Pro

Aap

&0

Ala

Gy

Fro

Gly
164

Thr

Fro

Ala



B A

225

Thy T

Hisg

Trp

305

val

Leu

A=

Ser

185

Ber

E1lu

ATg

Thr G

mry
465

Lys

Fhe

Cys
29

—

Thr &

Val

Val

270

Eln

EIn

Flu

Leal

A=

Ber

Fin

His

Fhe

=1

Met

Wal

et

435

A=n

Sar

Trp
Thr
Tle
264
TVE

Fhe

Val
Thr
344
Siv
Met
Vel
L]
Pro
420
AR

Zln

Pro

Gly

Ber

Pro

ILI h-'r

325

Val

Sar

Gly

Ard

Phe

Fro

Als

ES 2525143 T3

Cyg

230

Thr

Ser

Thr

Pro

Lt
|
=11

Thr

Gln

ala

Fro

Arg

290

Tht

Lenz

= Giy

GLy
470

Tro

Thr

Fro

Arg

2485

AET

Val

His

Gln

375

Sar

a1y

sSer

Ile

ser

455

Ml

Sar

Ala

Ser

T
ZB0

Asp

Pke

Zln

360

Tvr

Ser

Ala

149

Thi

Liea

Thr

ZES

Gly

Tro

Asn

Gly

Ber

34k

Gl

Gly

Bhe

Tyr
L35

Gln

gls

Vel

i

Py
250

!

Gln

Fhe

Val
330

e

Tyr

1 Fhe

4110

Ala

Tyx

Lz
235

Thr

&la 5

Fhe

Arg

Taezid

L

Cya

i85

Thr

Hi=z

1 Pro

75

Gly

Tyr

AED

Le
3040

;7 Leaz

Thy
3liz
Pro
Thr
28D

Lena

The

TYr

AED
460

Ly

s

Azn

Aan

Fhe

285

Ile

Fha

Ile

Tro
365

L

Glaz

AET

Ary

ATl

Arnh

Asn

Ala

Gln

351

The

Ty

Y T¥E

Ser
4340

Tzl

Le

VTal

Hi=
255

Asn

A=

Fro

Asn

Fhie

Lea

AsT1

Ehe

Leu

ITlm

240

Leu

Fis

Fhe

RETL

Glom
320

ala

Gly

E

Fhe

Asp

A

Ser

Pro

4810



Ol

AETL

Gly

Asp

Phe i

Thr

Thr

625

Ben

Gl

nys

Fro

han

Ara

Asp

530

Glu

BED

Ely

Arg

510

Asp

ASN

Ero

Tyr

Glu

550

Ala

Thr

Cys

[EINH
515
Glu
Ser

zlu

Thr

Gly
PES
Frao
Ser
h75
Asn

Tiys

Glu

Tyr

T RS

500

Seayr

Asp

Ala

311

Yal

580

val

Val

His

Tro

Ala

= 1=48]

Thr

Bar

Fro

T35

Arg

485

Phe

Tle

Lys

Gly

=l

HEL

Ala

His

Glw

Lys

ES 2525143 T3

Thr

Ile

Fhe

Vel

Bla

Liea

Asn
T10

EIn

L=

Phe
535

Lys

AEn

Mexl

.

2T
G615

P

Ser

Val

i

TIR
635

Val

- %ge |

Thr

Pro

520

Prg

Ser

Fhie

il

Gy

Ser

Leu

AZa

Ser

G&0

A=

hap

oy

Val

Gl

505

Gly

Met

hr

Thr

Ser
450

A1A

Ser

nla

Asn

arg

Ser

Lewu

Pro Il

Pro

Thr

56D

Mac

Ero

Fhe

ahy

¥a0

150

Lz

Lys

830

Lys

Gl

Lye

Ala

Gl

Lien

255

Pro

Ber

Pro

TY

Met

&34

Asn

Fhi

Val

Val

715

Tyr

Thy

Lys

Val

Wal

L40

Wal

Gl

Ala

&20

=1y

Thx

Ala

Glu T

Elm ¢
7000

¥ tajel

e
i
“

Livs

Ty

Ala

b5

Mer

Asn

Ll=

Met
A5

Tova

AsT1

Thr

Aan

510

Ser

Ile

Val

Thr

Asn

520

Val

Tie

Fhe

y Val

Fhe

670

Thi

Amr

AT

AET

495

L=

His

the

Met

¥
ns ey
(i e

L

Ero

Frao

Leu

Gly

LEn

Lamn

Liye

Gl

Tl=

Sal

Arg

Ala

His

Leu

640

Ala

Thr

Zln

AEn

L

70

Leu



10

15

20

25

30

35

ES 2525143713

REIVINDICACIONES

1.- Un vector de virus adeno-asociado (AAV) que tiene una capside de AAVrh.64 que tiene la secuencia SEQ ID
NUm. 43 modificada para contener un triptéfano en la posicion 697 de residuo de aminoéacido, que es de forma
nativa una arginina.

2.- El vector viral de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho vector viral porta un transgén que codifica un
producto de gen bajo el control de secuencias reguladoras que dirigen expresion del producto en una célula anfitrion.

3.- Una composicion que comprende un vector de AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2
y un portador fisiol6gicamente compatible.

4.- Un vector de AAV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 o una composicion de acuerdo con la
reivindicacion 3, para su uso en el suministro de un producto de gen a un sujeto.

5.- Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una capside de
AAVrh.64 modificada que tiene la secuencia SEQ ID Num. 43 modificada para contener un triptéfano en la posicién
697 de residuo de aminoacido, que es de forma nativa una arginina.

6.- La molécula de +acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 5, la cual es un plasmido.
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Fig. 3
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