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DESCRIPCION
Método de incremento de la funcién de un vector de AAV.
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 un método de mejora de vectores derivados del AAV que no son funcionales y/o
acttan débilmente.

En un aspecto, la invencién proporciona un método de incrementar el rendimiento del empaquetamiento, la
eficiencia de transduccién y/o la eficiencia de transferencia de gen de un AAV parental, comprendiendo dicho
método las etapas de: (a) comparar una secuencia de capside de AAV parental con una libreria de secuencias de
capside de AAV funcional en un alineamiento, en donde dicha libreria comprende al menos cuatro capsides de AAV
funcional procedentes de al menos dos clados diferentes y comprende ademas al menos dos secuencias
procedentes de cada clado; (b) identificar al menos un singletén en la capside de AAV parental, siendo dicho
singletén un residuo de aminoacido en una posicién en la capside de AAV parental que difiere del residuo de
aminoacido en la posicidn correspondiente de las secuencias de capside de AAV funcional alineadas en la libreria,
todas las cuales tienen el mismo residuo de aminoacido en esa posicién; (c) alterar el singletén en la capside de
AAV parental respecto al aminoéacido localizado en la posicidon correspondiente en las secuencias de capside de
AAV funcional en la libreria para proporcionar una secuencia de capside de AAV modificado, y (d) evaluar el AAV
modificado en cuanto a rendimiento de empaquetamiento incrementado, eficiencia de transduccion, y/o eficiencia de
transferencia de gen en comparacion con el AAV parental.

El método de la invencién facilita la provision de secuencias de AAV modificado, es decir, secuencias con uno o mas
singletones eliminados.

El método de la invencion facilita también la provisién de vectores de AAV que tienen capsides de AAV modificado.

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

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que ilustra transduccién 293 in vitro de vectores de AAV corregidos en singletdon. Las
correcciones de singleton estan indicadas detras del nombre del vector con, si esta presente, un nimero para indicar
el niumero 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
singletdn (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 (%)
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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 Nim. 10], AAV1 [SEQ ID Num.
11], AAV3 [SEQ ID Num. 12], AAV6 [SEQ ID Nam. 13], AAV7 [SEQ ID Num. 14], AAV8 [SEQ ID Ndm. 15], hu.13
[SEQ ID NUm. 16], hu.26 [SEQ ID Ndm. 17], hu.37 [SEQ ID Ndm. 18], hu.53 [SEQ ID Ndm. 19], hu.39 [SEQ ID Ndm.
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 NGm. 23], cy.5 [SEQ ID Niim. 24], rh.10 [SEQ ID Nam. 25], rh.13 [SEQ ID NGm. 26], AAV1 [SEQ ID Nam.
27], AAV3 [SEQ ID Num. 28], AAV6 [SEQ ID Nim. 29], AAV7 [SEQ ID NGm. 30], AAV8 [SEQ ID Num. 31], hu.13
[SEQ ID Nim. 32], hu.26 [SEQ ID Ntm. 33], hu.37 [SEQ ID Ntm. 34], hu.53 [SEQ ID Ntm. 35], rh.39 [SEQ ID Nim.
36], rh.43 [SEQ ID NGm. 37] y rh.46 [SEQ ID Nam. 38].

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

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn proporciona un método para mejorar la funciéon de un vector de AAV. La presente invencion
es particularmente adecuada para mejorar el rendimiento del empaquetamiento, la eficiencia de transduccién y/o la
eficiencia de transferencia de gen de un vector de AAV que tiene una capside de un AAV que contiene uno o mas
singletones. La invencion facilita ademas la provision de nuevas secuencias de capside de AAV identificadas y
preparadas conforme al método de la invencion.

Segun se utiliza a través de la presente descripcion 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 de la invencion

Segun se utiliza en la presente memoria, el término “singletdon” se refiere a un aminoacido variable en una posicién
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 se altera a
continuacién para cambiar el singletén por el aminoacido conservado identificado en esa posicién en las secuencias
de céapside de AAV funcionales. De acuerdo con la presente invencion, una secuencia de AAV parental puede tener
la6,1a5,1a4,1a3,o02singletones. 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 seguin el método de la invencién, 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 transduccién, o incremento de la eficacia de transferencia de gen en comparacién 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 transduccion mas
baja en comparacién 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 comparacién con AAVs relacionados cercanamente. En otros ejemplos, el AAV parental esta
caracterizado por una funcién adecuada en cada una de esas categorias, pero una o 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
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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
empagquetamiento y transduccion mayor o equivalente a la de uno cualquiera de AAV1, AAV2, AAV7, AAV8 o 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
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 algunas realizaciones, 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,
Evolucion 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 una realizacion, las librerias usadas en el método de la invencién excluyen el AAV5. En otra realizacion, las
librerias usadas en el método de la invencién excluyen el AAV4. Sin embargo, en determinadas realizaciones, por
ejemplo, 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 una
realizacion, la libreria contiene méas de 100 secuencias de AAV. En otra realizacién, la libreria contiene al menos
tres a 100 secuencias de AAV. En otra realizacién mas, la libreria contiene al menos seis a 50 secuencias de AAV.

Los AAVs adecuados para su uso en las librerias funcionales de la invencion incluyen, por ejemplo, AAV1, AAV2,
AAVE, AAV7, AAV8, AAV9 y otras secuencias que han sido descritas [G. Gao, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 100(10):
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6081-6086 (13 de Mayo de 2003); publicacion 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 publicacién de Patente Internacional nim. WO 03/093460 Al (13 de Noviembre de
2003) y en la publicacién de solicitud de Patente US nim. 2003-0138772 Al (24 de Julio de 2003).

Conforme a la presente invencién, las al menos tres secuencias del interior 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
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 aminodacidos, 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 Midltiple 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 segun 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 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 miltiples
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”", las 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 porcentaje 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 Version 61.

Conforme a la invencién, las secuencias de la capside de AAV objetivo o parental sospechosas de contener un
singletdn, se comparan con las secuencias de las capsides de AAV del interior de la libreria. Esta comparacion se
realiza usando un alineamiento de la proteina vpl de longitud completa de la capside de AAV.

Un singletdn se identifica donde, para una posicion 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 descripcién, cuando se discute el AAV parental y las
secuencias de la libreria de referencia, el término “la misma posicion” o la “posicion correspondiente” se refiere 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 alienadas. Sin embargo, cuan do se toman fuera del alineamiento, cada una de las
proteinas vpl de AAV puede tener esos aminoacidos situados en nimeros de residuo diferentes.

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

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

Ventajosamente, esta sustitucion puede ser realizada usando técnicas de mutagénesis convencionales dirigidas al
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sitio sobre el codon para el aminoacido variable. Tipicamente, la mutagénesis dirigida al sitio se realiza usando tan
poscas etapas como se requiera para obtener el codon 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
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 de la invencion,
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 la invencién 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 producidos por medio del método de la
invencién tienen un nuamero suficiente de singletones alterados para incrementar la funcién en una o todas esas
caracteristicas, en comparacién con la funcion del AAV parental.

Il. Nuevo AAV de la invencion

La invencion permite ademas que sea posible predecir si un nuevo AAV sera funcional. El método incluye usar el
método de singletdn de la invencion e identificar la ausencia de un singletén en la secuencia del AAV seleccionado,
es decir, un AAV que carece de un singleton.

De ese modo, en un ejemplo, el método permite la seleccion de un AAV para su uso en la produccién de un vector.
Este método incluye seleccionar una secuencia de capside de AAV parental para 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 éptimamente inserciones o supresiones de nucleétido apropiado con oro 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 comparacién de identidad de secuencia puede ser sobre
la longitud completa del genoma, la longitud completa de una secuencia de codificacién 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 més nucledtidos.

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 determinados ejemplos, 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 mas deseable, de al menos 15 aminoacidos de longitud. Ejemplos de fragmentos
adecuados se describen en la presente memoria.
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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 sobre el 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 distinciéon 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
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 su capacidad para neutralizar el mismo AAV (homologo) o bien un AAV
heterdlogo. La dilucién que alcanza una neutralizacion del 50% se considera el titulo de anticuerpo neutralizante. Si
para dos AAVs, el cociente del titulo heterélogo dividido por el titulo homélogo 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 heterélogo
sobre el titulo homodlogo 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 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 aminoacido 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 cépside 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 Num. 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 carece de cualquier singletdn. Las secuencias del nuevo AAV se proporcionan
en el Listado de Secuencia.

En otro ejemplo mas, las nuevas secuencias de AAV incluyen las proteinas de cépside 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
singletdn, 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; HVR4, aa 381-383; HVR5, aa 450-474; HVR6, aa 490-495; HVR7, aa-500-504; HVRS8, aa 514-522; HVRY,
aa 534-555; HVR10, aa 581-594; HVR11, aa 658-667; y HVYR12, 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.

Adecuadamente, los fragmentos 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 la invencién 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 andante
(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 andante es particularmente adecuado para identificar y
aislar las secuencias adyacentes a las nuevas secuencias identificadas conforme al método de la invencion. Esta
técnica es también util para aislar repeticiones terminales invertidas (ITRs) del nuevo AAV, en base a las nuevas
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capside y 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 producidas por medio del método de la invencion. Adicionalmente, estas
secuencias de aminodcido, 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,
Sambrook et al., Clonacion 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 invencion 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 facilita la produccién de nuevas secuencias de capside de AAV generadas por mutacién a continuacion
del uso del método de la invencion para identificar singletones, incluyendo las nuevas secuencias de capside rh.20,
rh.32/33, rh.39, rh.46, rh.73 y rh.74 [SEQ ID nim. 1-6] de AAV.

En otro ejemplo, la presente invencién facilita la provision de moléculas que utilizan las nuevas secuencias de AAV,
incluyendo fragmentos de las mismas, para la produccion de vectores virales Utiles en el suministro de un gen
heterdlogo o de otras secuencias de acido nucleico a una célula objetivo.

La moléculas producidas por medio del método de la invencién que contienen secuencias de AAV, incluyen
cualquier elemento genético (vector) que pueda ser suministrado a una célula anfitrién, como por ejemplo, ADN
desnudo, un plasmido, fago, transposoén, césmido, episoma, una proteina en un vehiculo de suministro no viral (por
ejemplo, un portador a base de lipido), virus, etc., que transfiere las secuencias portadas por el mismo.

El vector seleccionado puede ser suministrado mediante cualquiera método adecuado, incluyendo transfeccion,
electroporacion, suministro de liposoma, técnicas de fusibn de membrana, bolitas recubiertas de ADN de alta
velocidad, infeccion viral y fusion de protoplasto. Los métodos usados para construir cualquiera de los ejemplos
descritos en la presente memoria, son conocidos por los expertos en la manipulacién de acido nucleico e incluyen la
ingenieria genética, ingenieria recombinante, y técnicas sintéticas. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Clonacion
Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY.

En un ejemplo, los vectores contienen, inter alia, secuencias que codifican una capside de AAV o un fragmento de
la misma. En otro ejemplo, los vectores contienen, como minimo, secuencias que codifican una proteina rep de AAV
o un fragmento de la misma. Opcionalmente, los vectores pueden contener ambos proteinas rep y cap de AAV. En
vectores en los que se proporcionan ambas proteinas 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, las secuencias rep de los vectores pueden
proceder de una fuente de AAV que sea diferente de la que esta proporcionando las secuencias cap. En un ejemplo,
las secuencias rep y cap se expresan a partir de fuentes separadas (por ejemplo, vectores separados, 0 una célula
anfitrion y un vector). En otro ejemplo, estas secuencias rep se fusionan en una estructura con secuencias cap de
una fuente de AAV diferente para formar un vector de AAV quimérico. Opcionalmente, los vectores se empaquetan
en una capside de AAV segun se describe en la presente memoria. Estos vectores y otros vectores descritos en la
presente memoria, pueden contener ademas un minigén que comprendan un transgén seleccionado que esté
flanqueado por la ITR 5" de AAV y la ITR 3’ de AAV.

De ese modo, en otro ejemplo, los vectores descritos en la presente memoria contienen secuencias de acido
nucleico que codifican una cépside de AAV intacta que puede proceder de una secuencia simple de AAV.
Alternativamente, estos vectores contienen secuencias que codifican capsides artificiales que contienen uno o mas
fragmentos de la capside de AAV corregida en singletén, fusionada con AAV heterdlogo o con proteinas de capside
no heteréloga (o fragmentos de las mismas). Estas proteinas de capside artificiales se seleccionan a partir de
porciones no contiguas de la capside corregida en singleton o a partir de capsides de otros AAVs. Estas
modificaciones pueden hacerse para incrementar la expresion, el rendimiento y/o para mejorar la purificaciéon en los
sistemas de expresion seleccionados, o para otro proposito deseado (por ejemplo, para cambiar tropismo o para
alterar epitopes de anticuerpos neutralizantes).

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

En un ejemplo, la invencion permite la generaciéon de un virus adeno-asociado recombinante (AAV) que tiene una
nueva capside de AAV. Dicho método incluye cultivar una célula anfitrion que contiene una secuencia de acido
nucleico que codifica una nueva proteina de capside de AAV, o un fragmento de la mismas segin se define en la
presente memoria; 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 para 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 uno 0 mas componente(s) seleccionado(s) bajo el control de un
promotor constitutivo y otro(s) componente(s) seleccionado(s) bajo el control de uno o mas promotores inducibles.
Por ejemplo, se puede generar una célula anfitrion estable que derive de células 293 (que contenga funciones
auxiliares E1 bajo el control de un promotor constitutivo), pero que contenga las proteinas rep y/o cap bajo el control
de promotores inducibles. 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 que
se describen en la presente memoria, pueden ser suministrados a la célula anfitrion de empaquetamiento 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 cualquiera de los ejemplos descritos en la presente memoria son
conocidos por los expertos en manipulacion de &cido 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 seleccion de un método adecuado no constituye ninguna limitacion de la
presente invencion. Véase, por ejemplo, K. Fisher et al., J. Virol., 70: 520-532 (1993) y la Patente US num.
5.478.745.

A menos que se especifique otra cosa, las ITRs de AAV y otros componentes de AAV seleccionados descritos en la
presente memoria, pueden ser seleccionados facilmente a partir de cualquier AAV, incluyendo sin limitacién los
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAV9 y una de las nuevas secuencias de AAV descritas en la
presente memoria. 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 repeticiones terminales
invertidas (ITRs) de AAV 5’y 3. En un ejemplo 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,
traduccion y/o expresion de transgén en una célula anfitrion.

La composicién 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 la expresion produce una sefial
detectable. Tales secuencias informadoras incluyen, sin limitacién, secuencias de ADN que codifican B-lactamasa, B-
galactosidasa (LacZ), fosfatasa alcalina, timidina quinasa, proteina fluorescente verde (GFP), GFP potenciada
(EGFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), luciferasa, proteinas enlazadas por membrana incluyendo, por
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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 fusion que comprenden una proteina enlazada por membrana fusionada
apropiadamente con un dominio de etiqueta de antigeno procedente de, entre otros, hemaglutinina o Myc.

Estas secuencias de codificacién, 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 clasificacién de célula de activacion
de fluoresce3ncia 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 produccién de olor o luz en un luminémetro.

Sin embargo, deseablemente, el transgén es una secuencia no marcadora que codifica un producto que es Util en
biologia y medicina, tal como proteinas, péptidos, ARN, enzimas, mutantes negativos dominantes, o ARNs
cataliticos. Las moléculas de ARN deseables incluyen tARN, dsARN, ARN ribosémico, ARNs cataliticos, SiARN,
ARN de horquilla pequefia, ARN de empalme trans, y ARNs antisentido. Un ejemplo de una secuencia 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 oncoldgicos y los virus identificados en lo que sigue en la
seccion relativa a inmunogenos.

El transgén puede ser usado para corregir o mejorar deficiencias de gen, las cuales pueden incluir deficiencias en
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 mudltiples 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 ismo
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
tamafo 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, potando 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 un ejemplo 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 anfitrién. 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 facilimente por un experto en la materia. La seleccion del
transgén no se considera una limitacion de la presente invencion.

2. Elementos reguladores

Adicionalmente a los elementos principales identificados anteriormente para el minigén, el vector incluye también
elementos de control convencionales que estan operativamente enlazados al transgén de una manera que permite
su transcripcion, traduccién y/o expresion en una célula transfectada con el vector de plasmido o infectada con el
virus producido por la invencion. Segun se utiliza en la presente memoria, secuencias “operativamente enlazadas”
incluyen tanto secuencias de control de expresion 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 iniciacién de secuencias de transcripcion, iniciaciéon, promotoras y
potenciadoras apropiadas; sefiales de procesamiento eficiente de ARN tal como sefiales de empalme y
poliadenilacion (poliA); secuencias que estabilizan mARN citoplasmico; secuencias que potencian la eficiencia de
traduccion (es decir, secuencias de consenso de Kozak); secuencias que potencian la estabilidad de proteina; y
cuando se desee, secuencias que aumentan la secrecién del producto codificado. A gran nimero de secuencias de
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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 limitacion, 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 regulacién de expresion de gen y pueden ser
regulados mediante compuestos suministrados exdégenamente, factores ambientales tales como la temperatura, o la
presencia de un estado fisiolégico especifico 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 limitacién, 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 [publicacién de Patente Internacional nim. WO
98/10088]; el promotor de insecto de ecdisoma [No et al., Proc . Natl. Acad. Sci. USA, 93: 3346-3351 (1996)], el
sistema reprimible por tetraciclina [Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5547-5551 (1992)], el sistema
inducible por tetraciclina [Gossen et al., 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 [Magatri et al., J. Clin. Invest., 100:
2865-2872 (1997)]. Otros tipos de promotores inducibles que pueden ser (tiles en este contexto son aquellos que se
regulan mediante un estado fisiolégico especifico, por ejemplo la temperatura, fase aguda, un estado de
diferenciacion particular de la célula, o en células replicantes solamente.

En otro ejemplo, se utilizara el promotor natural para el transgén. El promotor natural puede ser 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, 0 de una manera especifica del
tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales especifico. En un ejemplo 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.

Otro ejemplo de 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, cadena ligera 2A de miosina, 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 (albumina, 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 resistencia a la ampicilina. Otros componentes del plasmido pueden incluir un origen de
replicacién. La seleccion 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 transgén, promotor/potenciador, y las ITRs 3' y 5 de AAV, se menciona como “ningln” por
facilidad de referencia en la presente memoria. Siempre segun las ensefianzas de esta invencion, el disefio de tal
ningun puede hacerse recurriendo a técnicas convencionales.

3. Suministro del ningln a una célula anfitrion de empaquetamiento

El ningln puede ser portado sobre cualquier vector adecuado, por ejemplo un plasmido, que se suministre a una
célula anfitrion. Los plasmidos Utiles pueden estar disefiados de tal modo que sean adecuados para replicacion vy,
opcionalmente, para integracion en células procariéticas, células de mamiferos, o ambas. Estos plasmidos (u otros
vectores portadores de la ITR 5’ de AAV — molécula heter6loga — ITR 3’ de AAV) contienen secuencias que permiten
la replicacion del ningin en marcadores eucariotas y/o procariotas y de seleccion 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
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marcadores seleccionables que pueden ser usados para indicar la presencia del vector en células bacterianas, tal
como resistencia a ampicilina. Otros componentes del plasmido pueden incluir un origen de replicacion y un
amplicon, tal como el sistema de amplicon que emplea el antigeno nuclear del virus de Epstein Barr. Este sistema de
amplicon, u otros componentes de amplicén similares, permiten una replicaciéon episémica de copia alta en las
células. Con preferencia, la molécula que porta el ningin es transfectada en la célula, donde puede existir
transitoriamente. Alternativamente, el ningln (que porta la ITR 5 de AAV — molécula heteréloga — ITR 3’ de AAV),
puede estar integrado de forma estable en el genoma de la célula anfitrién, ya sea cromosdmicamente o ya sea
como episoma. En determinados ejemplos, el ningun puede estar presente en mdltiples copias, opcionalmente en
concatdmeros de cabeza con cabeza, cabeza con cola, o cola con cola. Las técnicas de transfeccion adecuadas son
conocidas y pueden ser facilimente utilizadas para suministrar el ningan a la célula anfitrion.

En general, cuando se suministra el vector que comprende el ningin mediante transfeccion, el vector es
suministrado en una cantidad que va desde aproximadamente 5 pg a aproximadamente 100 pg de ADN,
aproximadamente 10 ug a aproximadamente 50 yg de ADN , aproximadamente 1 x 10* células a aproximadamente
1 x 108 células, o aproximadamente 1 x 10° células. Sin embargo, las cantidades relativas de ADN de vector en
células anfitrion pueden ser ajustadas por experto en la materia, quién puede tener en cuenta factores tales como el
vector seleccionado, el método de suministro y las células anfitrién seleccionadas.

B. Secuencias rep y cap

Adicionalmente al ningun, la célula anfitrion contiene las secuencias que activan expresion de una nueva proteina de
capside de AAV (o una proteina de capside que comprende un fragmento de las mismas) en la célula anfitrion y
secuencias rep de la misma fuente que la fuente de las ITRs de AAV encontradas en el ningin, 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 segln 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,
AAV6, AAV7, AAVS8, AAV9). Por ejemplo, las secuencias rep78/68 pueden proceder del AAV2, mientras que las
secuencias rep52/40 pueden proceder del AAVS.

En un ejemplo, la célula anfitrién 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 este ejemplo, la proteina de
capside se expresa bajo el control de un promotor inducible. En otro ejemplo, la proteina de capside se suministra a
la célula anfitrion en trans. Cuando se suministra a la célula anfitrién 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 capside 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 otro ejemplo, 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 este ejemplo, las proteinas
rep esenciales son expresadas bajo el control de un promotor inducible. En otro ejemplo, 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
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 y cap.

Asi, en un ejemplo, 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. Otro ejemplo 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 ningin. 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 un ejemplo, se emplea una secuencia de promotor P5 de AAV. La seleccion del AAV para
proporcionar cualquiera de esas secuencias no constituye una limitacién de la invencion.
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En otro ejemplo preferido, 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 deci,
puede ser una secuencia aleatoria de nucleétidos, 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.

Aungue la(s) molécula(s) que proporciona(n) rep y cap pueden existir en la célula anfitrién transitoriamente (es decir,
mediante transfeccion), 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 anfitrién, por ejemplo como episoma o mediante
integracion en el cromosoma de la célula anfitrién. Los métodos empleados para construir los ejemplos descritos en
la presente memoria 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 informacion proporcionada en la presente memoria, un experto en la materia
puede seleccionar y disefiar otras construcciones adecuadas, usando una opcién de espaciadores, promotores P5 y
otros elementos, incluyendo al menos una sefial de inicio y detencién traslacional, y la adicién opcional de sitios de
poliadenilaciéon.

En otro ejemplo, 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.
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 un ejemplo
normalmente preferido, la célula anfitrién se ha dotado de, y/o contiene, un producto de gen Ela, un producto de gen
Elb, un producto de gen E2a, y/o un producto de gen E4 ORF6. La célula anfitrion puede contener otros genes
adenovirales tal como VAI ARN, pero esos genes no se necesitan. En un ejemplo preferido, no hay ningiin 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
codifique 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, césmidos y virus. La introduccion 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, electroporacién, suministro de liposoma, técnicas de fusi6bn 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 anfitrién, expresados de forma
estable como episomas, 0 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
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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 procarioticas (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 limitacion células tales como A549, WEHI, 3T3, 10T1/2, BHK, MDCK, COS
1, COS 7, BSC 1, BSC 40, BMT 10, VERO, WI38, Hela, células 293 (las cuales expresan E1 adenoviral funcional),
Saos, C2C12, células L, 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 transfeccién de ADN y de expresion del ADN transfectado. En un ejemplo preferido, la célula anfitrion es
una que tiene rep y cap transfectadas establemente en la célula.

Una célula anfitrion atil es una célula anfitrién transformada establemente con secuencias que codifican rep y cap, y
gue esta transfectada con el ADN de E1, E2a, E4 ORF6 de adenovirus y una construccién portadora del ningin
segun se ha descrito con anterioridad. Las lineas de células de expresidn de rep y/o cap estables, tal como la B-50
(publicaciéon 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.

La preparacion de una célula anfitrion incluye técnicas tales como el ensamblaje de secuencias de ADN
seleccionadas. Este ensamblaje puede ser llevado a cabo utilizando técnicas convencionales. Tales técnicas
incluyen clonacién gendmica 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 nucleotido deseada.

La introduccion de las moléculas (como plasmidos o virus) en la célula anfitrién puede ser también llevada a cabo
usando técnicas conocidas por los expertos en la materia y segun se discute a través de la descripcion. Se pueden
usar técnicas de transfeccidon estandar, por ejemplo transfeccién o electroporacion de CaPQ., y/o infeccion por
vectores hibridos de adenovirus/AAV en lineas de células tal como la linea celular de rifiédn 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 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 limitacidn de la presente invencién.

Asi, la descripcion proporciona ademas vectores generados usando las secuencias de é&cido nucleico y de
aminoacido del nuevo AAV. Tales vectores son Utiles 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 construccidon de vector, que contienen nuevas secuencias de AAV, 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 o que tenga una capside que contenga uno o mas fragmentos de un AVV segln la
invencion. En un ejemplo, se puede utilizar una capside de longitud completa a partir de un AAV corregido en
singleton.

A. Suministro de virus

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

Un ejemplo deseable proporciona 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 anfitrion 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 seleccion 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 puede preceder o seguir
al suministro de un gen por medio de un vector con una proteina de capside de AAV diferente. Asi, el suministro de
gen a través de vectores de AAV puede ser usado repetir el suministro de gen a una célula anfitrion 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 singletdn, 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 un ejemplo 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 construccion 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 ejemplos, el vector de rAAV
que porta la primera casete de expresion y el vector de rAAV que porta la segunda casete de expresién pueden ser
proporcionados en una sola composicion farmacéutica. En otros ejemplos, 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, solucion 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 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 soérbico, didoxido de azufre, propil galato,
parabenos, etil vanilina, glicerina, fenol, y paraclorofenol. Los estabilizadores quimicos adecuados incluyen gelatina
y albimina.

Los vectores son administrados en cantidades suficientes para transfectar las células y para proporcionar niveles
suficientes de transferencia y expresion de gen 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)
0 el pulmdn), 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 condicion que va a ser
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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 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 combinaciéon con uno o0 mas de otros vectores o ingredientes activos en un régimen
terapéutico y/o de vacuna deseado.

B. Transgenes terapéuticos

Los productos terapéuticos (tiles 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 coriénica 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
6seas (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. Estos
incluyen, sin limitaciéon, inmunoglobulinas IgG, 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 Il, asi como inmunoglobulinas de disefio y
moléculas de MHC. Los productos de gen (tiles incluyen también proteinas reguladoras de complemento tal como
proteinas reguladoras de complemento, proteina de cofactor de membrana (MCP), factor de aceleracion de
pudricion (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 descripcion también abarca productos de gen tales como miembros de la
superfamilia del receptor de hormona esteroide incluyendo los receptores de glucocorticoide y los receptores de
estrégeno, la Vitamina D y otros receptores nucleares. Adicionalmente, los productos de gen utiles incluyen factores
de transcripcion tales como jun, fos, max, mad, factor de respuesta de suero (SRF), AP-1, AP2, myb, MyoD y
miogenina, proteinas que contienen 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 dutiles incluyen carbamoil sintetasa I, 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
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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 (til 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 num. 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 VIl 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.

En algunos ejemplos, el minigén comprende los primeros 57 pares de bases de la cadena pesada del Factor VIIl,
gue codifican la secuencia 10 de sefial de aminoéacido, asi como la secuencia de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento humano (hGH). En ejemplos alternativos, el minigén comprende ademas los dominios Al y A2, asi como
5 aminoécidos 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 otros ejemplos adicionales, los acidos nucleicos que codifican la cadena pesada y la
cadena ligera de Factor VIII se proporcionan en un solo minigén separado por 42 acidos nucleicos que codifican 14
aminoacidos 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 VIII
tienen un tiempo total de coagulacion sanguinea mayor de 60 minutos en comparacion con los aproximadamente 10
minutos de un no hemofilico.

La descripcién no se limita a ninguna secuencia especifica de Factor VIII. Se han aislado y generado muchas formas
naturales y recombinantes de Factor VIII. Ejemplos de formas que ocurren de manera natural y recombinantes de
Factor VIl pueden ser encontradas en la literatura cientifica y de patentes incluyendo las Patentes US nums.
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 niums. WO 92/16557, WO 91/09122, WO 97/03195, WO 96/21035 y WO 91/07490; solicitudes de
Patentes Europeas nums. EP 0 672 138, EP 0 270 618, EP 0 182 448, EP 0 162 067, EP 0 786 474, EP 0 506 757,
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
extraccion de fenol y PCR de cADN o ADN gendmico [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 divulgacion no se limita al Factor VIII humano. De hecho, se pretende que la misma abarque el Factor
VIII procedente de animales distintos de los humanos, incluyendo aunque sin limitacién 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 coagulacion
sanguinea. Por ejemplo, segun se ha discutido con anterioridad, la proteina de Factor VIIIl comprende dos cadenas
de polipéptido: una cadena pesada y una cadena ligera, separadas por un dominio B que es escindido durante el
procesamiento. Segin se ha demostrado en la presente memoria, la co-transduccion de células receptoras con la
cadena pesada y la cadena ligera de Factor VIII conduce a la expresion del Factor VIl biol6gicamente 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
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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 sobreexpresién de un objetivo.

La reduccién y/o la modulacion 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 comparacién 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 algunos ejemplos, 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 17-1A y los polipéptidos de enlace de folato.

Otros polipéptidos terapéuticos adecuados y proteinas incluyen los que pueden ser (tiles para el tratamiento de
individuos que sufren enfermedades y desérdenes 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 evitan la generacién 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 expresion 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 segun 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 (nucleocapside). 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
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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 limitacion, 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 propésito son
bien conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, se puede seleccionar una secuencia que codifique las
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, o 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 divulgacion puede abarcar también inmundgenos que son utiles para inmunizar un animal humano o no
humano frente a otros patdgenos 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 patdgenos bacterianos incluyen los cocos patogénicos gram-positivos incluyendo los
neumococos; estafilococos (y las toxinas producidas por los mismos, por ejemplo, la enterotoxina B); v,
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; hemofilos; 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 monocitogenes; 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 patégenas 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;
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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 biolégicos 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
proposito 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 organismos, virus, sus toxinas u otros
subproductos, los cuales impediran y/o trataran la infeccion u otras reacciones adversas con esos agentes
bioldgicos.

La administracion de los vectores para suministrar inmundgenos 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 codifique al
menos uno de esos polipéptidos proporcionara una respuesta inmune que objetivara células T involucradas en RA.
En esclerosis mdltiple (MS), varias regiones variables especificas de TCRs que estan involucradas en la enfermedad
han sido caracterizadas. Estas TCRs incluyen V-7 y V-10. Asi, el suministro de una secuencia de acido nucleico que
codifica al menos uno de 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 acido nucleico que codifica al menos uno de esos polipéptidos
proporcionara una respuesta inmune que objetivara células T involucradas en escleroderma.

Asi, el vector viral recombinante derivado de rAAV proporciona un vehiculo eficaz de transferencia de gen que
puede suministrar un transgén seleccionado a una célula anfitrion seleccionada in vivo o ex vivo incluso cuando el
organismo posee anticuerpos neutralizantes respecto a una o mas fuentes de AAV. En un ejemplo, 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
inmunizacién, incluyendo la induccién de inmunidad protectora. EI AAV segun se ha descrito 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 pueden ser usadas también para la produccion de un producto de gen deseado in vitro.
Para la produccion 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, segiin se desee. Técnicas adecuadas para transfeccion,
cultivo celular, purificacion y aislamiento, son bien conocidas por los expertos en la materia.

Los ejemplos que siguen ilustran varios aspectos y realizaciones de la invencion.
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 aminoacido y el residuo que lo sustituye.

La numeracion de aminoacido esta basada en las secuencias publicadas para cada uno de esas capsides de AAV.
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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
numero 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 posicién 13 de aminoacido (glicina en la secuencia natural) y una asparagina en la
posicion 403 de residuo de aminoacido (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 v,
adicionalmente, una lisina en la posiciéon 158 (de forma natural, una asparagina) y una glutamina en la posicion 161
(de forma natural, una prolina). Dada esta informacion, un experto en la material podria estar facilimente capacitado
para determinar las otras modificaciones de singleton que se citan en la tabla que sigue.

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 T611l
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
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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 singletéon de la invencion. La
tabla que sigue proporciona la descripcidon de fenotipo de los 5 clones. El nUmero 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
inferior a 1 x 10* GC, bueno cuando es inferior a 1 x 10*3, excelente cuando es mas 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: AAVS8; 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 confirmé la correccion del singleton mediante secuenciaciéon. A continuaciéon fue
producido el vector de expresion 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 monitorizd la expresion de eGFP mediante citometria de flujo 72 h post-
transduccion.

Se llevo a cabo mutagénesis dirigida al sitio de los residuos de singleton 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 Empaguetamiento Fenotipo de transferencia de gen # Singleton 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 (AAV7)

rh.8 Bueno - ++ 1 Rh.8

Se aprecid un incremento de la expresion de vector para 4 de los 5 clones. El incremento fue mas drastico para el
rh.37 y el rh.2, vectores que habian mostrado previamente una produccion baja de empaguetamiento. Para estos
vectores se produjeron particulas productoras a niveles suficientes para su deteccidon. 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 produccién de vector. El
rh.8 mostré un moderado incremento de 5 veces en la titulacion mientras que el rh.13 se comporté igualmente. Totas
las titulaciones de clones corregidos en singletén 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 singleton in vitro en una disposicion de transduccién con igual
numero de particulas por célula. Se llevé a cabo una titulacion sobre células 293 para el rh.8 y el rh.13. Se
describieron incrementos moderados en cuanto a eficacia de transduccion en todos los MOIs.

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

El método de la invencién fue utilizado para corregir cuatro posiciones de singletén 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 segun 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 transduccién 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
medido mediante andlisis FACS con un limite de deteccion de 5 células/10K.

La modificacion de la capside de Rh.64 conforme a la invencién 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 modificacion de la capside de Hu.29 conforme a la invenciéon 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 singletén 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 numero 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 aplicacién 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
gue 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 singleton parce tener un efecto beneficioso sobre
transduccién de musculo. El clon cy.5R4 portador de correcciones de singleton 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 evaluaciéon adicional, el rh.64, se
comportd excepcionalmente bien en el misculo tras la correccion de un singletén. El Rh.64R1 se comportd mejor
que el rh64.2 y proporcion6 niveles de hA1AT mas altos que los conseguidos mediante su serotipo relativo mas
préximo 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/raton con expresion de vector CB.hA1AT. Se midieron los niveles de suero de hA1AT mediante ELISA de hA1AT
especifico.
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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 singleton, los efectos son cuantitativamente similares en el misculo 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 pequefia diferencia es despreciable entre el clon parental y los
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 singletén 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 qenoma (GQ)) 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 pulmon.

B. Evaluacion de vectores de singletén de AAV6 en comparacion con AAV2/5y 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 ALAT, 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 pulmoén,
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 mostré niveles mas altos de A1AT en comparacién con los otros vectores, incluyendo el AAV2/9 y
el AAV2/5. Se observd una leve mejoria en BAL como lo fue en expresién LacZ en homogenato de pulmén. 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. Existié 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.
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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
singleton. 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
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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Leu

Asp

Lys

Ala

Glu Tle Gln Tyr
J00 L

Ala val asn Thr

Arg Tyr Leu Thr
73

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Fro

140

Ser

Leu

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

TYr

sar

val

125

Gly

ser

Asn

Asn
Pro
30

val
Gly
Ala
Ash
Phe
110

Leu

Lys

Phe

5

Leu

Lys

Lau

Glu

Tyr

His

85

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

Thr
Glu

720

Arg

ser

Pro

Pro

Fro

Asp

80

Ala

Gly

Pra

Arg

Ile

160

Glin



Thr
Pro
Gly
ser
225
Ile
Leu
Asn
Arg
Asn
305
Ile
Asn
Leu
Pro
Asn

385

Phe

Gly

Ala

Ala

210

sar

Thr

Tyr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

ASN

Pre Ty

Ala
370
Gly

Pro

Phe

Asp
Ala
195
Pro
Gly
Thr
Lys
TY

275
His
Trp

val

Leu

Asp
ser
ser

Galu

ser
180
Pro
Met
Asn
ser
Gln
260
Phe
Cys
Gly
Lys
Thr
340
val
val

GIn

Gin

438

165

Glu

ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Phe

Glu

325

ser

Leu

Phe

Ala

Met

405

val
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Ser

ser

Asp

His

230

Arg

Ser

Tvr

Phe

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 2 580 044 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 2 580 044 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
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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
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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
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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 2 580 044 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
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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 2 580 044 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

ES 2 580 044 T3

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



ES 2 580 044 T3

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

11

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 2 580 044 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 2 580 044 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

Serotipo 6 de virus adeno-asociado

13

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



aagacaggcc
tcagtccoccyg
dctacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
tccagtgett
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgootce
ctcaacaatg
tcgcagatgeo
ttccacagca
cagtacctgt
ttgctgttta
ggaccctgrtt
tttacctgga
ggcacrgcera
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatc
gecttacctg
aaaattcctc
aagcacccyc
gagrtttcgg
gtggagattg
tatacatcta

tatactgagc

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

14
2214
ADN

<400> 14

agcagcccgc
aCcCaCaacc
cttcaggcgo
cctcaggaaa
cccgaacatg
Caacgggggc
atttcaacag
attggggatt
tcacgacgaa
tCctcggactc
ctccgttece
gcagccagge
tgagaacggg
gctacgcgea
attacctgaa
gccgggggtc
accggcagea
ctggtgecttc
tggcctcaca
Qaadggagag
aggaaatcaa
TCcagagcag
gaatggtgtg
acacggatagg
ctcctcagat
ctacaaagtt
aatgggagct
actatgcaaa

ctcgoococcat

ES 2 580 044 T3

tdaaaagaga
tctcggagaa
tggcgcacca
ttggcattgc
ggccttgcce
cagcaacgac
attccactgc
cogycccaag
tgatggegtc
goagtaccag
ggcgoacgtg
agtgggacgg
Caataacttt
cagccagage
cagaactcag
tccagotgge
gcgocgrttct
aaaatataac
Caaagacgac
cgccggaget
dgccactaac
cagcacagac
gcaagacaga
acactttcac
cctcatcaaa
tgcttcatte
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaccegt

Serotipo 7 de virus adeno-asociado

ctcaattttg
cctocagcaa
atggcagaca
gattccacat
acctataaca
daccactact
catttctcac
agactcaact
acgaccatecg
ttgccocgtacg
ttcatgattc
tcatcctttr
dccttcaget
ctggaccggc
aatcagtccg
atgtctgttc
adaapcaaaaa
cttaatgggc
aaagacaagt
tcaaacactg
cccgtggcea
cctgcgacea
gacgtatacc
ccgtoctecte
aacacgcctg
dAtcacccagt
aacagcaaac
gttgatttca

tacctcacce

53

gtcagactgg
ccoccgotgo
ataacgaagg
ggctgggcga
accacctcta
tcgoctacag
cacgtgactg
tcaagctctt
ctaataacct
tcctoggete
cgcagtacgg
actgcctgga
acaccttcga
tgatgaatcc
gaagtgccea
agcccaaaaa
cagacaacaa
gtgaatctat
tcttteccat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgrgeca
tgcagggtcc
Tcatgggegg
ttcctgogaa
attccacagg
gctggaatec
ctgtggacaa
gtccocoty

cgactcagag
tgtgggacct
cgccgacgoa
cagagtcatc
caagcaaatc
caccccctgg
gcagcgactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctaacg
atatttccca
goacgtgcct
tcteatcgac
aaacaaggac
ctagctacct
caacagcaac
aatcaaccct
gagcggtgtc
tgtcatgatc
tgggactgtyg
tgttatggga
tatttgggec
ctttggactt
tcctoeggea
acaagtgagc
cgaagtgcag
caatggactt

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2208



atggctgecg
gagtggtggg
aacggccggg
aagggggago
cagcagctca
caggagegtc
gccaagaagc
gcaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc
tctggtacag
ggagtgggta
attaccacca
atctccagtg
tgogggtatt
ctcatcaaca
caggtcaagg
acgattcagg
cagggctgcc
actctcaaca
ccctoctcaga
CCtitccaca
gaccagtact
cgggaactgc
ttacctggac
agcaactttyg
aatcccgacg
ggagtcctga
atgacaaatg
gtcagcagca
ggagcecttac
gccaagatic

atggttatct
acctgaaaco
gtctggtget
Ccgtcaacgc
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctega
gaccggtaga
gccagcagec
ccgaccctca
tggctgcagg
atgcctcagg

gcacccgaac

daactgcagg
Ttgactttaa
acaactgogg
aggtcacgac
tattctcgga
tgcctocogtt
atggcagtca
tgctgagaac
gcagetacge
tgtactacct
agttttacca
Cttagcttccg
cttggactgg
tcgoccatgge
ftttttogaaa
dagaagaaat
acttacaagc
ctgocatagt
ctcacacgga

ES 2 580 044 T3

tccagattgg
togagccoccg
tcctggctac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtcattt
acctcteggt
gccgtcacct
cgccagaaag
acctctcgga
cggtggcgeca
aaattggcat
ctgggcectg
tagraccaac
cagattccac
attccgygecc
gaatgacgge
ctcggaatac
cccggeggac
gtctgtggga
gggcaacaac
acacagccag
ggccagaaca
gggcgggcct
gcaacaaaga
tgccaccaaa
aactcacaag
adactggagca
tecotcctact
ggctaatact
ctggcagaac
Tggcaacttt

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
gcggeceteg
ctgcggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
cagcgtteccco
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgcgattcca
cccacctaca
gacaacacct
tgccacttet
aagaagctgc
gttacgacca
cagctgccgt
gtcttcatga
cgttcctect
tttgagttca
agcctggace
cagagtaacc
tcaactatag
gtctccaaaa
tatcacciga
gacgacgagg
actaacaaaa
aatcctgtag
gcagcccaga
cgggacgtgt
cacccgtete

54

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcgage
aaggcgctaa
ccgactecte
tcggtcagac
cagcgeccte
acaataacga
catggctgag
acaaccacct
acttcggcta
caccacgtga
ggttcaagct
tcgctaataa
acgtcctegg
ttcctcagta
tctactgect
gctacagett
ggctgatgaa
caggaggcac
ccgaacaagc
cgctggatca
acggcagaaa
accgcttttt
ctacattgga
ccacggaaga
cacaagttgt
acctgcaggg
ctttogatgag

gogcattcge
aaagcaggac
cogactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
Agtcttccag
gacgactect
cacgggcatc
tggcgactca
tagtgtogga
aggtgeccgac
cgacagagtc
ctacaagcaa
cagcacccee
ctggcagoga
cttcaacate
ccttaccage
ctctgcacac
cggctacctg
ggagtacttc
cgaggacgtg
tccocctcatc
agctggcaat
caagaattgg
aaacaacaac
ctcgttggtt
cccatccage
aaatgtygtta
atacgggata
caacaaccag
tcccatctgg
cggcttrgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920



ES 2 580 044 T3

cttaaacatc cgcctccteca gatcctgatc

gaggtgttta ctccitgccaa gtitgotteg

agcgtggaaa tcgagtggga getgcagaag

cagtacacct ccaactttga aaagcagact

gtttactctg agcctcgcce tattggcact

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

<400>

15

2217

ADN

Serotipo 8 de virus adeno-asociado

15

atggetgecg
gagtgatagg
gacggccogy
aagggggagco
cagcagetge
caggagecgtc
gccaagaage
ggaaagaaaga
gagcaagaaag
gagtcagttc
cctaatacaa
ggagrtgggta
atcaccacca
atctccaacg
ccctgoggot
cgactcatca
atccaggtca
agcaccatce
caccaggget
ctaacacteca
TTtccticge
gtogcctttce
attgaccagt
cagactctag

atggttatct
cgctgaaacc
gtctggtgct
ccgtcaacge
aggcgggtga
tgcaagaada
gggttctcga
gaccggtaga
gccaacagcco
cagaccctca
tggctgeagq
gtrtcctcggg
gLacccgaac
ggacatcgagg
attttgactt
acaacaactg
dggaggrcac
aggrgtttac
geoctgoctoco
acaacggtag
agatgctgag
acagcagcta
acctgtacta

gcttcageea

tccagattgg
tggagccocg
tcctggctac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtctttt
acctctcggt
gccatcacce
cgccagaaaa
acctctcgga
cggtggcgca
aaattggcat
ctgggccctg
d4gdagccacc
taacagattc
gggattccgg
gcagadatgaa
goactcggag
gttcccgocg
tcaggccgtg
aaccggcaac
cgcccacagc
cttgtcteag
aggrgogect

aagaacact:
ttcatcacac
gaaaacagca
ggtgtggact
COLtacctca

ctcgaggaca
aagdcccaaag
aagtacctcyg
goggooctcg
ctgcggtata
gggggraacc
ctggttgagg
cagcgttctc
agactcaatt
gaacctcoccag
ccaatggcag
tgcgattcca
cCccacctaca
aacgacaaca
cactgccact
CCcaagagac
ggcaccaaga
taccagctge
gacgtgttca
ggacgctcct
aacttccagt
cagagcttgg
actcaaacaa

aatacaatgg

55

ccgttcccge
agtacagcac
agcgctggaa
ttgccgttga
cccgtaatct

acctctctga
ccaaccagea
gaceccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcgage
aaggcgctaa
cagactcctc
ttgytcagac
cagcgececcte
acaatzacga
catggctggg
dcaaccacct
cctacttcgg
tttcaccacg
Tcagcttcaa
ccatcgocaa
cgtacgttct
tgaticccca
ccttctactyg
ttacttacac
accggctgat
caggaggcac

ccaatcaggc

taatccteeg
cggacaagtc
cccggagatt
cagccagggt
gtaa

gggcattcge
aaagcaggac
cqgactecgac
ggccracgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctoet
tacgggeatc
tggcgactca
tggtgtggga
aggcgecegac
cgacagagtc
ctacaagcaa
crtacagcace
tgactgacag
gctcttcaac
taacctcace
cggctetgcc
gtacggctac
cctogaatac
cttcgaggac
gaatcctctg
ggcaaatacg

aaagaactgg

1930
2040
2100
2160
2214

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



ctgccaggac
agcaactttg
aatcctggea
gggatcctga
atgctcacca
atcgtggceag
cagggggcct
tgggccaaga
ggcctgaaac
ccgaccacct
gtcagcgtag
atccagtaca

ggcgtgract

cctgttaccg
cctggactgc
tcgctatgoc
tttttggcaa
gcgaggaaga
ataacttgca
tacccggtat
ttoctcacac
atcctocgee
tcaaccagtc
daattgaatg
cctccaacta

ctgaaccccg

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

<400>

16

2208

ADN

Virus adeno-asociado, hu.13

16

atggctgocg
cagtgatgga
gacagcagyg
dagggagagc
cggcagcteg
caggagcgcec
gcaaaaaaga
ggaaaaaaga
aaagcgggcec
tccgtaccty
aatacgatygyg
gtgggtaatt
acCaccagca
tccagocaat
tatrttgact

aacaacaact

atagttatct
agcrcanacc
gtcttgtgct
Cggtcaacga
acagcggaga
ttaaagaaga
gggttcttga
ggccggtaga
agcagcctoc
acccccagcc
cttcaggcag
CcCcTcgggaaa
ccogaacttg
caggagccag
tCaacagatt

ggggattccg

ES 2 580 044 T3

ccaacaacgc
tgggaccaaa
aacacacaaa
acaaaatgct
adtcaaaacc
gcagCaaaac
ggtctggcag
ggacggcaac
tcagatcctg
daagctgaac
ggagctgcag
ctacaaatct

ccccattgge

tccagattog
tagcccacca
tcctgyggtac
ggcagacgcc
caacccgrac
tacgtctrrt
acctctggoc
gcactctoct
aagaaaaaga
tctcggacag
tggcgcacca
ttggcattaoc
ggcectgoec
caacgacaac
ccactgecac

gcccaagaga

gtctcaacga
taccatctga
gacgacgagg
gccagagaca
actaaccctg
acggctecte
aaccgggacg
ttccaccegt
atcaagaaca
tctttcatea
aaggaaaaca

acaagtgtgg
acccgttaco

ctcgaggaca
ccaccaaage
aagtacctcg
gcggcccteg
ctcaagtaca
fgggggcaacc
ctggttgagg
grggagccag
tigaatticg
ccaccagcag
atggcagaca
gattccacat
acctacaacag
Cactactitg
ttttcaccac

ctcaacttca

56

caaccgggca
atggaagaaa
agcgttttet
atgcggatta
togctacaga
aaattggaac
tgtacctgca
ctccgoctgat
cgcctgtace
cgcaatacag
gcaagcgety
actttgctgt

tcacccgtaa

ctctctetga
ccgcagagcg
gacccttcaa
agéacgacaa
accacgccga
tcggacgage
agcctgttaa
actcctcctco
gtcagactgg
ccccctetygg
ataacgaqggq
ggatgggcga
accatctcta
gctacagcac
gtgactggca

agctctttaa

aaacaacaat
tTcattggct
tcccagtaac
cagcgatgtc
ggaatacggt
tgtcaacagc
gggtcccatc
gggcggettt
tgcggatcct
caccggacag
gaaccccgag
taatacagaa

tctgtaa

aggaataaga
gcataaggac
cggactcgac
ggcotacgac
cgcggagtit
agtcttecag
aacggctceg
gogaaccgga
agacgcagac
tctgogaact
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cccttgggag
aagactcatc

cattcaagtc

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2217

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960



3aagaggtca
caggtgttta
tgcctecege
aacaacggga
cagatgctgc
cacagcagct
tacctgtatt
cagttttctc
ccctgttace
tcgtggactg
ccggocatog
atctttggga
gacgaagagg
accaacctgc
cttccaggea
attccacaca
caccctecte
ttcagtgcgg
gagatcgagt
acttccaact

tcagageete

cgcagaatga
ctgactcgga
cgttcccage
gtcaggcagt
gtaccggaaa
acgctcacag
acttgagcag
aggccggage
gccagcageg
gagctaccaa
ccagccacaa
agcaaggctec
aaatcaggac
agggcggcaa
tggtctggea
cggacggaca
cacagattct
caaagtttgc
gggagctoca
acaacaaatc

gccccattgg

ES 2 580 044 T3

cggtacgacg
gtaccagctc
agacgtcttc
aggacgctct
caactttacc
ccagagtttg
dacaaacact
dagtgacatt
agtatcaaag
gtaccacctc
ggacgatgaa
agagaaaaca
caccaatccc
cacacaagca
ggacagagac
ttttcacccc
catcaagaac
Ttctttcatc
gaaggagaac
tgttaatgtg

caccagatac

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

17
2208
ADN

<400> 17

atggctgccg
cagtggigga
gacagcaggg
aagggagagc
cggcagetcyg
caggagcgtc
gccaaaaaga

ggaaaaaaga

Virus adeno-

asociado, hu.26

atggttatct tccagattgg
agctcaaace tggcccacca
gtcttatgect tcctgggtac
cggtcaacga ggcagacgcc
4cagcggaga caacccgtac
ttaaagaaga tacgtcttrt
ggaticttga acctctaggc
ggccagtaga gcactctcocct

acgattgcca
ccgtacgtcc
atggtgccac
toattttact
ttcagctaca
gaccgtcteca
ccaagcggaa
cgggaccagt
acatctgcag
aatggcagag
gaaaagtttt
aatgtggaca
gtggctacag
gctaccgeag
gtgtacctgce
tctccoctea
accccggtac
acacagtatt
agcaaacgct
gactttactyg
ctgactcgta

ctcgaggaca
ccaccaaagc
aagtacctcg
gcggocctog
ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
gcggagccag

57

ataaccttac
tcggotegge
agtatggata
gcctggagta
cctttgagga
tgaatcctct
ccaccacgca
ctaggaacty
dtaacaacaa
actctcrggt
ttcctcagag
ttgaaaaggt
agcagtatgg
atgtcaacac
aggggcccat
tgggcggatt
ctgcgaatcc
ccacgggqca
ggaatcccga
ttgacactaa

atctgtaa

ctctctctga
ccgcagagceg
gacoccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcggacgagce
aacctgttaa

actcctoctc

cagcacggtt
gcatcaagga
cctcaccctg
ctttccttct
cgttcoctttc
catcgaccag
gtccaggett
gcttcctgga
cagtgaatac
gaatccgagge
cggggtictc
catgattaca
ttctgtatcet
acaaggcgtt
ctgggcaaag
cggacttaaa
ttcgaccacc
ggtcagecgtg
gatccagtac

tggcgtgtat

dggaataaga
gcataaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgcggagtit
agtcttccag
gacggotccg

gggaaccgga

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2208

60
120
180
240
300
360
420
480



aaagcgggoc
tcagtacctyg
aatacgatag
gtgggtaatt
dcCaccagca
tccagecagt
tattttgact
aacaacadct
aaagaggtca
caggtgttta
tgcctococge
aacaacggca
cagatgcttc
catagcagct
tacctgtatt
cagttttctc
ccctgttace
tcgtggactg
ccagctatgg
atctttggas
gacgaagadg
daccasacctco
cttccaggea
attccacaca
caccctoctc
ttcagtgcgg
gagatcgagt
dCtiCCaact

tcagageote

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

18
2217
ADN

<400> 18

agcagcctgce
accecccagece
cttcaggcag
cctcgggaaa
ccegcacctg
crtggagocag
tcaacagatt
ggggattccg
cgcagaatga
ctgactcgoga
cgrreccage
gtcaggcggt
gtaccggaaa
acgctcacag
acttgagcag
aggccgaage
gccagcagog
gagctaccaa
ccagccacaa
daCaagactc
aaatcaggac
agagcgﬁcaa
Tggtctggca
cggacggaca
cacaaattct
caaagittge
gggagctgea
acaacaaate

gooccattag

Virus adeno-asociado, hu.37

ES 2 580 044 T3

2agaaagaga
tctcggacag
tggcgcacca
ttggcattge
ggccctgece
caacgacaac
ccactgccac
gcccaagaga
cggtacgacy
gtaccaactc
agacgtctic
aggacgctct
caactttacc
ccaaagtcty
adacaaacact
dagtgacatt
agtatcaaag
gtaccacctc
ggacgatgaa
gggaaaaact
caccaatccc
cacacaagca
ggacagagac
ttttcacccc
catcaagaac
ttccttcatc
gaaggagaac
tgrraatgtg

caccagatac

ttgaattitg
ccaccageag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
cactactttg
ttctoccoccac
ctcagctica
acgattgcca
ccgtacgtee
atggtgccac
tcctittact
ttcagctaca
gaccgtcteca
ccaagcggaa
cgggaccagt
acagctgcgg
aatggaagag
gaaaaatatt
aatrgtggaca
gtggctacgg
gctacctcag
gtgracctgc
Tctcccctca
accccggtac
acacagtact
agcaaacgct
gactitactg

ctgactcgta

58

gtcagactgg
cceccctctgg
ataacoaggg
ggatgggcga
accatctgta
gctacageac
gtgactggea
agctctttaa
ataaccttac
tcggctcgge
agtatogata
gocctggagta
cctttgaaga
tgaatcctct
ccaccacgat
ctagaaactq
acaacaacaa
actctctgot
ttcctcagag
ttgaaaaggt
agcagratgg
atgtcaacac
aggoocceat
tgggcggatt
ctgcgaatcc
ccacggggea
ggaatcccga
tggacactaa
atctgtaa

agacgcagac
tctgggaact
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cccctggagy
aagactcatce
cattcaagtc
cagicacggtt
gcatcaagga
cctcaccctag
ctttcettct
cgttcctttc
catcgaccag
gtccagactt
gcttcctgoa
cagtgattac
gaatccggge
cggggttctc
tatgattaca
ttctgtatet
acaaggcgtt
ctgggcaaag
cggacttaaa
ttcgaccact
ggtcagcgtg
aattcagtac

togtgtgtat

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2208



atggctgetg
gagtagtgag
gacggccgog
aagggggagc
cagcagctca
caggagcgtc
gcCadgaaqc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc
tctggtacaa
ggagtgggta
dtcaccacca
atatccaatg
ccctggoogt
cgactcatca
atccaggtca
agcacgattc
caccagggct
cttacactga
titccatcte
gtgcctttcc
atcgaccagt
cagcaattgt
ctacctggac
agcaacritg
aatcccggtg
ggagtcctga
atgctaacca
gtggtgactg
caaggagccet
tgogccaaga

ggactgaagc

acggttatct
acctyaaacc
gtctggtyct
ccgtcaacgce
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccggtaga
gocagcagec
ccgacccteca
tggctgcagg
gttcctcagg
gcacccgaac
ggacatcggg
ATtrttgactt
dcaacaactg
aggaggtcac
dggtatttac
gocctgooctoe
acaatggaag
aaatgctgcg
acagcagcta
accrgtacta
tattrtctca
cttgctaceg
cttgoactgg
tcgocatggc
tgttcggaaa
dcgaagaaga
acaacttgca
tacctggeat
ttcctcacac

aCCCacctcc

ES 2 580 044 T3

tccagattgg
tggagcocooc
tcctggotac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtcttet
acctctoggt
acecgtcacct
cgctaaaaag
accaatcgga
cggtggeget
aaattggcat
ctaggccctyg
aggaagcacc
caacagattc
gggattccgg
gcagaatgaa
ggactcggaa
gttcccgacg
tcaagccegta
aactggaaac
cgcacacagce
cttatccaga
agctgggect
gcagcagoga
tgccaccaaa
aacccacaag
acagggtact
aattaaaacc
gcaaaccaat
ggtctggcag
ggacggcaac
tcagatcctg

ctcgaggaca
dagcccaaqg
aagtacctcg
gcggccctog
ctgcggtata
gggggcaacc
Ctggttgagg
cagcgttccc
agactgaact
gaaccaccag
ccaatggcag
tgcgattcea
cccacctaca
dacgacaaca
cactgccact
CCcaaaaagac
ggcaccaaga
taccagctgce
gacgtctica
ggccgttcct
aattttgaat
cagagcttgg
acrtcagtcca
gcaaacatgt
grctctacga
tatcacctga
gacgacgagg
ggaagagaca
actaaccceg
acagggccta
aaccgagacg
ttccacocctt

dtcaagaaca

59

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgocga
tcggacgago
dagctgctaa
cogactecte
ttggtcagac
Cagacccctc
acaataacga
catggctogg
acaaccacct
Cctacttcgg
tctcaccacg
tcagcttcaa
ccatcgccaa
cgtacgtocct
tgattccococa
ccttctactg
tcagctacac
accgactgat
caggaggaac
cggctcaggc
cacitgtcgca
acggaagaga
dacgcttort
atgtggacta
tagccacaga
ttgtgggaaa
tgtacctgea
caccgctaat

cgccggtacce

gggcattege
gaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagtte
agtctteccag
gacggctcct
cacgggcatc
tggcgactca
tggtctggga
aggcgeegac
cgacagagtc
ctacaagcaa
ctacagcacc
tgactggcag
gctcttcaac
taacctracc
cggctcocgeg
gtacggctac
cctggaatat
cttcgaggac
gaatcctctc
Tcaaggracc
taagaactgg
aaacaacaac
ctcrttggta
ccocgtogagt
cagcagcgtt
acaatacggt
tgtcaacage
gggtcccatc
gggaggattt
tgcggatcct

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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ccaacaacgt tcagccaggc gaaattggct tccttcatta cgcagtacag caccggacag

gtcagcgtgg aaatcgagtg ggagctgeag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag

attcagtaca Cttcaaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatacagag

ggaacttatt ctgagcctcg ccccattggt actcgttace tcacccgtaa totgtaa

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

<400>

19

2205

ADN

Virus adeno-asociado, hu.53

19

atggctgeccg
cagtggtaga
gacagcagag
aagggagagco
cggcageicg
caggagcgtc
gcgaaaaaga
ggaadaaaga
aaagcgggee
tccgtacctyg
actacaatgg
gtogggtaatt
accaccagcea
tccagccaat
tattttgact
ddcaacaact
aaagaggtca
caggtgtita
tgcoctcocogo
aacaacggga
cagatgctgce
cacagcagct
tacctatatt
iTttagccaag

tgttatcgec

atggttatct
agctcaaacc
gtcttgtact
cggtcaacga
acagcggaga
ttaaagaaga
gggttctrga
ggccggtaga
agcagcctge
acccccagece
ctacaggcag
cctcaggaaa
cccgaacctg
caggagcctc
tcaacagatt
ggggattccg
cgcagaatga
ctgactcgga
cgtttccage
grcaggoggt
gtactggaaa
acgctcacag
atctaaacag
ctggacccac

agcagcgttt

tccagattgg
tggecccacca
tcctgggtac
ggcagacgce
caacccgtac
tacgtcrttt
accrctggge
gcactctoct
aagaaaaana
tctcagacag
tggegeacca
trggcattge
ggccctgoee
aadacgacaac
ccactgeceac
acccaagaga
cggtacgacg
gtaccagcte
ggacgterte
aggacgctct
caactttcag
ccagagtttg
aacacaaaca
aagcatgtct

gtcaaagcag

ctcgaggaca
ccaccaaagc
aagtacctcg
gcaggeccteg
ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
gcggagocag
ctgaatttcg
ccaccagcag
atggcagaca
pattcccaat
dccrtacaaca
cactactttg
ttttcaccac
ctcaacttca
acgattgcca
ccgtacgtec
atggtcccac
tccttttact
ttcagctaca
gatcggctga
gctagtggaa
Ccttcaagcta

gcaaacgaca

60

ctctetctga
ccgcagageg
gaccctteaa
apgcacgacaa
accacgecga
tcggacgage
aacctgttaa
actcctocte
gtcagactaog
cccccacaag
ataacgagag
ggctgggcga
accaccttta
gctacagcac
gtgactagca
agctctttaa
ataaccttac
tcggctcage
agtatgoata
gocctggagta
cttrttgaaga
tgaatcctct
ctcagcagtc
aaaactgget

acaacaacag

aggaataaga
gcataaggac
cggactcgac
dgcctacgac
cgcggagttit
agtcttccag
gacggctcca
gggaaccgga
agacgcagac
tttgggatct
tgccgatgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cccctgggag
aagactcate
cattcaagtc
cagcacggtt
gcatcaaqga
cctcaccctg
ctttcctict
cgtgcctttc
gatcgaccag
toggctactg
gcctggaccy
caactttcce

2040
2100
2160
2217

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500



tggactggag
gccatggceea
tttggtaaag
gaagaggaaa
aatttgcaaa
cctggtatgo
cctcacaccyg
ccgectectce
agttctgceca
atcgagtggg
toccaactaca

gagccrtogoo

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

<400>

20
2217
ADN

Virus adeno-

20

atggctgotg
gagtggtggg
gacggcegog
3aagggggagc
cagcagctca
caggagogre
gccaagaage
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcce
tctogtacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atatccaata
ccctgggagr
cgactcatca

atccaggtca

ctaccaagta
gccacaagga
aaggaacaaa
traggaccac
dctcaaatac
tgtggcagga
atggacactt
agattatgat
agtttgectte
agctgcagaa
acaaztctgt

ccattggcac
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ctacctcaat
cgatgaagaza
tgctaccaac
caatcccgtg
tgctgcaagt
tcgagacgtg
tcatccttct
caaaaacact
cttcatcaca
ggagaacagce
taatgtggac

cagatacctg

asociado de Rhesus, rh.39

acggttatct
acctgaaacc
gtctggtoct
ccgrtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccgqraga
gccagcagee
ccgaccctea
tagctgcagg
gttcctcagg
gcacccgaac
ggacatcgag
attttgactt
acaacaactg

aggaggtcac

toccagattgg
tggagcocec
tcctggetac
Qgcggacgca
caatcocgtac
tacgtctttt
acctctcggt
dccgtcacct
cgctaaaaag
accaatcgga
cggtggecget
daatrggcat
ctgggocctg
dggaagcacc
caacagattc
gogattccgg
dcagaatgaa

ggcagagact
aagtttttce
gcggaattgo
gctacagage
actgaaactg
tacctgcagg
ccactgatag
cccattccag
cagtattcca
aaacgctgga
tttactgtgg

actcgtaatc

ctcgaggaca
aagcccaagg
aagtaccteg
gcagececteg
ctgcggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
cagcgttcce
agactgaact
gaaccaccag
ccaatggecag
tgcgattcca
cccacctaca
dacgacaaca
cactgccact
Ccaaaaagac

ggcaccaaga

61

ctttagtgaa
ccatgeatgg
daaatgtcat
agtacggata
tgaatcacca
gacccatttg
gapgttttgg
ccaatectec
cgggacaggt
atcccgaaat
acactaztgg

totaa

acctctctga
ccaaccagea
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcgage
aagctgctaa
ccgactecte
ttagtcagac
caggocccto
dcaataacda
catggctagg
acaaccacct
cctacttcag
tctcaccacy
tcagcttcaa

ccatcgocaa

cccgggeceg
aaccctaata
gattacagat
tgtgtcaaat
aggagcatta
ggccaagatt
actcaaacac
cacaaacttc
cagcgtggag
tcagtacact
tgtgtattca

gggcattege
gaagcaggac
cggactcgac
ggectacgac
cgocgagttt
agtcttccag
gacggctcct
cacgggcatce
tggcgactea
tggtctggga
aggcgocgac
cgacagagtc
ctacaagcaa
ctacageacc
toactggcag
gcrcttcaac

Taaccttacc

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2205

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

1020



agcacgattc
caccagggct
cttacactga
tttccatcte
gtgectttec
atcgaccagt
cagcaattgt
ctacctggac
agcaactttg
aatcccgatg
ggagtcctga
atgcraacca
gtggtggctg
caaggagcct
tgggccaaga
ggactgaagc
ccaacaacgt
gtcagcgtag
attcagtaca
ggaacttatt

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

21
2211
ADN

<400> 21

atggctgccg
gagtggtagg
gacggccggg
aagggggagc
cagcagctcg
caggagcgtco
gccaagaagc
ggaaagaaga

aagaaaggcc
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aggtatttac ggactcggaa taccagctac

goctgcctcc
acaatggaag
aaatgctgcg
acagcagcta
acctgtacta
tattttctca
cttgctaccg
cttggactog
tcgccatgge
tgtttggaaa
gcgaagaaga
ataacttgca
tacctggcat
ttcctcacac
acccacctoc
tcagccagge
aaatcgagty
cttcaaacta

ctgagecctcg

arggttatct
acttgaaacc
gectggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccagtaga

daacagcccgo

gttcccegacg
tcaagccgta
aactggaaac
cgcacacage
cttatccaga
agctgggcct
gcagcagcga
tgccaccaaa
aacccacaag
acagggtgct
aattaaaacc
gcaaaccaat
ggtctggcag
ggacggcaac
tcagatectg
gaaattggct
ggagctgcag
ctacaaatct

ccccattggt

Virus adeno-asociado de Rhesus, rh.43

tccagattgg
tggagccceg
tcctggetac
gacggacgea
caatccgtac
tacgtctttt
acctctcggt
gcagtcaccc

cagaaaaaga

gacgtcttca
ggccgttcct
aattttgaat
cagagcttagg
actcagteca
gcaaacatgt
gictctacga
tatcacctga
gacgacgagg
ggaagagaca
actaaccctg
acgoggcocta
aaccgagacaq
ttccaccctt
atcaagaaca
toccttcatta
aaggagaaca
acaaatgtgg

actcgttace

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
gcggooctcy
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagaaccag

CTCaattrLg

62

cgtacgtcct
tgattcccea
cctictactg
tcagctacac
accgactgat
caggaggaac
cggctcaggce
cactgtcaca
acgoaagaga
aacgcttoctt
atgtggacta
tagccacaga
ttgtgggaaa
tgracctgea
caccgctaat
cgcecggtace
cocagtacag
gcaaacgclyg
actttogctgt

tcaccecgtaa

ACCTCtctga
ccaaccagea
gacccttcaa
dfjCacgacaa
accacgccga
tcgggcgage
aaggcgcetaa
actcctecte
gccagactgg

cgactccgeg
dtacggctac
cctggaatat
cttcgaggac
gaatcctcic
tcaaggtacc
taagaactag
aadcaacaac
ctctttagta
cccgtcgagt
cagcagcgtt
acaatacggt
tgtcaacage
dggtcccatc
gggaggattt
tgcggatect
caccggacag
gaacccagag
caatacagag
tctgtaa

gggcattcgc
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agterrecag
gacggctcecct
gggcatcgge
cgactcagag

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

60
120
180
240
300
360
420
480
540



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

<400>
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tcagttccag accctcaace tctcggagaa

aatacaatgg ctgcaggogg

gtgggtagtt
accaccagea
tccaacggga
tgogggtatt
ctcatcaaca
caggtcaagg
accatccagq
cagggctgce
acactcaaca
cottcgeaga
cctttccaca
gaccagtacc
actctgggct
ccaggaccct
aactttgcct
cctgacatcg
tcctgttitt
accagcgadg
gragataact
gccttaccog
aagattccte
gaacatcctc
accttcaacce
gtggaaattyg
tacaccteca

tactctgaac

22
2217
ADN

cctcgagaaa
cocgaacctg
catcgggaag
ttgactttaa
acaactagggg
aggtcacgea
tgtttacgga
tgccteegtt
acggtagtca
tgctgagaac
gcagctacge
tgtactactt
tcagccaagg
gttaccgcca
ggactgctag
ctatggcaac
ggcaacaaaa
aagadaatcaa
tgcagcagea
gtatggtctg
acacggacgg
cgcctoagat
agtcagagct
aatgggagct
actactacaa

cccgocccat

tggcgeacea
ttggeattygce
ggcectgeee
agccaccaac
cagattccac
attccggecec
gaatgaaggce
ctcggagtac
ccecggeggac
ggccgtggga
€ggcaacaac
ccacagccag
gtctcggact
tgggoctaat
acaacgcgtc
gaccaaatac
acacaaagac
tgcrgecaga
aaccactaac
aaacacggct
gcagaaccgg
caacttccac
cctgatcaag
gaactctttc
acagaaggaa
atctacaagt

tgycaccogt

Virus adeno-asociado de Rhesus, rh.46

22

atggctgccg atggttatct tccagattag

cctoccagoag
atggcagaca
gattccacat
dcctacaaca
gacaacacct
tgccactttt
aagagactca
accaagacca
cagctgeccgt
gtgttcatga
cgctcctoct
Ttccagttita
agcttggacc
Caaacaacag
acaatggcca
tcaacgacaa
catctogaatg
gacgaggagc
gacaatgcgg
cctgtggcta
cctcaaattg
gacgtgracc
ccgtectooge
adcacgcctg
atcacgcaat
aacagcaagc
gtggacttrg

Tacctcaccc

ctcgaggaca

63

cgcocctotgg
ataacgaagg
ggctgggega
accacctcta
acttcggcta
caccacgtga
gcttcaaget
tcgoccaataa
acgtrctcgg
ttccccagta
tctactgoet
cttacacctt
ggctgatgaa
gaggcacgoc
atcaggcaaa
ccgggcaaaa
gaagaaattc
gtittttccc
attacagcoa
cagaggaata
gaactgtcaa
tgcagggtcc
Tgatgogcgg
tacctgegga
acagcaccgg
gctggaaccc
ctgttaatac
gtaatctgta

dCCtctctga

tgtgggacct
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cagcacceee
ctggcagega
cttcaacatc
cctcaccage
ctctgcccac
cggctaccta
ggaatacttt
cgaggacgtg
tcctctgatt
aaatacgcag
gaactggctg
caacaatagc
attggcraat
agtaacggga
tgrcatgctc
cggtatcgty
cagccagggg
catctgogcc
ctttggectg
tecctocgace
acaggtcagc
cgagatccag
agaaggegtg
a

gggcattcge

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2211

60



gagtggtagg
gacggccggg
a3agggauago
cagcagctca
caggagcgtc
gccaagaagc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc
tctggtacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atctccaacq
ccctgogggt
cgactcatca
atccaggtca
agcaccatcc
caccagagct
ctgactctca
ttococcotoctc
gtgcctitce
atcgaccagt
cagcagttge
ctgcctggac
agcaactitg
aatccgggcocg
ggcatcctca
atgctaacca
grggrggotg
cagggagcct
tgggccaaga
ggacttaaac

acctgaaacc
gtctggtgct
ccgtcaacge
daagcgggtga
tgraagaaga
gggttctcga
gaccggtaga
gccagcagec
ccgaccctea
tggctgcagg
grtcctcgag
gcacccgaac
ggacctcggg
dttttgactr
acaacaactg
dagaggtcac
dggtgtttac
gcctgoctoe
acaacggtag
agatgctgag
acagcagcta
dcctgtacta
tottttctca
cctgctacag
cctggactag
tcgocatgge
tgtttggcaa
gcgaggaaga
gtaacctaca
tacctggoat
ttcctcacac

atccgectee
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tggagocecg
tectggetac
ggcggacoca
caatccgtac
tacgtctttt
acctcteggt
gccgtcacca
cgccagaaag
acctatecgga
cggtggcegea
aaattggcat
ctgagccctyg
aggcageacce
taacagattc
gggattccgg
gcagaatgaa
ggactcggaa
gttcccggeg
tcagaccgtyg
aacgggcaac
cgcgcacage
cctgtcaaga
ggccgggoct
acagcagcge
tgccaccaag
aaccaacaag
gcagggagct
aatcaaggcc
gcagcaaaac
ggtctggcag
agatggcaac

tcagatecte

aaacccaaag
aagtacctcg
gcggeecteg
ctgcggtata
gggggraacc
ctggttgaag
cagcgttecce
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgcgattcca
CcCcacctaca
ddcgacaaca
cactgccact
CCCaagagac
ggcaccaaga
taccagctgc
gacgtcttca
ggacgttcct
aacttttect
cagagtttgg
acccagteta
agcaacatat
gtctccacga
tatcatctga
gacgacgagg
ggaaaagaca
dCCadccccg
dccgotocta
aaccgggacg
tttcacceogt

dtcaaaaaca

64

ccaaccagea
gacccrtcaa
agcacgacaa
atcacgccga
tcgggcgage
aaggcgctaa
ccgactcecte
tcagtcagac
cagcgeccctc
acaataacga
catggctaggg
acaaccacct
cctactttgg
tctcaccacg
tcagcttcaa
ccatcgccaa
cgtacgtcct
tgattcctca
ccttctactg
tcagctacac
acaggctgat
cgggaggcac
cggctcaggc
cactgtcgca
acggcagaga
ACCcgCTtctt
acgtggacta
tggccacaga
ttgtggoggc
tgtacctgca
ctcctttaat

ctcctgttec

aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttocag
gacggctcct
cacgggcatc
tggcgactca
tagtgtggoa
aggtgccgac
cgacagagtc
ctacaagcaa
ctacagcacc
tgactggcag
gctettcaac
taacctcace
cggctcrgec
gtacggctac
cctggagtac
ttTcgaggac
gaatcctctc
agcgggaace
cagaaactgg
aaacaacaac
ctctctggtyg
cccatccage
tagcaacgtg
acagtatgge
cgtcaacagc
gggtcctatt
gggcgpottt
tgcggatoct

120
180
240
300
360
420
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
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ccaacagcgt tcaaccaggc caagctgaat tctttcatca cgcagtacag caccggacaa
gtcagcgtyg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaagcgotg gaacccagag
attcagtata cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt taatactgag

ggtgtttact ctgagcctcg ccccattgge actcgttace tcaccogtaa tetgtaa

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

<400>

23
735
PRT

Proteina de capside de serotipo 2 de virus adeno-asociado

23

Met

Glu

Lys

Gly

val

635

Arg

Asp

AN

Ley

Pro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Gly

Pro

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

val

Ala

Asp

Ala

Ala

Ile

Ala

35

Lys

Glu

Leu

Glu

Leu

Glu

Gly

Ala

Fro

ASp g?y Tyr

Arg
20

Glu
TYrFP
Ala
ASp
%
Arg
val
His
Gln
AsSp

180

ser

GIn

Arg

Leu

Asp

Ser

85

Gln

ala

Glu

ser

Gin

165

ser

Gly

Trp

His

Gly

Ala

70

Gly

Glu

val

Glu

Pro

150

Pro

val

Leu

Lau

Trp

Lys

Pro

35

Ala

ASp

Arg

Phe

Pro

135

val

Ala

Pro

Gly

Pro

Lys

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gin

120

val

Glu

Arg

Asp

Thr

Asp

Leu

25

Asp

AsSn

Leu

Pro

Lys

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

65

Trp
10
Lys
sar
Gly
Glu
Tgr
9
Glu
LYS
Thr
Asp
Ar
i7

Gln

Thr

Leu

PFro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

Arqg

Fro

140

ser

Asn

Leu

Ala

AsSp
Pro
Leu
45

Lys
Lys
TV
ser
val
125
Gly
sar
Fhe

Gly

Thr

Thr

Pro

30

val

Gly

Ala

Asn

Pha

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Gln
190

Gly

Leu
15

Pro
ey
Glu
TYr
His
a5

Gly
Glu
Lys
Thr
Gin
175

Pro

sar

ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Fro

Arg

Gl

16

Thr

Pro

cly

2040
2100
2160
2217



Ala

Ser

225

TYrF

Phe

Cys

val

wval

GlIn

Gln

Asp

Leu

Asn

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

sar

Leu

rPhe

370

Ala

MetT

val

Met

Thr
450

195

Met

Asn

ser

Gln

Phe

Arg

val

Thr

Gly

Met

wal

Leu

Pro

Asn

435

Fro

Ala

Trp

Thr

Ile

260

sar

ser

Pro

Thr

val

340

ser

val

Gly

Arg

Phe

420

Fro

Sar

Asp

His

Ar

24

sar

Thr

Pro

Lys

GIn

325

Gln

Ala

Pro

Arg

Thr

405

His

Lau
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AsSn
Cys
230
Thr
Sar
Pro
Arg
Ar

31

Asn
val
His
GIn
Ser
390
Gly

S5er

e

Gly Thr

ASN
215
Asp
Trp
Gin
Trp
295
Leu
Asp
Phe
Gln
Tvr
3?5
Ser
Asn
Ser

Asp

Thr
455

200

Glu Gly Ala

ser Thr Trp

Ala Leu Pro

ser
2
Trp
Asn
Gly
Thr
Gl

3

Gly

Gl
26

Tyr

Gin

Phe

Thr

Asp

345

Cys

Tyr

Phe Tyr

Asn

Phe

Tyr Ala

Gin
440

Thr

66

425

TVYF

Gln

230

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

330

ser

Leu

Leu

Cys

Thr

410

His

Leu

Ser

Asp
Mat
235
Thr
Ser
AsSp
Leu
Leu
315
Thr
Glu
Pro
Thr
Leu
395
Phe
ser
Tyr

Arg

Gly

220

Gly

TYr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Tyr

Pro

Leau

380

Glu

sar

Glin

Tyr

Ley
460

205

val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

ASh

Ala

Gin

Phe

365

Asn

TYr

Tyr

ser

Ley

445

Gln

Gly

Arg

Asn

AsSn

270

Arg

Asn

Ile

AsSn

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Ser

Fhe

Asn

val

His

255

His

ASN

Gin

Asn

335

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

415

Asp

Arg

ser

Sar
Ile

240

Leu

Tyr

His

Trp

val

320

Leu

TYr

Asp

ser

ser

400

Glu

Arg

GIn



Ala
465
Pra
AsSn
Arg
ASp
Gln
545
Asp
Gly
Ala
Arg
As

Ezg
His
Pro
TYr

Glu

Asn
705

ser Glu Pre Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Ash
725 %ﬂ

Gly

ser
Asp
Glu
530
Gly
Glu
Sar
Asp
AS

6l

Gly
Fro
ser
ser
Asn

690

Lys

ala

Glu
sar
515

Glu

s5er

Glu

val

val

595

val

His

Pro

Thr

ser

ser

Ser
Arg
i
Leu
Lys
6lu
Glu
Ser

580

Asn
Tyr
Phe
Pro
Thr
B8R0
Gly

Lys

val

Asp

Gin

485

Sar

val

Fhe

Lys

Ile

365

Thr

Leu

His

GIn

645

Phe

Gln

Arg

ASn
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Ile

470

Gln

Trp

AsSn

Phe

Thr

550

Arg

Asn

Gln

Gln

Pro

630

Ile

Ser

wval

Trp

val
710

Arg

Arg

Thr

Pro

Pro

535

Asn

Thr

Leu

Gly

Gl

61

ser

Leu

Ala

5er

Asn

6585

Asp

Asp

val

Gly

Gly
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Trp

Asn

Phe

Ile

6735

Ile

val

Arg Tyr

Thr
500
Ala
Gly
Glu
val
Thr
580
Gly
Ala
Gly
Thr
ala
660
Glu
GIn

ASn

Leau
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Lys Tyr His

Met
val
Asn
Ala
565
Ala
Met
Lys
Gly
Pro
645
ser
Trp
Tyr

Asn

Thr
725

Ala

Leu

val

550

Thr

Gly

val

Ile

Phe

630

val

Phe

Glu

Thr

Glu

710

Arg

Thr

val

535

Leu

Glu

Pro

Trp

Fro

615

Gly

Pro

Ile

Leu

ser

695

Gly

Asn

Leu Asn
505

550
Phe Gly
Met Thr
Glu Tyr
GIn Thr

585

Gln Asn
600
His Thr

Ley Lys

Ala Asn

Gln Lys
680 ¥
Asn Tyr

val Tyr

Leu

76

Gly

Arg

Asn

Asp Asp Glu

Glu

Ser

Gl

57

Gln

Arg

AsSp

His

Pro

650

Tyr

Glu

Ala

Thr

Thr

Glu

555

val

Thr

Asp

Gly

Pro

635

Pro

Ser

Asn

Lys

Glu
715

Gl
54

Glu

val

val

val

AsSn

620

Pro

Glu

Thr

sar

ser

700

Pro

ser
As
52
Ala
Glu

ser

Asn

Phe
Fro
val
Gly
685
Asn

Arg

Leu

510

Gln

Ala

Ile

sar

Sar

590

Leu

His

Gln

Fhe

Gln

670

Arg

Asn

rro

Thr

Phe

Lys

Asn

575

Gln

Gln

Pro

Ile

Thr

655

val

Trp

Val

Ile

Asn

Fhe

Lys

Thr

560

Leu

Gly

Gly

Sar

Leu

640

Pro

ser

Asn

Glu

Gl
72



Met

Glu

Lys

cly

val

65

GIn

Asp

Asn

Leu

Fro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

ser

225

Thr

Ala
Gly
Ala
Tgr
5

Asn
GlIn
Ala
Leu
Gly
130
val
Thr
Asp
Thr
Pro
210

Gly

Thr

Ala Asp

Ile Ar
Zﬂg

Asn Gln
35

Lys Tyr

Ala Ala

Leu Lys

Glu Phe
100

Gly Ar
11 ’

Leu val
Glu GIn
Gly Gln
ser Glu

180

Pro Ala
185
Met ala

AsSn Trp

ser Thr
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Gly Tyr
5

Glu Trp
Glin Lys
Leu Gly
Asp Ala

70
Ala G1
BS5 y
Gin Glu
ala val
Glu Glu
Sar Pro

150

Gln Pro
165

ser val
Ala val
ASp Asn

i

Arg Thr

Leu

Trp

Gln

Pro

Ala

Asp

Arg

Fhe

Gl

13

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Pro

Asp

ASD

40

Fhe

Ala

Asn

Leu

GIn

120

Ala

Glu

Lys

Asp

Pro

200

Glu

ser

Ala

77

Asp Trp
10
Leu Lys
25
Asp Gly
Asn Gly
Leu Glu
Pro Tyr
3
Gln Glu
105
Ala Lys
Lys Thr
Pro Asp
LyS Ar
17
Pro Gln
185
Thr Thr
Gly Ala

Thr Trp

Leu Pro

Leau

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

sar

155

Leu

Pra

Met

ASp

Leu

235

Thr

Glu

Asp

Gly Ala

Gly

ASP

60

AsSp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

G1

22

Gly

Tyr

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

ser

val

125

Gly

ser

rhe

Gly

ser

205

val

Asp

AsSn

Pro

30

val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Lau

Lys

Gly

Gly

Glu

180

Gly

Gly

Arg

AsSn

Leu
15

Lys

Leu

Glu

TYr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Asn

val

His

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Fro

Gly

Ala

Ile

240

Lau



Tyr

Tyr

His

Tr

30

val

Ley

Tyr

Asp

ser

385

ser

Glu

Arg

Arg
465

Gly

LYs
Phe
Cys
Z)E;D
Gly
Lys
Thr
wval
val
370
Gln
Gin
Glu
Ley
Gln
450
Gly

Pro

Asn

Gln

Gly

His

Phe

Glu

sar

Leuw

355

Phe

Ala

Met

val

Met

435

Asn

Ser

Cys

Ser

Ile
260

T¥r

Phe

Arg

val

Thr

340

Gly

Met

val

Leu

Pro

420

Asn

GIn

Pro

TYr

ASn
500

245

Sar
ser
ser
Pro
B
val
Ser
Ile
Gly
Ar

40

fhe
Pro
Ser
Ala
%

Phe
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ser

Thr

Pro

Lys

310

Thr

Gln

Ala

Pro

Ar

359

Thr

His

Leu

Gly

Gl

47

GIn

Thr

250

Ala Ser Thr Gly Ala Ser
265

Pro

Ar

23

Arg

Asn

val

His

Glin

375

S5er

Gly

ser

Ile

5er

455

Met

Gln

Trp

Trp
280
Asp

Leu

ASp

Gln
360

TYr

Ser

ASn

ser

Asp

440

Ala

Ser

Arg

Thr

78

Gly
Trp
Asn
Gly
Ser
345
Gly
Gly
Phe
Asn
155
GlIn
Gin
val

val

Gly

TYT

Glin

Phe

val

330

AsSp

Cys

TYr

TYyr

Phe

410

Ala

TYr

ASN

Gln

5er

430

Ala

Phe
Arg
LVsS
315
Thr
ser
Leu
Leu
Cys
355
Thr
His
Leu
Lys
Pro
475

Lys

ser

Asp

Leu

300

Lau

Thr

Glu

Pro

Thr

380

Leu

Phe

Ser

Tyr

AS

46

Lys

Thr

Lys

Phe

285

Ile

Phe

Ile

TYr

Pro

365

Leu

Glu

ser

Asn

Lys

As

2?8
Asn
ASn
AsSn
Ala
Gin
350
Phe
Asn
Tyr
Tyr
sar
430
Leu
Leu
Trp

Thr

Asn
510

255

ASnN

Arg

Asn

Ile

AsSn

335

Leu

Pro

Asn

Phe

Thr

415

Lau

Phe

Leu

AS
49

Leu

His

Fhe

AsSn

Gin

320

Asn

Fro

Ala

Gly

Pro

400

pPhe

ASp

Arg

ser

Pro

480

ASnh

Asnh



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

<400>

Gly

Asp

Lys

545

Thr

Phe

Thr

Asp

Thr

625

Lys

ASN

Gln

Lys

Tyr

28
736
PRT

Arg

Asp
530

Glu

‘Asp

Gly
Gly
Ar

61

Asp
Asn
Fro
Tyr
Glu
690

Ala

Thr

Glu
515
Glu
sar

Glu

Thr

Asp

Gly

Pro

Pro

ser

675

AsSn

Lys

Glu

ser

Asp

Ala

Glu

val

580

val

val

His

Pro

Ala

660

Thr

ser

ser

Pro

Ile

Lys

Gly

Glu

565

Ala

His

phe

Pro

645

Glu

Gly

Lys

Ala

Arg
725
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Ile

Phe

Ala

550

Ile

val

Ala

Leu

His

630

Gcin

Phe

Gln

Arg

AsSn

710

Pro

Asn Pro
520

Phe Pro
535

Ser Asn
Lys Ala

Asn Phe

Met Eéz

Gin Gly
615

Pro ser
Ile Leu
ser Ala
val ser
680
Trp Asn
69

val Asp

Ile Gly

Gly

Met

Thr

Thr

GlIn

585

Ala

Pro

Pro

Ile

Thr

665

val

Pro

Phe

Thr

Thr
ser
Ala
Asn
570
Ser
Leu
Ile
Leu
LysS
Egﬂ
Lys
Glu

Glu

Thr

738
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79

Ala

Gly

Leu

535

Pro

Ser

Pro

Trp

Met

635

Asn

FPhe

Ile

val

val
715

Tyr

Met

val

540

AsD

val

ser

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Ala

Glu

Gln

700

Asp

Leu

Ala
525
Met
Asn
Ala
Thr
Met
605
Lys
Gly
Pro
ser
Tr

685
TYr

Asn

Thr

sar

Ile

val

Thr

ASD

590

val

Ile

Phe

val

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

His

Phe

Met

Glu

575

Pro

Trp

Fro

Gly

Pro

6535

Ile

Leu

ser

Gly

Pro
735

Lys

Gly

Ile

560

Arg

Ala

Gin

His

Leu

640

Ala

Thr

GIn

Asn

Leu

720

Leu



Glu

Lys

Gly

val

65

Gln

Asp

AsSn

Leu

Ala

Lys

Gly

Ala

Ala

ser

225

Thr

TYyr

Ala

Gly

Ala

Asn

Gln

Ala

Leu

Gl

13

val

Sar

ASp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Ala
Ile
Asn
35

Lys
Glu
Leu
Glu
i
Leu
Asp
Gly
ser
Pro
195
Met
Asn

Ser

Gin
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Asp Ej;‘ly Tyr Leu Pro

Arg Glu Trp Tr
zﬂg pTrp

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

val

GIn

Lys

Glu

180

Ala

Trp

Thr

Ile

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

sep

Gln

165

ser

Ser

ASp

His

Ar

24

ser

His
Gly
Ala
70

Gly
Glu
val
Glu
Pro
150
Pro
val
Leu
Asn
Cys
230

Thr

ser

Gln

Pro

35

Ala

Asp

Arg

Phe

Ala

135

Glin

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Ala
Asp
40

Gly
Ala
AsSn
Leu
Gln
120
Ala
Glu
Arg
AsSp
S5er
200
Glu
Ser

ala

sar

Asp Trp Leu
10

Leu

25

Asn

Asn

Leu

Pra

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Fro

185

AsSn

Gly

GIn

Leu

Gly

80

Lys
Arg
Gly
Glu
EEF
Glu
Lys
Thr
ASp
Ar

17

Gln
Thr
Ala
Trp
Pro

250

Ala

Pro

Arg

Leu

His

73

Leu

Asp

Lys

Ala

ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ser

clu

Gly

Gly

Asp

Asp

Lys

Thr

Arg

Pro

140

ser

Asn

Leu

Ala

Gl

22

Gly

Asp

val

Leu

45

Lys

Lys

TYr

Ser

Ile

125

Gly

ser

Phe

Gly

Ser

205

val

ASp

Asn

Asp

Asn

Leu

. 15

Pro

30

val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

GIn

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

val

Glin

175

fro

Gly

Asn

val

His

255

His

ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

180

Thr

Pro

Gly

Ser

1Te

240

Leu

Tyr



Phe
Cys
Gl
30
Arg
Thr

val

val

ASp
Leu
Gln
Gln
465
Gly

Asn

Gly

Gly

His

290

Phe

Gly

Sar

Leu

Phe

370

Ala

Met

val

MetT

Gl

45

Ala

Pro

Asn

Arg

Tyr

275

Phe

Arg

wval

Thr

Gly

Met

val

Leu

Pro

Asn

435

Thr

Gly

ser

AS
51

260

Ser
ser
Pro
Thr
%
ser
val
Gly
Arg
Phe
420
Pro
Thr
Tyr
Asn

500

sar

Thr
Pro
Lys
Gln
325
Gin
Ala
Pro
Arg
Thr
His
Leu
Ser
Gln
Ar

48

Phe

Leu
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Pro

Arg

Lys

310

Asn

wval

His

Gln

Ser

380

Gly

sSer

Ile

Gly

sar

470

GlIn

Pro

val

Trp

Asp

295

Leu

Asp

Phe

Glin

Ser

ASn

ser

Asp

Thr

455

mMet

Gin

Trp

Asn

Gl

28

Trp

ser

Gly

Thr

AsSn

Tyr

Gln
440

Thr

sar

Arg

Thr

Fro
520

265

Tyr
GIn
Phe

Thr

345

TYr
Tyr
Phe
Ala
425
Tyr
Asn
Leu
Leu
Ala

505

Gly

81

Phe

Arg

Lys

Thr

330

Ser

Lau

Leu

Cys

Glin

410

His

Leu

Gln

Glin

ser

450

Ala

Pro

Asp

Leu

Leu

315

Thr

Glu

rro

Thr

Leu

385

Phe

5er

Tyr

sar

Ala

475

Lys

sSer

Ala

Phe
Ila
300
Fhe
Ile
TVFER
Pro
Leu
380
Glu
sar
GlIn
TYr
Ar

46

Arg
Thr

Lys

Met

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Gln

FPhe

365

Asn

yr

Tyr

ser

Leu

445

Leu

AsSn

Ala

Ala
525

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Asn

Leu

Trp

Asn

His

510

ser

Phe
Asn
GIn
Asn
Pro
Ala
Gly
Pro
Phe
415
Asp
Arg
Phe
Leu
4

Leu

His

His

Trp

wval

320

Leu

TYr

Asp

Ser

ser

400

Glu

Arg

Thr

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys
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Asp Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Met His Gly Asn Leu ITe Phe Gly
538 535 540

Lys Glu Gly Thr Thr Ala Ser Asn Ala Glu Leu Asp Asn Val Met Ile
545 550 555 560

Thr Asp G6lu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro val Ala Thr Glu GIn
565 570 575

Tvr Gly Thr val ala Asn asn Leu Gln Ser Ser Asn Thr Ala Pro Thr
580 585 520

Thr Gly Thr val Asn His GIn Gly Ala Leu Pro Gly Met val Trp Gln

Asp val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His

ASp Ar
61 615 620

Thr Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu
625 630 635 640

Lys His Pro Pro Pro GIn Ile Met Ile Lys Ash Thr Pro val pPro Ala
645 G50 655

Asn Pra Pro Thr Thr Phe Ser Pro Ala Lys Phe ala Ser Phe Ile Thr
660 665 670

Gln Tyr Ser Thr Gly Gln val ser val Glu Ile Glu Glu Leu Gln

Tr
675 6BO 68

Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn
690 635 700

Tzr Asn Lys ser Val Asn val Asp Phe Thr val Asp Thr Asn Gly val
705 710 715 720

Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu
72 ?33 735

<210> 29

<211> 736

<212> PRT
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<400> 29

Tet Ala Ala Asp E]y Tyr Leu Pro Asp IEP Leu Glu Asp Asn Egu ser

82



Glu

Lys

Gly

val

65

Gln

Asp

Asn

Pro
145
Lys
Gly
Ala

Ala

ser
225

Gly

Ala

TYTr

50

AsSN

GIn

Ala

Leu

Gly

val

Thr

Asp

Thr

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Phe

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Leu

Glu

Gly

ser

Pro

195

Met

ASnN

ser

Gln

Gly

AT
Zﬂg
Gln
Tyr
Ala
LYS
Phe
100
Arg
val
Gln
Glin
Glu
180
Ala
Ala
Trp
Thr
Ile

260

Tyr
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Glu Trp Trp Asp Leu
P 25

Gln Lys

Leu Gly

Asp Ala
70

E}a Gly
Gln Glu
Ala val
Glu Glu
ser Pro

150

GIn Pro

165

ser Val

ala val

ASp Asn

His Cys
Egﬂ

ArE Thr

24

Ser ser

ser Thr

Gin

Pra

55

Ala

ASp

Arg

Phe

Gl

13

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Ala

Pro

Asp
40
FPhe

Ala

Leu

Ala

Glu

Lys

Asp

Pro

200

Glu

ser

Ala

ser

Trp

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Fro

Lys

Pro

185

Thr

Gly

Thr

Leau

Thr

265

Gly

83

Lys
Gly
Gly

Glu

Lys
Thr

AsSp

Ar
17

GIn-

Thr

Ala

Trp

Pra

250

Gly

Tyr

Pro

Arg

Lau

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

ser

155

Leu

Fro

Met

Asp

Lay

235

Thr

Ala

Phe

Gly Ala
Gly Egu
ggp Lys
Asp Lys
Arg Tyr
Thr Ser
Arg val

125

15
ser ser
Asn Phe
Leu Gly
Ala ser

205
Gly val
22
Gly Asp
TyYr Asn

Ser Asn

Asp Phe

Pro
30

val
Gly
Ala
Asn
110
Leu
Lys
Gly
Gly
%
Gly
Gly
Arg
Asn
Asp

270

ASn

LYs

Lau

Glu

TYr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Glin

175

Pro

Gly

Asn

val

Arg

Pro

Pro

Pro

Asp

BOD

Ala

Gly

Pro

Arg

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Leu

His

FPhe



His

Tr

30

val

Leu

TYr

Asp

Ser

385

Glu

Arg

Ar

46

Gly

Asn

Gly

Asp

Cys

290

Gly

Lys

Thr

val

val

370

GlIn

Gln

Asp

Leu

Gln
450

Gly

Pro

AsSn

Arg

Asp
530

275

His

Phe

Glu

ser

Leu

355

Phe

Ala

Met

val

Met

435

Asn

ser

Cys

Ser

Phe

Arg

val

Met

val

Lau

Pro

420

Asn

GlIn

Pro

Tyr

Asn

500

ser

Asp

ser

Pro

Thr

325

val

ser

Ile

Gly

Arg

405

Phe

Pro

ser

Ala

Arg

485

Phe

Ile

Lys
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Pro

Lys

310

Thr

Gln

Ala

Pro

Arg

390

Thr

His

Leu

Gly

Gly

470

Gln

Thr

Ile

Phe

Arg

295

Arg

Asn

val

His

sar

Ile

ser

455

Met

Gin

Trp

Asn

Fhe
535

280

Asp Trp Gln

Leu Asn Phe

Asp Gly val

330

Phe Ser Asp

Gin
360

TYr

S5ar

Asn

ser

AS

44

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro

520

Pro

345

Gly

Gly

Fhe

AsSn

Gin
Gln
val
val
S0

Gly

Met

84

Cys

Tyr

TYr cy

Phe
410

Ala

TYr

Asn

Glin

ser

490

Ala

Thr

ser

Arg

Lys

315

Thr

Ser

Leu

Leu

385

Thr

His

Leu

Lys

Pro

475

Lys

ser

Ala

Gly

Leu

300

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

380

Leu

Phe

Ser

TYr TY

Lys

Thr

Lys

Met

val
540

285

Ile

Ile

Ty

Pro

365

Leu

Glu

Sar

Gln

Asn

Lys

Ala
525

Met

Asn

Asn

Ala

Gln

350

Phe

Asn

Tyr

Tyr

sSer

430

Leu

Lau

Trp

Asn
510

Ser

Ile

Asn

Ile

AsSn

335

Leu

Pro

Asn

Fhe

Thr

415

Leu

AsSn

Phe

Leu

AS

49

Leu

His

Phe

Asn
Gln
320
ASnN
Pro
Ala
Gly
Pro
400
Phe
Asp
Arg
ser
Pro
480
Asn
Asn

Lys

Gly
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Lys Glu Ser Ala Gly Ala ser Asn Thr Ala Leu Asp Asn val Met Ile
545 550 555 560

Thr Asp Glu Glu Glu Ile Lys Ala Thr Asn Pro val Ala Thr Glu Arg
565 570 575

Phe Gly Thr val Ala val Asn Leu Gln Ser Ser Ser Thr Asp Pro Ala
580 585 590

Thr Gly Asp val His val Met Gly Ala Leu Pro Gly Met val Trp 61n
595 600 805

ASp Asp vVal Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pra His

Ar
61 615 620

Thr Asp Gly His Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu
625 - 630 635 640

Lys His Pro Pro Pro GIn Ile Leu ITe Lys aAsn Thr Pro val Pro Alaz
645 650 655

Asn Pro Pro Ala Glu rhe ser Ala Thr Lys Phe Ala Ser pPhe Ile Thr
660 665 670

GlIn Tyr Ser Thr Gly Gln val 5Ser val Glu Ile Glu Trp Glu Leu GIn
&75 680 G8

Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pra Glu val Gln Tyr Thr Ser Asn
690 69 700

Tﬁr‘ Ala Lys Ser Ala Asn val Asp phe Thr val Asp Asn Asn Gly Leu
705 710 715 720

Tyr Thr Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Ara Tvr Leu Thr Arg Pro Leu
?EE 730 ’ 735

<210> 30

<211> 737

<212> PRT

<213> Proteina de capside de serotipo 7 de virus adeno-asociado
<400> 30

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

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30
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Lys

Gly

val

65

Gln

Asp

AsSn

Leu

Pro

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile

Leu

Phe

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

val

Lys

Gly

Ala

Ala

210

ser

Thr

Tyr

His

Asn

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

Leu

Glu

Lys

Asp

Fro

Gly

Thr

Lys

Phe
275

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

val

Pro

Gly

ser

180

Pro

Met

Asn

Ser

GIn
260

Gly

His

GlIn

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

ser

Gin

165

Glu

Ser

Ala

Trp

245

Ile

Tyr

Fhe
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Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

val

Glu

Pro

150

Gln

Sar

ser

Asp

His

230

Arg

ser

ser

Ser

Gln

Pro

35

Ala

Asp

Arg

Phe

Gl

13

Gin

Pro

val

val

ASN

215

Cys

Thr

ser

Thr

Pro

ASEp
40

Fhe
Ala
Asn
Leu
Gln
120
Ala
Arg
Ala
Pro
Gly
200
AsSn
Asp
Trp

Glu

Pro
280

Asn
Asn
Leu
Pro
Gln
105
Ala
Lys
Ser
Arg
As

18

ser
Glu
ser
ala
Thre

265

Trp

Arg Asp

86

Gly
Gly

alu

Glu
Lys
Thr
Pro
Lys
1¥ﬂ
Pro
Gly
Gly
Thr
Leu
250
Ala

Gly

Trp

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Asp

155

Arg

GlIn

Thr

Ala

Trp

Pro

Gly

Tyr

Gln

Gly

AsSp

60

ASp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Lau

Pro

val

ASp

220

Leu

Thr

Sar

Phe

Arg

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

ser

val

125

Ala

Ser

Asn

Leu

Ala

205

Gly

Gly

Tyr

Thr

AS

28

Leu

val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leuy

Lys

Thr

Pha

Gl

19

Ala

val

Asp

Asn

Asn

270

Phe

Ile

Leu

Glu

TYr

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

Asn

Asn

Pro

Pro

Asp

BO

Ala

Gly

Pro

Arg

Ile

160

Gln

Fro

Gly

Asn

val

240

His

ASn

Arg

Asn



Asn

305

Gin

Asn

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

AsSp

Arg

Phe

465

Leu

Gln

Leu

His

Phe
545

280

Trp Gly Phe

val

Leu

Tyr

Asp

ser

sSer

Glu

Arg

Thr

450

TYr

Pro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Lys

Thr

val

355

val

Gln

Gln

Asp

Ley

435

GIn

Gin

Gly

AsSn

Gl

51

Asp

Lys

Glu

Ser

340

Leu

Fhe

ser

Met

val

420

mMet

Ser

Gly

Pro

AsSn

500

Arg

Asp

Thr

Arg
val
325
Thr
Gly
Mat
val
Leu
405
Pro
Asn
Asn
Gly
Cys
485
ser

AEN

Glu
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Pro

310

Thr

Tle

ser

Ile

Gl

33

Arg

Phe

Pro

Fro

Pro

470

Phe

Asn

ser

Asp

295

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Arg

Phe

Leu

Arg

Thr

Lys

val

His

Gin

S5er

Gly

Sar

Ile

440

Gly

Thr

Ggln

Ala

val

320

Phe

AsSn

87

Leu

Asp

Phe

345

GIn

TYr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Thr

Met

GlIn

Trp

505

Asn

Phe

Lys

Arg
Gl

335
ser
Gly
Gly
Fhe
Asn
410
Tyr
GIn
Ala
Ala
ATg
490
Thr
Pro

Pro

Thr

Phe
315
val
Asp

Cys

Tyr

FPhe

Ala

Tyr

Gly

Glu

475

val

Gly

Gly

Ser

Thr

300

Lys

Thr

sar

Leu

Leu

380

Glu

His

Leu

AsSn

460

Gin

ser

Ala

val

Ser

540

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

365

Thr

Leu

Phe

ser

Arg

Ala

Lys

Thr

Ala

Gly

Glu

Ile

Tyr

Pro

Leu

Glu

ser

Gln

430

Tyr

Glu

Lys

Thr

Lys

Met

val

Asn

Asn

Ala

335

Gin

FPhe

Asn

Tyr

ser

Leu

Leu

Asn

Leu

495

Ala

Leu

val

1le
320
Asn
Leu
Pro
Asn
Phe
400
Ser
Leu
Ala
Gin
Tr

48

Asp
His
Thr

Ile

Leu
560
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Met Thr Asn Glu Glu Glu Ile Arg Pro Thr Asn Pra val Ala Thr Glu
565 570 575

Glu Tyr Gly Ile val Ser Ser Asn Leu GIn Ala Ala Asn Thr Ala Ala
380 585 390

61n Thr Gln val val Asn Asn GIn Gly Ala Leu Pro Gly Met val Trp
595 600 60

Gln Asn Arg Asp val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro
610 615 62

His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe GI
625 630 635 64

Leu Lys His Pro Pro Pro GIn Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro val Pro
645 650 B55

Ala Asn Pro Pro Glu Val phe Thr Pro Ala Lys Phe Ala Ser phe Ile
660 665 670

Thr ¢1n T);r' ser Thr Gly Gln val ser val Glu Ile Glu Trp Glu Leu
© 675 680 6B5

Trp Asn Pro Glu Ile GIn Tyr Thr Ser

Gin LES Glu Asn Ser Lys Ar
690 69 700

Asn Phe Glu Lys Gln Thr Gly val Asp phe Ala val asp Ser Gln Gly
705 710 715 720

val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn
725 730 73

Lau

<210> 31

<211> 738

<212> PRT

<213> Proteina de capside de serotipo 8 de virus adeno-asociado

<400> 31

Tet Ala Ala asp gw Tyr Leu Pro Asp '{Ep Leu GTu Asp Asn Leu ser
15

Glu Gly ITe Arg Glu Trp Trp Ala Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30
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Lys

Gly

val

65

Gln

Asp

AsSn

Leu

Pro

145

Gly

Pro
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ser

225

Ile

Leu

Asn

Arg
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TYF
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Leu
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210
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Gin
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Ala

Gin

Fhe
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Pro
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Ser

180

Pro

Met
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GIn

260

Phe

Cys

Gln

Leuy
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Ala

85

Gln

Ala

Glu
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Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His
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Lys

Gly

Ala

70

Gly
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Glu

Pro
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Arg
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Phe

Gln

Pro
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13
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Asn
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Asp
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Phe
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GIn
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Gly
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Asp
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Gly
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Pro
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Fro
Gln
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Lys
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Fro
Glu
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265

Pro

Arg
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Gly
Glu
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Lys
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Leu
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Leu
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Leu
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Lys
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Asp
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Arg
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Gly
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Arg

Pro

140
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Leu
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Gly
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45
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Lys
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Gly
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Leu
Ala
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Tyr

Ala

Trp Gly Tyr Phe

AsSp Trp Gln

285
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Gly

Ala

Asn

Phe
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Leay

Lys

Thr

Pha
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Asn

Thr
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Leu

Leu

Glu
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Gly

Glu
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255
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Pro
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Fro
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160
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Pro
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Ser
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240

His

Asp

Asn

Asn



ASn

305

ile

Asn

Leu

Pro

Asn

385

Fhe

Leu

ser

Phe

465

Leu

Gin

Lau

His

Phe
545

280

Asn
Gln
Asn
Pro
Ala
370
Gly
Pro
Phe
Asp
Ar

45

Saer
Pro
ASn
Asn
530

Gly
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Trp Gly Phe Arg
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Leu

AsSp
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Glu

Arg

435

Thr
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Gly
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Gl
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Asp
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340
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val
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Leu
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405
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Leu
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Thr
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470
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Ala
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295

Pro
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440
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Ala

Ala
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Arg

Asn

val

345
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Ser

425
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Thr

Met
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Trp

505

Asn

Phe

Leu

Glu
330
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TYr
ser
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410
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ASp
Ala
Ala
Ar

49

Thr

Pro

Pro

Asp Asn
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sar
315

Gly

Thr

Gly

Gly

300

Phe
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Asp

Cys
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Phe Tyr
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Asn

TYTF

Gln

Asn

AsSn

475
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Ala

Gly

Ser

Ala

Phe

Ala

TV D

Thr

460

Gln

S5ar

Gly
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Asn

540

Asp

Lys

Lys

Ser

Ley

365

Leu

Cys

Gln
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Leu

445

Gin

Ala

Thr
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TYr

Leu

Thr

Glu

350

Pra

Thr

Leu

Phe
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430
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Thr
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Met
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Phe
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TYr

Pro

Leu
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Gln
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Leu
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AsSn

400

Tyr
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Gly

Tr

48
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His

Thr

Ile
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560
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Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu Ile Lys Thr Thr asn Pro val ala Thr
565 570 375

Glu Glu Tyr Gly Ile val Ala Asp Asn Leu Gln GIn Gln Asn Thr Ala
58 585 590

Pro GIn Ile Gly Thr val Asn Ser GlIn Gly Ala Leu Pro Gly Met val
595 600 605

Trp Gln Asn Arg Asp val Tyr Leu GIn Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile
o 610 4 P 615 620

Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe
625 630 635 640

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro GIn Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro val
645 650 655

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ser Lys Leu Asn Ser Phe
660 665 670

Ile Thr Gln Tyr Ser Thr Gly GIn val Ser val Glu Ile Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu ITe GIn Tyr Thr
690 635 700

ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr ser val Asp Phe Ala val Asn Thr Glu
705 . 710 715 720

Gly val Tyr ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Ar
y 4 725 s ?3% B 735 g

Asn Leu

<210> 32

<211> 735

<212> PRT

<213> Proteina de capside de virus adeno-asociado, hu.13

<400> 32

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

Glu Gly Ile ;;Eg Gln Trp Trp Lys 1:??” Lys Pro Gly Pro Pro Pro Pro
30

91
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Ala
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260
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85
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Ala
Glu
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Gin
165
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Gly
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His
Ar

24?

Ser
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Asp Asp Ser
4ﬂp ?
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105
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120
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Ala Leu Pro
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Phe
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp

Gcly

Ala

Arg

AS

62

His

Pro

Glu

Asn
705

Sar

33
735
PRT

Glu

Ser

Asp

As

61

Gly

Pro

Ser

Ser

ASn

690

Lys

Glu

Glu

val

val

585

val

His

Pro

Thr

Thr

675
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ser

Pra

Glu
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380

Asn

TVr

Phe

Pro

Thr
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Lys

val
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Phe

Gln

Arg
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Pro
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Arg Thr Thr
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Glin

Gln
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val

mrp

val
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Ile

Leu

Gly

Gl

61

ser

Leu

Ala

ser

Asn

695

ASp

Gly Thr Arg T;r-
7

GIn

val

600

Pro

Fro

Ile
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val

680

Fro

Phe

Asn Pro
570

Leu Pro
Ile Trp
Leu Met
Lys Asn

650

Lys Fhe
665
Glu Ile

Glu Ie

Thr val

0

Proteina de capside de virus adeno-asociado, hu.26

33

TE'I: Ala Ala Asp g'ly Tyr Leu Pro Asp Trp

10

Glu Gly Ile gag GIn Trp Trp Lys IE_EU Lys

Lys Pro Ala Glu Arg His Lys Asp Asp Ser
35 40

94
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Asn
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Ala

G]

63

Thr

Alz
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Gln
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71l

Lau

Leu
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Trp
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Arg
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Pro

Leu
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Glu
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Trp

Pro

Gly

Pro
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670

Lau

ser
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Asn

Thr

Pro
30

val

575
Ala
Gln
His
Leu
Ala
Thr
Gln
Asn

val

Leu
735

Leu
15
Pro

Leu

TYr
Thr
Asp
Thr
&%
Asn
Glin

Lys

TYr

750

Sar
Pro

Pro
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65

Arg
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Asn

Leu

Pro

145

Lys
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Ala
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225

Thr

Phe

Cys

Gly
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Ala

Leu

Gl

13

val

Ala
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Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly
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290

Fhe

Lys

Glu

Leu

Glu

Gl

11

Leu

Glu
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Pra

185
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Asn
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Gln

Phe

Arg

Tyr

Ala

Asp

Fhe

100

Arg

val
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Gln

AS
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Ala
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Thr

Ile

260
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Pro

Leu
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ser

85

Gln

Ala

Glu

5er

GlIn

165
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REIVINDICACIONES

1.- Un método de incremento del rendimiento de empaquetamiento, de la eficacia de transduccién, y/o de la eficacia
de transferencia de gen de un AAV parental, comprendiendo dicho método las etapas de:

(a) comparar una secuencia de capside de AAV parental con una libreria de secuencias de capside de AAV
funcional en alineamiento, en la que dicha libreria comprende al menos cuatro capsides de AAV funcional
procedentes de al menos dos clados diferentes, y comprende ademas al menos dos secuencias
procedentes de cada clado;

(b) identificar al menos un singletén en la capside de AAV parental, siendo dicho singletén un residuo de
aminoacido en una posicion en la capside de AAV parental que difiere del residuo de aminoacido en la
posicion correspondiente de las secuencias de capside de AAV funcional alineadas en la libreria, todas las
cuales tienen el mismo residuo de aminoéacido en esa posicion;

(c) alterar el singleton en la capside de AAV parental respecto al aminoacido localizado en la posicion
correspondiente en las secuencias de capside de AAV funcional en la libreria, para proporcionar una
secuencia de capside de AAV modificada, y

(d) evaluar el AAV modificado en cuanto a rendimiento de empaquetamiento, eficacia de transduccion, y/o
eficacia de transferencia de gen incrementados, en comparacion con el AAV parental.

2.- El método segun la reivindicacion 1, en el que la libreria comprende capsides de AAV funcionales procedentes de
al menos 3 clados diferentes.

3.- El método segun la reivindicacion 1, en el que la libreria comprende capsides de AAV funcionales procedentes de
al menos 4 clados diferentes.

4.- El método segun la reivindicacién 1, en el que la libreria comprende capsides de AAV funcionales procedentes de
al menos 5 clados diferentes.

5.- El método de la reivindicacion 1, en el que la libreria comprende capsides de AAV funcionales procedentes de al
menos 6 clados diferentes.

6.- El método segun la reivindicacion 1, en el que la libreria de secuencias de capside de AAV funcionales alineadas
comprende al menos 4 secuencias de AAV que son al menos un 85% idénticas a través de la longitud completa de
las secuencias vpl alineadas.

7.- El método segun la reivindicacion 1, en el que la libreria de secuencias de capside de AAV alineadas comprende
al menos de cuatro a 100 secuencias de AAV.

8.- El método segun la reivindicacion 1, en el que la libreria de secuencias de capside de AAV alineadas comprende
al menos de seis a 50 secuencias de AAV.

9.- El método segun la reivindicacion 8, en el que la libreria comprende al menos 12 secuencias de AAV.
10.- El método segun la reivindicacion 1, en el que el AAV parental contiene multiples singletones.

11.- El método segun la reivindicacion 10, en el que el AAV parental contiene de 2 a 4 singletones.

12.- El método segun la reivindicacion 10, en el que la etapa (c) se repite en singletones diferentes.

13.- El método segun la reivindicacion 1, en el que el AAV objetivo se altera mediante mutagénesis dirigida al sitio
del coddn para el aminoéacido variable.

14.- El método segun la reivindicacion 13, en el que la mutagénesis dirigida al sitio se realiza sobre el AAV objetivo
portado sobre una estructura de plasmido.

15.- El método segun la reivindicacién 1, que comprende ademas la etapa de empaquetar el AAV alterado en una
particula de AAV.

16.- El método segln la reivindicaciéon 15, en el que la particula de AAV tiene una eficacia de empaquetamiento
incrementada en comparacion con el AAV objetivo.

17.- El método segun la reivindicacion 15, en el que la particula de AAV tiene una eficacia de transduccion
incrementada en comparacion con el AAV objetivo.

18.- El método segun la reivindicacion 15, en el que la particula de AAV tiene una eficacia de transferencia de gen
incrementada en comparacion CON €l AAV objetivo.
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