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DESCRIPCION
Repeticiones terminales invertidas restrictivas para vectores virales
Declaracién de apoyo federal

Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno en virtud de GM0529299, HL066973, HL051818, Al072176
otorgados por los Institutos Nacionales de Salud y AIO07419 otorgado por el Instituto Nacional de Alergias y
Enfermedades Infecciosas. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Campo de la invencion

Esta invencién se refiere a repeticiones terminales invertidas de parvovirus modificadas (ITR) que no interactuan
funcionalmente con proteinas Rep grandes de tipo silvestre, proteinas Rep sintéticas que interactdan funcionalmente
con las ITR modificadas, y métodos de uso de las mismas para la administracion de acidos nucleicos a una célula o
un sujeto. Las modificaciones proporcionan una nueva interaccion Rep-ITR que puede limitar la movilizacién del
vector, aumentando la seguridad de los vectores virales.

Antecedentes de la invencion

Los virus adenoasociados (AAV) son miembros de la familia Parvoviridae y de los géneros Dependovirus. Los
serotipos 1 a 4 fueron identificados originalmente como contaminantes de preparaciones de adenovirus (Carter y
Laughlin (1984) en, The Parvoviruses paginas 67-152 Nueva York, N.Y.) mientras que el tipo 5 se aislé de una
verruga del paciente que era positiva para el VPH. Hasta la fecha, se han generado doce clones moleculares que
representan los serotipos de AAV humano/primate (Bantel-Schaal et al. (1999) J. Virol. 73: 939; Chiorini at al. (1997)
J. Virol. 71: 6823; Chiorini et al. (1999) J. Virol. 73: 1309; Gao et al. (2002) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 99: 11854; Mori
et al. (2004) Virol. 330: 375; Muramatsu et al. (1996) Virol. 221: 208; Ruffing et al. (1994) J. Gen. Virol. 75: 3385;
Rutledge et al. (1998) J. Virol. 72: 309; Schmidt et al. (2008) J. Virol. 82: 8911; Srivastava et al. (1983) J. Virol. 45:
555; Xiao et al. (1999) J. Virol. 73: 3994). Estos clones han proporcionado reactivos valiosos para estudiar la biologia
molecular de la infeccién especifica del serotipo. La transduccién de estos virus da como resultado de manera
natural infecciones latentes, con la finalizacion del ciclo de vida que generalmente requiere funciones adyuvantes no
asociadas con los productos del gen viral AAV. Como resultado, todos estos serotipos se clasifican como no
patégenos y se cree que comparten un perfil de seguridad similar al AAV tipo 2 mas ampliamente estudiado. (Carter
y Laughlin (1984) en, The Parvoviruses paginas 67-152 Nueva York, N.Y.).

La comprension general de los mecanismos requeridos para la funcién en los origenes de replicacion ha crecido
enormemente desde que se caracterizaron los primeros origenes procariotas. Mientras que las interacciones ADN-
proteina necesarias para la replicacion en procariotas, eucariotas inferiores y bacteriéfagos son generalmente bien
entendidas, los mecanismos empleados en la mayoria de los eucariotas superiores y virus de vertebrados, tales
como AAV, todavia estan siendo determinados. Las repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV et al. Parvovirus
actian como el origen de la replicacion. Estos elementos flanquean el genoma corto, de cadena sencilla y poseen
tipicamente una estructura secundaria en forma de T. Las estrategias de replicacién del género Dependovirus,
incluidas las de AAV, han sido bien caracterizadas. Las proteinas virales no estructurales o de replicacion (Rep) son
los Unicos factores necesarios para interactuar con la ITR con el fin de catalizar la replicacion (Im y Muzyczka (1990)
Cell 61: 447). La mayoria de los serotipos de AAV poseen origenes de replicacion altamente conservados con
interacciones intercambiables ADN-proteina. Sin embargo, las proteinas Rep de varios serotipos interactian
exclusivamente con su ITR afin. El descubrimiento de los mecanismos que impulsan la especificidad de Rep-ITR
promete ayudar en nuestra comprension de las interacciones ADN-proteina en los origenes virales de replicacion.
Estos hallazgos también prometen arrojar luz sobre como las proteinas eucariéticas y procariotas logran selectividad
para los sustratos de ADN.

El gen rep del AAV codifica cuatro proteinas multifuncionales (Hermonat et al. (1984) J. Virol. 51: 329; Tratschin et
al. (1984) J. Virol. 51: 611; Mendelson et al. (1986) J. Virol. 60: 823; Trempe et al. (1987) Virol. 161: 18) que se
expresan a partir de dos promotores en las unidades de mapa 5 (p5) y 19 (p19). Las proteinas Rep mas grandes
transcritas del promotor p5 (Rep78 y Rep68) son esencialmente idénticas, excepto por los terminales carboxilo
Unicos generados a partir de transcritos no empalmados (Rep78) y empalmados (Rep68), respectivamente
(Srivastava et al., (1983) J. Virol. 45: 555). Las dos proteinas Rep mas pequefas, Rep52 y Rep40, se transcriben a
partir del promotor p19 y representan truncamientos amino terminales de Rep78 y Rep68, respectivamente.

Se han caracterizado diversas actividades bioquimicas de Rep78 y Rep68 como implicadas en la replicacion del
AAV. Estos incluyen union especifica a la ITR del AAV (Ashktorab et al. (1989) J. Virol. 63: 3034; Im et al. (1989) J.
Virol. 63: 3095; Snyder et al. (1993) J. Virol. 67: 6096) y escisiéon de endonucleasa especifica del sitio en el sitio de
resolucion terminal (trs) (Im et al. (1990) J. Virol. 63: 447; Im et al. (1992) J. Virol. 66: 1119; Snyder et al., (1990) Cell
60: 105; Snyder et al. (1990) J. Virol. 64: 6204). Rep78/68 también posee ADN-ADN helicasa dependiente de ATP
(Im et al., (1990) J. Virol. 63: 447; Im et al. (1992) J. Virol. 66: 1119) y ADN-ARN helicasa asi como actividades de
ATPasa (Wonderling et al. (1995) J. Virol. 69: 3542). Ademas de estas actividades implicadas en la replicacion,

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 683 695 T3

Rep78/68 también regula la transcripcion de los promotores virales (Beaton et al. (1989) J. Virol. 63: 4450; Labow et
al. (1986) J. Virol. 60: 251; Tratschin et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6: 2884; Kyostio et al. (1994) J. Virol. 68: 2947;
Pereira et al. (1997) J. Virol. 71: 1079), y ha demostrado que media en la integracién dirigida viral (Xiao, W., (1996),
"Characterization of cis and trans elements essential for the targeted integration of Recombinant adeno-associated
virus plasmid vectors", tesis de doctorado, Universidad de Carolina del Norte- Chapel Hill; Balague et al. (1997) J.
Virol. 71: 3299; La Martina et al. (1998) J. Virol. 72: 7653; Pieroni et al. (1998) Virol. 249: 249).

Al igual que las proteinas Rep, las ITR del AAV estan implicadas en casi todos los aspectos del ciclo de vida viral. La
estructura secundaria de la ITR es necesaria para cebar la sintesis de la segunda cadena para permitir la
transcripcion de los genes virales (Hauswirth y Berns (1977) J. Virol. 78: 488). Las proteinas Rep de longitud
completa contienen una regiéon de union a ADN N-terminal Unica que reconoce especificamente la ITR en el
elemento de unién a Rep de 16 nt (RBE) y en la punta de uno de los tallos de la horquilla conocidos como RBE'
(Figura 1A). (Ryan et al. (1996) J. Virol. 70: 1542; Brister y Muzyczka (2000) J. Virol. 74: 7762). Las moléculas Rep
se multimerizan en la ITR permitiendo que el C-terminal de Rep, actuando como una helicasa SF3 dependiente de
ATP, desenrolle la ITR y forme una horquilla interna putativa (Im y Muzyczka (1990) Cell 61: 447; Hermonat y Batchu
(1997) FEBS Lett. 20: 180). Esta horquilla, (en este documento, denominada "tallo de corte") contiene el sitio de
resolucion terminal (trs) donde Rep corta la ITR de una manera especifica del sitio (Brister y Muzyczka (1999) J.
Virol. 73: 9325). Esta escision de ADN es importante para la replicacion de la ITR cerrada y para iniciar rondas
posteriores de replicaciéon gendmica. Los genomas replicados pueden experimentar replicacion nuevamente o
pueden encapsularse en presencia de las proteinas Rep mas pequefias (King et al., (2001) EMBO J. 20: 3282).

Se han publicado las secuencias de ITR de doce serotipos de AAV humano/primate. Estas secuencias muestran
tipicamente un 80% o mas de conservacién de nucleétidos y se segregan en dos grupos (Hewitt et al. (2009) J. Virol.
83: 3919). Las proteinas Rep de AAV2 (Rep2) son capaces de funcionar en la ITR de todos los serotipos de AAV
conocidos, excepto los de AAV5 (ITR5; Hewitt et al. (2009) J. Virol. 83: 3919; Grimm et al. (2006) J. Virol. 80: 426).
Consistentemente, las proteinas Rep de AAV5 (Rep5) no pueden catalizar la replicacion de la ITR de AAV2 (ITR2).

La especificidad replicativa entre estos serotipos no existe al nivel de la unién, ya que Rep2 y Rep5 se pueden unir
indistintamente a ITR2 o ITR5 (Chiorini et al. (1999) J. Virol. 73: 4293). En cambio, la especificidad se crea por la
incapacidad de Rep para escindir la ITR del serotipo opuesto. Esto ocurre a pesar de la alta conservacién entre la
secuencia de ITR2 y de ITR5, la estructura secundaria y la ubicacion de los elementos necesarios para la interacciéon
de Rep (RBE, RBE', trs, tallo de corte). EI documento US20040197895 ensefia un polinucleétido que comprende al
menos una repeticion terminal invertida (ITR) de parvovirus, donde dicha ITR comprende: (a) un primer elemento
estructural (sitio de corte) que interactua funcionalmente con una proteina Rep grande (Rep68 y/o Rep78 de un
primer adenovirus asociado (AAV2) pero no interactia funcionalmente con una proteina Rep grande de un segundo
AAV y (b) un segundo elemento estructural (sitio de unién) que interactia funcionalmente con la proteina Rep
grande (Rep78 /68 de MV78 modificado) del segundo AAV (AAV5) pero no interactia funcionalmente con la proteina
Rep grande del primer AAV, en donde la ITR interactia funcionalmente con una proteina Rep grande del AAV
sintético (Rep78/68 de AAV5 modificado). El documento US20040197895 también ensefia una proteina Rep grande
sintética (Rep78/68 de AAV5 modificado) que comprende una primera porcién (sitio de corte) que funcionalmente
interactia con un primer elemento estructural (sitio de corte) de una ITR de parvovirus (ITR parvoviral) y una
segunda parte (sitio de union) que interactua funcionalmente con un segundo elemento estructural (sitio de unién) de
una ITR de parvovirus (ITR parvoviral).

Todos los vectores de AAV actuales en ensayos clinicos utilizan ITR2. Sin embargo, el uso de ITR2 con fines
terapéuticos crea un riesgo de seguridad debido a la ubicuidad de AAV2 en la poblacién humana, asi como a otros
AAV cuyas proteinas Rep pueden replicar ITR2. De esta manera, los vectores rAAV tienen el potencial de ser
"movilizados" fuera del tejido objetivo en diferentes tejidos del cuerpo o en otros individuos en la poblacion (Hewitt et
al. (2009) J. Virol. 83: 3919).

La presente invencion proporciona una solucion para la movilizaciéon de vectores mediante la creacion de una nueva
interaccion Rep-ITR. Un vector que utiliza esta nueva interaccion no puede ser movilizado por uno o mas de los
serotipos de AAV de tipo silvestre que infectan a humanos, ni los serotipos no humanos que pueden potencialmente
infectar huéspedes humanos.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere al descubrimiento de mecanismos Unicos a nivel de ADN y proteina para lograr la
especificidad de Rep-ITR vy utiliza estos factores para crear nuevos origenes de replicacion de AAV. De este modo,
un aspecto de la invencion se refiere a un polinucleétido que comprende al menos una repeticion terminal invertida
(ITR) de parvovirus, en el que dicha ITR comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 21. La ITR
interactua funcionalmente con una proteina Rep grande sintética de AAV sintética. La invencion se refiere ademas a
un vector viral y a una particula de parvovirus recombinante que comprende el polinucleétido de la invencion. Se
proporcionan adicionalmente formulaciones farmacéuticas que comprenden una particula de virus de la invencién en
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Otro aspecto de la invencidén se refiere a una proteina Rep grande sintética que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 79. La invencion se refiere ademas a polinucledtidos que codifican la proteina Rep
grande sintética y vectores y células que comprenden el polinucleétido.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método para producir una particula de parvovirus recombinante,
que comprende proporcionar a una célula permisiva para la replicacion de parvovirus: (a) una plantilla de parvovirus
recombinante que comprende (i) una secuencia de nucleétidos heterdloga, y (ii) la secuencia de repeticion terminal
de parvovirus de la invencidn; (b) un polinucleétido que codifica una proteina Rep de la invencién; en condiciones
suficientes para la replicacién y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante; mediante el cual se
producen particulas de parvovirus recombinantes en la célula.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método para suministrar un acido nucleico a una célula, que
comprende introducir en una célula la particula de parvovirus recombinante de la invencion.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una particula de parvovirus recombinante de la invencién para uso en un
método de tratamiento de un sujeto mamifero, comprendiendo dicho método administrar al sujeto mamifero una
célula que se ha puesto en contacto con la particula de parvovirus recombinante en condiciones suficientes para que
el genoma del vector de particula de parvovirus entre en la célula o administre al sujeto mamifero la particula de
parvovirus recombinante.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende el vector viral, la
particula de parvovirus recombinante, el vector o la célula de la invencién.

Ademas, la presente invencion también contempla que, en algunas realizaciones de la invencion, cualquier
caracteristica 0 combinacion de caracteristicas expuesta en la presente invencion puede excluirse u omitirse.

Para ilustrar adicionalmente, si, por ejemplo, la memoria descriptiva indica que un aminoacido particular puede
seleccionarse de A, G, |, L y/o V, esta expresion también indica que el aminoacido puede seleccionarse de cualquier
subconjunto de este o estos aminoacidos, por ejemplo, A, G, o L; A, G, 1 0V; Ao G; solo L, etc. como si cada una
de tales subcombinacion se estableciera expresamente aqui. Ademas, dicha expresion también indica que uno o
mas de los aminoacidos especificados pueden ser rechazados. Por ejemplo, en realizaciones particulares, el
aminoacido no es A, Go I; no es A; no es G o V; etc. como si cada uno de esos posibles rechazos se expusiera
expresamente en la presente memoria.

Estos y otros aspectos de la invencidon se exponen con mas detalle en la descripcion de la invencién a continuacion.
Breve descripcién de los dibujos

Las Figuras 1A-1B muestran la clonacion y caracterizacion de ITR quiméricas. (A) Secuencia y estructura de ITR2
(SEQ ID NO: 17) (negro) e ITR5 (SEQ ID NO: 18) (azul) mostradas con incorporacién de sitios Sfil para clonacion
(verde). Longitud en nt de los elementos ITR indicados encima de los corchetes. RBE esta en una caja. RBE' esta
indicado por un circulo sombreado. El tallo de corte se extruye con una flecha que indica el sitio de corte y la caja
rayada que indica el trs. Se muestran las cuatro ITR quiméricas iniciales generadas (SEQ ID NOS: 19-22) (derecha).
(B) Ensayo de replicacion y cuantificacion de Rep quiméricas. Los productos de replicacion de la ITR indicada y
Rep2 o Rep5 se analizaron mediante transferencia Southern. Se indican especies replicantes monoméricas (m) y
dimeras (d). El nivel de replicaciéon de cada muestra se midid mediante analisis densitométrico y se comparo con la
replicacioén de tipo silvestre.

Las Figuras 2A-2D muestran la relacion de la altura del tallo de corte y la secuencia con la especificidad de Rep-ITR.
(A) Secuencia del tallo de corte en un contexto de ITR2 (SEQ ID NOS: 17, 18, 23, 25, 30, 32, 28). La flecha indica el
sitio trs. Los corchetes indican la altura de los tallos putativos en nt desde la base del tallo hasta el sitio de corte
putativo. Los valores de AG predichos para las horquillas estan por debajo. El analisis de transferencia Southern de
las ITR replicado por Rep2 o Rep5 se muestra a continuacioén. (B) Cuantificacion de las transferencias Southern en
relacion con la replicacion de ts de (A). (C) Igual que (A), excepto que los tallos de corte indicados se usaron en un
contexto de ITR5 (SEQ ID NOS: 17, 18, 24, 26, 35). (D) Cuantificacion de las transferencias Southern en relacion
con la replicacion de ts de (C).

Las Figuras 3A-3D muestran el efecto del espaciado del tallo de corte de RBE sobre la especificidad de Rep-ITR. (A)
Los mutantes de ITR2 se sintetizaron con la separacion indicada entre el RBE vy el tallo de corte (SEQ ID NOS: 17,
31, 33). (B) Analisis de transferencia Southern de las ITR representadas en (A) replicadas por Rep2 o Rep5
(izquierda). Cuantificacion de transferencias Southern relativas a la replicacion de ts (derecha). (C) Mutantes de ITR5
sintetizados como en (A) (SEQ ID NO: 34, 18, 37, 38). (D) Analisis de transferencia Southern y cuantificacion de (C).
Las Figuras 4A-4D demuestran que el espaciador de ITR5 actia como RBE para Rep5. (A) Los mutantes de ITR5 se
sintetizaron con la secuencia RBE indicada y espaciadora (SEQ ID NOS: 18, 40, 39, 42). Los corchetes indican
repeticiones tetranucleotidicas individuales unidas por monémeros de Rep. Ambas cadenas de la secuencia de ITR5
de ts se muestran para ilustrar la conservaciéon con el motivo GAGY (indicado por *). Solo una cadena mostrada en
otros. (B) Andlisis de transferencia Southern de las ITR representadas en (A) replicadas por Rep2 o Rep5
(izquierda). Cuantificacion de transferencias Southern relativas a la replicacion de ts (derecha). (C) Se generaron
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mutantes de ITR2 con las secuencias de RBE y del espaciador indicadas (SEQ ID NOS: 17, 29, 41, 43). (D) Analisis
y cuantificacién de transferencia Southern para (C).

Las Figuras 5A-5E muestran la clonacion y caracterizacién de Rep quiméricas (A) Un alineamiento de los terminales
N de Rep2 (SEQ ID NO: 114) y Rep5 (SEQ ID NO: 118). (*) representa aminoacidos conservados. (:) y (.) indican
sustituciones conservadoras. () indica residuos implicados en las interacciones de unién de RBE. (') indica residuos
que participan en el sitio activo endonucleolitico. (+) indica residuos implicados en la union de RBE'. (B) Rep
quiméricas creadas y su capacidad de replicar vectores flanqueados por ITR2 o ITR5. Los numeros indican la
posicion del aminoacido (aa) del cambio de una Rep por otra. (+) indica la presencia de replicacién, (-) indica la
ausencia. (C) Transferencia Western para la expresion de las Rep quiméricas. (D) Transferencia Southern que
demuestra la replicacion de un vector de ITR2 o ITR5 por las Rep quiméricas. Obsérvese que el vector de ITR5 es
de 500 pb mas grande que el vector de ITR2. (E) Nivel de replicaciéon de las Rep quiméricas relativas a Rep2 o Rep5
de ts.

Las Figuras 6A-6G muestran la caracterizacion de regiones Rep implicadas en la especificidad de ITR. (A) Rep
quiméricas y su capacidad para replicar vectores flanqueados por ITR2 o ITR5. Los numeros indican la posicién del
aa del cambio de una Rep por otra. (+) indica la presencia de replicacién, (-) indica la ausencia. Se indican las
regiones 1 y 2 implicadas en la especificidad de Rep-ITR. (B) Transferencia Western para la expresion de Rep
quiméricas. (C) Transferencia Southern que demuestra la replicacion de un vector de ITR2 o ITR5 por las Rep
quiméricas. Obsérvese que el vector de ITR5 es 500 pb mas grande que el vector de ITR2. (D) Modelo estructural
que ilustra las dos regiones de Rep. La estructura de Rep2 es azul, Rep5 es purpura. La tirosina nucleofilica esta
indicada. El circulo rayado negro indica la diferencia estructural pronosticada de la regiéon 1 en el surco principal de
la ITR. (E) Modelo estructural como en (D). La tirosina nucleofilica esta indicada. (F) Vista estructural detallada de la
region 1. Se muestran las cadenas laterales de residuos no conservados de Rep5 (purpura) y Rep2 (azul). Se
indican tres residuos de Rep5 implicados en la union de RBE'. (G) Vista estructural detallada de la regién 2. Las
cadenas laterales de los residuos del sitio activo se muestran en negro. Las cadenas laterales de residuos no
conservados en esta region se muestran para Rep2 (azul) y Rep5 (purpura). La tirosina nucleofilica esta indicada, al
igual que la Rep2 Asn-155 adyacente.

Las Figuras 7A-7C muestran un modelo de especificidad de Rep-ITR. (A) Transferencia Southern de ADN de Hirt
que demuestra la replicacion del vector de ITR indicado por la Rep indicada. (B) Tabla que indica la presencia (+) o
ausencia (-) de replicacion del gel de (A). (C) Modelo de un nuevo origen de replicacion de AAV. La ITR quimérica
puede ser replicada solo por una proteina Rep quimérica. La secuencia de Rep5 en la region 1 (azul) es necesaria
para el RBE ampliado de ITR5 (purpura). La secuencia Rep2 en la regiéon 2 (amarilla) es necesaria para funcionar en
un tallo de corte de ITR2 (cian).

La Figura 8 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-1; nimero de acceso del GenBank NC
002077; SEQ ID NO: 1.

La Figura 9 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-2; nimero de acceso del GenBank NC
001401; SEQ ID NO: 2.

La Figura 10 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-3A; nimero de acceso del GenBank NC
001729; SEQ ID NO: 3.

La Figura 11 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-3B; numero de acceso del GenBank NC
001863; SEQ ID NO: 4.

La Figura 12 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-4; nimero de acceso del GenBank NC
001829; SEQ ID NO: 5.

La Figura 13 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-5; nimero de acceso del GenBank NC
006152; SEQ ID NO: 6.

La Figura 14 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-6; nimero de acceso del GenBank NC
001862; SEQ ID NO: 7.

La Figura 15 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-7; niumero de acceso del GenBank AF
513851; SEQ ID NO: 8.

La Figura 16 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-8; niumero de acceso del GenBank AF
513852; SEQ ID NO: 9.

La Figura 17 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-9; niumero de acceso del GenBank AX
753250; SEQ ID NO: 10.

La Figura 18 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para AAV-11; nimero de acceso del GenBank AY
631966; SEQ ID NO: 11.

La Figura 19 muestra una secuencia de ADN genoémico ilustrativa para AAV-13; numero de acceso del GenBank EU
285562; SEQ ID NO: 12.

La Figura 20 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para parvovirus B19; numero de acceso del
GenBank NC 000883; SEQ ID NO: 13.

La Figura 21 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para virus diminuto de ratén (MVM); nimero de
acceso del GenBank NC 001510; SEQ ID NO: 14.

La Figura 22 muestra una secuencia de ADN genémico ilustrativa para parvovirus de ganso; nimero de acceso del
GenBank NC 001701; SEQ ID NO: 15.

La Figura 23 muestra una secuencia de ADN gendmico ilustrativa para el parvovirus de serpiente 1; numero de
acceso del GenBank NC 006148; SEQ ID NO: 16.

La Figura 24 proporciona una lista a modo de ejemplo de las ITR quiméricas que se sintetizaron como parte de los
Ejemplos descritos a continuacion: ITR2 (SEQ ID NO: 17), ITR5 (SEQ ID NO: 18), ITR5 + 2SNS (SEQ ID NO: 19),
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ITR2 + 5SNS (SEQ ID NO: 20), ITR5 + 2NS (SEQ ID NO: 21), ITR2 + 5NS (SEQ ID NO: 22), ITR2-TA (SEQ ID NO:
23), ITR5 + TA (SEQ ID NO: 24), ITR2-GC (SEQ ID NO: 25), ITR5 + GC (SEQ ID NO: 26), ITR2-2 nt (SEQ ID NO:
27),ITR2 5 nt (SEQ ID NO: 28), ITR2 + 7 (SEQ ID NO: 29), ITR2 9 nt (SEQ ID NO: 30), ITR2 10 nt (SEQ ID NO: 31),
ITR2 11 nt (SEQ ID NO: 32), ITR2 15 nt (SEQ ID NO: 33), ITR5 3 nt (SEQ ID NO: 34), ITR5 6 nt (SEQ ID NO: 35),
ITR5 9 pb NS (SEQ ID NO: 36), ITR5 21 nt (SEQ ID NO: 37), ITR5 30 nt (SEQ ID NO: 38), ITR5 GAGY (SEQ ID NO:
39), ITR5 no GAGY (SEQ ID NO: 40), ITR2 + 8 nt GAGY (SEQ ID NO: 41), RBE Espaciador de ITR5 (SEQ ID NO:
42), ITR2 + RBE Espaciador de 8-8 (SEQ ID NO: 43), ITR5S con horquillas ITR2 (SEQ ID NO: 44), ITR2 sin horquillas
(SEQ ID NO: 45), ITR2 T1 (SEQ ID NO: 46), ITR2 T2 (SEQ ID NO: 47), ITR2 T2 # 2 (SEQ ID NO: 48), ITR2 T3 (SEQ
ID NO: 49), ITR2 T4 (SEQ ID NO: 50), ITR5 + 3 nt Espaciador e ITR5 NS (SEQ ID NO: 51) e ITR2 pHpa8 (SEQ ID
NO: 52).

La Figura 25 proporciona una lista ilustrativa de las proteinas Rep quiméricas que se sintetizaron como parte de los
Ejemplos descritos a continuaciéon: Rep52aa73 (SEQ ID NO: 53), Rep52aa84 (SEQ ID NO: 54), Rep52aa110 (SEQ
ID NO: 55), Rep52aa126 (SEQ ID NO: 56), Rep52aa138 (SEQ ID NO: 57), Rep52aa160 (SEQ ID NO: 58),
Rep52aa175 (SEQ ID NO: 59), Rep52aa187 (SEQ ID NO: 60), Rep52aa207 (SEQ ID NO : 61), Rep25aa73 (SEQ ID
NO: 62), Rep25aa77 (SEQ ID NO: 63), Rep25aa97 (SEQ ID NO: 64), Rep25aa116 (SEQ ID NO: 65), Rep25aa125
(SEQ ID NO: 66), Rep25aa141 (SEQ ID NO: 67), Rep25aa149 (SEQ ID NO: 68), Rep25aa166 (SEQ ID NO: 69),
Rep25aa187 (SEQ ID NO: 70), Rep25aa216 (SEQ ID NO: 71), Rep525aa110-148 ( SEQ ID NO: 72), Rep525aa146-
187 (SEQ ID NO: 73), Rep525aa110-187 (SEQ ID NO: 74), Rep252aa97-146 (SEQ ID NO: 75), Rep252aa149-187
(SEQ ID NO: 76 ), y Rep252aa97-187 (SEQ ID NO: 77).

La Figura 26 muestra las secuencias tanto de nucleétidos como de aminoacidos de una proteina Rep quimérica de
la invencién: Rep52aa146 (SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79, respectivamente).

La Figura 27 muestra tanto las secuencias de nucleétidos como de aminoacidos de una proteina Rep quimérica de
la invencién: Rep52aa147 (SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81, respectivamente).

La Figura 28 muestra tanto las secuencias de nucleétidos como de aminoacidos de una proteina Rep quimérica de
la invencion: Rep52aa151 (SEC ID NO: 82 y SEC ID NO: 83, respectivamente).

La Figura 29 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los ejemplos de proteinas Rep40 de
AAV1 (SEQ ID NO: 84), AAV2 (SEQ ID NO: 85), AAV3A (SEQ ID NO: 86), AAV3B (SEQ ID NO: 87), AAV4 (SEQ ID
NO: 88), AAVS (SEQ ID NO: 89), AAV6 (SEQ ID NO: 90), AAV7 (SEQ ID NO: 91) y AAV8 (SEQ ID NO: 92), asi
como una secuencia consenso (SEQ ID NO: 93). Los guiones indican espacios en la secuencia y el sombreado
indica posiciones de homologia de secuencia.

La Figura 30 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los ejemplos de proteinas Rep52 de
AAV1 (SEQ ID NO: 94), AAV2 (SEQ ID NO: 95), AAV3A (SEQ ID NO: 96), AAV3B (SEQ ID NO: 97), AAV4 (SEQ ID
NO: 98), AAV5 (SEQ ID NO: 99), AAV6 (SEQ ID NO: 100), AAV7 (SEQ ID NO: 101) y AAV8 (SEQ ID NO: 102), asi
como secuencia consenso (SEQ ID NO: 103). Los guiones indican espacios en la secuencia y el sombreado indica
posiciones de homologia de secuencia.

La Figura 31 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los ejemplos de proteinas Rep68 de
AAV1 (SEQ ID NO: 104), AAV2 (SEQ ID NO: 105), AAV3A (SEQ ID NO: 106), AAV3B (SEQ ID NO: 107), AAV4
(SEQ ID NO: 108), AAV5 (SEQ ID NO: 109), AAV6 (SEQ ID NO: 110), AAV7 (SEQ ID NO: 111) y AAV8 (SEQ ID
NO: 112). Los guiones indican espacios en la secuencia y el sombreado indica posiciones de homologia de
secuencia.

La Figura 32 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los ejemplos de proteinas Rep78 de
AAV1 (SEQ ID NO: 113), AAV2 (SEQ ID NO: 114), AAV3A (SEQ ID NO: 115), AAV3B (SEQ ID NO: 116), AAV4
(SEQ ID NO: 117), AAV5 (SEQ ID NO: 118), AAV6 (SEQ ID NO: 119), AAV7 (SEQ ID NO: 120) y AAV8 (SEQ ID
NO: 121), asi como una secuencia consenso (SEQ ID NO: 122). Los guiones indican espacios en la secuencia y el
sombreado indica posiciones de homologia de secuencia.

La Figura 33 muestra la secuencia de nucleétidos de ITR de serpiente utilizada en el Ejemplo 9 (SEQ ID NO: 123).
La Figura 34 muestra la secuencia de nucleétidos del plasmido vector eGFP de ITR de serpiente (SEQ ID NO: 124)
usada para sintetizar el vector de serpiente descrito en el Ejemplo 9.

La Figura 35 muestra la secuencia de nucleétidos del plasmido pSnRepCap2 (SEQ ID NO: 125) usado para
sintetizar el vector de serpiente descrito en el Ejemplo 9.

La Figura 36 muestra un diagrama de sintesis de ITR. (A) La ITR se sintetizé en dos piezas (azul oscuro y azul claro)
superpuestas a través de un tallo de horquilla con el sitio Sfil (naranja). (B) Cada mitad se amplificod por PCR antes
de la digestion y la clonacion. (C) La triple ligadura adecuada con GFP de pUC18-CMV produjo una ITR en formato
DD.

Descripcion detallada
La presente invencion se describira ahora con referencia a los dibujos adjuntos.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Las secuencias de nucledtidos se presentan en este documento solo con cadena sencilla, en la direccion 5' a 3', de
izquierda a derecha, a menos que se indique especificamente lo contrario. Los nucleétidos y aminoacidos estan
representados en este documento de la manera recomendada por la Comision de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-
IUB, o (para aminoacidos) por el cddigo de una letra, o el codigo de tres letras, ambos de acuerdo con 37 CFR
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§1.822 y el uso establecido. Véase, por ejemplo, el Manual de usuario de Patentin, 99-102 (noviembre de 1990)
(Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos).

Excepto que se indique lo contrario, los métodos estandar conocidos por los expertos en la técnica pueden usarse
para la construccion de constructos de parvovirus y rAAV recombinantes, vectores de empaquetamiento que
expresan las secuencias de Rep y/o Cap de parvovirus, y células de empaquetamiento transfectadas en forma
transitoria y estable. Tales técnicas son conocidas por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, SAMBROOK
et al. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2a Ed. (Cold Spring Harbor, NY, 1989); AUSUBEL et al.
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (Green Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York).

Definiciones
Los siguientes términos se usan en la descripcion de este documento y en las reivindicaciones adjuntas:

Las formas singulares "un" y "uno, una" pretenden incluir también las formas plurales, a menos que el contexto
indique claramente lo contrario.

Ademas, el término "aproximadamente”, como se usa en este documento cuando se refiere a un valor medible tal
como una cantidad de la longitud de una secuencia polinucleotidica o polipeptidica, dosis, tiempo, temperatura y
similares, pretende abarcar variaciones de 20%, 10%, 5%, 1%, 0,5% o incluso 0,1% de la cantidad especificada.

También como se usa en el presente documento, "y/o" se refiere a cualquiera y todas las posibles combinaciones de
uno o mas de los elementos enumerados asociados, asi como a la falta de combinaciones cuando se interpreta en
la alternativa ("0").

Como se usa en el presente documento, la frase de transiciéon "que consiste esencialmente en" se debe interpretar
como que abarca los materiales o etapas enumerados "y aquellos que no afectan materialmente a la caracteristica o
caracteristicas basicas y nuevas" de la invencion reivindicada (por ejemplo, replicacion de rAAV). Véase, In re Herz,
537 F.2d 549, 551-52, 190 USPQ 461, 463 (CCPA 1976) (énfasis en el original); véase también MPEP § 2111.03.
Por lo tanto, el término "que consiste esencialmente en' como se usa en el presente documento no debe
interpretarse como equivalente a "que comprende".

El término "parvovirus", como se usa en el presente documento, abarca la familia Parvoviridae, que incluye
parvovirus y dependovirus que se replican de manera auténoma. Los parvovirus auténomos incluyen miembros del
género Parvovirus, Erythrovirus, Densovirus, Iteravirus y Contravirus. Los ejemplos de parvovirus autbnomos
incluyen, pero no se limitan a, virus diminutos de ratén, parvovirus bovino, parvovirus canino, parvovirus de pollo,
virus de panleucopenia felina, parvovirus felino, parvovirus de ganso, parvovirus Hl, parvovirus de pato moscovita,
parvovirus de serpiente y virus B19 (véanse, por ejemplo, las Figuras 20-23). Los expertos en la técnica conocen
otros parvovirus autébnomos. Véase, por ejemplo, FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69 (4a ed.,
Lippincott-Raven Publishers).

El género Dependovirus contiene los virus adenoasociados (AAV), que incluyen, pero no se limitan a, AAV tipo 1,
AAV tipo 2, AAV tipo 3 (incluidos los tipos 3A y 3B), AAV tipo 4, AAV tipo 5, AAV tipo 6 , AAV tipo 7, AAV tipo 8, AAV
tipo 9, AAV tipo 10, AAV tipo 11, AAV tipo 12, AAV tipo 13, AAV aviar, AAV bovino, AAV canino, AAV de cabra, AAV
de serpiente, AAV equino y AAV ovino. Véase, por ejemplo, Figs. 8-19; FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2,
capitulo 69 (42 ed., Lippincott-Raven Publishers); y Tabla 1.

Como se usa en el presente documento, el término "virus adenoasociado" (AAV) incluye, pero no se limita a, AAV
tipo 1, AAV tipo 2, AAV tipo 3 (incluidos los tipos 3A y 3B), AAV tipo 4, AAV tipo 5, AAV tipo 6, AAV tipo 7, AAV tipo
8, AAV tipo 9, AAV tipo 10, AAV tipo 11, AAV tipo 12, AAV tipo 13, AAV de serpiente, AAV aviar, AAV bovino, AAV
canino, AAV equino, AAV ovino, AAV de cabra, AAV de camarén y cualquier otro AAV hasta ahora conocido o mas
tarde descubierto. Véase, por ejemplo, FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69 (4a ed., Lippincott-Raven
Publishers). Se han identificado varios serotipos y clados de AAV relativamente nuevos (véase, por ejemplo, Gao et
al. (2004) J. Virol. 78: 6381; Moris et al. (2004) Virol. 33: 375; y Tabla 1).

Las particulas y genomas de parvovirus de la presente invencion pueden ser, pero no se limitan a, AAV. Las
secuencias genomicas de diversos serotipos de AAV y los parvovirus autbnomos, asi como las secuencias de las
ITR nativas, las proteinas Rep y las subunidades de la capside son conocidas en la técnica. Dichas secuencias se
pueden encontrar en la bibliografia o en bases de datos publicas tales como el GenBank. Véase, por ejemplo, las
Figs. 8-23; numeros de acceso del GenBank NC_002077, NC_001401, NC_001729, NC_001863, NC_001829,
NC_001862, NC_008863, NC_001701, NC_001510, NC_006152, NC_006261, AF063497, U89790, AF043303,
AF028705, AF028704, J02275, JO1901, J02275, X01457, AF288061, AH009962, AY028226, AY028223, AY631966,
AX753250, EU285562, NC_001358, NC_001540, AF513851, AF513852 y AY530579; las divulgaciones que se
incorporan aqui por referencia para la ensefianza de secuencias de parvovirus y de acido nucleico de AAV y de
aminoacidos. Véase también, por ejemplo, Bantel-Schaal et al. (1999) J. Virol. 73: 939; Chiorini et al. (1997) J. Virol.
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71: 6823; Chiorini et al. (1999) J. Virol. 73: 1309; Gao et al. (2002) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 99: 11854; Moris et al.
(2004) Virol. 33: 375-383; Mori et al. (2004) Virol. 330: 375; Muramatsu et al. (1996) Virol. 221: 208; Ruffing et al.
(1994) J. Gen. Virol. 75: 3385; Rutledge et al. (1998) J. Virol. 72: 309; Schmidt et al. (2008) J. Virol. 82: 8911; Shade
et al., (1986) J. Virol. 58: 921; Srivastava et al. (1983) J. Virol. 45: 555; Xiao et al. (1999) J. Virol. 73: 3994;
publicaciones internacionales de patente WO 00/28061, WO 99/61601, WO 98/11244; y la patente de Estados
Unidos No. 6.156.303; cuyas divulgaciones se incorporan aqui como referencia para la ensefianza de secuencias de
parvovirus y acido nucleico de AAV y de aminoacidos. Véase también la Tabla 1. Xiao, X., (1996) proporciona una
descripcién temprana de las secuencias de ITR de AAV1, AAV1 y AAV1. "Characterization of Adeno-associated
virus (AAV) DNA replication and integration”, Ph.D. Disertacion, Universidad de Pittsburgh, Pittsburgh, PA
(incorporada en este documento en su totalidad).

El término "tropismo" como se usa en la presente memoria se refiere a la entrada del virus en la célula,
opcionalmente y preferiblemente seguido por la expresion (por ejemplo, transcripcion y, opcionalmente, traduccion)
de secuencias llevada a cabo por el genoma viral en la célula, por ejemplo, para un virus recombinante, expresion
de la secuencia o secuencias heterélogas de nucledtidos. Los expertos en la materia apreciaran que la transcripcion
de una secuencia heterdloga de acido nucleico del genoma viral puede no iniciarse en ausencia de factores que
actia en forma trans, por ejemplo, para un promotor inducible o una secuencia de acido nucleico regulada de otro
modo. En el caso de AAV, la expresion génica del genoma viral puede ser de un provirus integrado en forma
estable, de un episoma no integrado, asi como de cualquier otra forma en la que el virus pueda entrar dentro de la
célula.

Como se usa en el presente documento, "transduccion" o "infeccion" de una célula por un parvovirus o AAV significa
que el parvovirus/AAV entra en la célula para establecer una infeccion activa (es decir, litica). Como se usa en este
documento, la "transduccion" de una célula por AAV significa que el AAV entra en la célula para establecer una
infeccion latente. Véase, por ejemplo, FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2, capitulo 69 (tercera edicion, Lippincott-
Raven Publishers).

Tabla 1
NuUmero de acceso del NuUmero de acceso del NuUmero de acceso del
Genomas
completos GenBank GenBank GenBank
P Hu 788 |AY695375 Clado E
Virus . NC_ 002077, AF063497 |[HuT71 |AY695374 Rh38  |AY530558
adenoasociado 1
Virus . NC_001401 HuT70 |AY695373 Hue6  |AY530626
adenoasociado 2 -
Virus . NC_001729 Hu T40 |AY695372 Hu42  |AY530605
adenoasociado 3
Virus . NC_001863 HuT32 |AY695371 Hu67  |AY530627
adenoasociado 3B
Virus . NC_001829 HuT17 |AY695370 Hu40  |AY530603
adenoasociado 4
Virus . Y18065, AF085716 Hu LG15 |AY695377 Hu41  |AY530604
adenoasociado 5
Virus . NC_001862 Hu37  |AY530600
adenoasociado 6 -
AAV aviar ATCC |AY186198, AY629583,
VR.805 NC. 004828 Clado C Rh40  |A Y530559
CepaDA-Tdel  I\c 006263, AV620583 |[HU9  |AY530629 Rh2  |AY243007
AAV aviar -
AAV bovino NC_ 005889, AY388617 |[Hu10  |AY530576 Bb1 A Y243023
Hul1l  |AY530577 Bb2 A Y243022
Clado A Hu53  |AY530615 Rh10  |AY243015
AAV1 NC_ 002077, AF063497 |[Hu55  |AY530617 Hu1l7  |AY530582
AAV6 NC_001862 Hu54  |AY530616 Hu6 AY530621
Hu.48 AY530611 Hu7 AY530628 Rh25  |A Y530557
Hu 43 AY530606 Hu18  |AY530583 Pi2 AY530554
Hu 44 AY530607 Hu1l5  |AY530580 Pi1 AY530553
Hu 46 AY530609 Hu16  |AY530581 Pi3 AY530555
Hu T88 |AY695375 Clado E
Hu25  |AY530591 Rh57  |A Y530569
Clado B Hu60  |AY530622 Rh50  |A Y530563
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Hu. 19 AY530584 Ch5  |AY243021 Rh49  |A Y530562
Hu. 20 AY530586 Hu3  |AY530595 Hu39  |AY530601
Hu 23 AY530589 Hul  |AY530575 Rh58  |A Y530570
Hu22 AY530588 Hu4  |AY530602 Rh61  |A Y530572
Hu24 AY530590 Hu2  |AY530585 Rh52  |A Y530565
Hu21 AY530587 Hu61  |AY530623 Rh53  |A Y530566
Hu27 AY530592 Rh51 A Y530564
Hu28 AY530593 Clado D Rh64  |A Y530574
Hu 29 AY530594 Rh62  |AY530573 Rh43  |A Y530560
Hu63 AY530624 Rh48  |AY530561 AAVE  |AF513852
Hu64 AY530625 Rh54  |AY530567 Rh8  |A Y242997
Hu13 AY530578 Rh55  |AY530568 Rh1  |A Y530556
Hu56 AY530618 Cy2  |AY243020
Hu57 AY530619 AAV7  |AF513851 Clado F
Hu49 AY530612 Rh35  |AY243000 w\i'g) AY530579
Hu58 AY530620 Rh37  |AY242998 Hu31  |AY530596
Hu34 AY530598 Rh36  |AY242999 Hu32  |AY530597
Hu35 AY530599 Cy6  |Av243016
AAV?2 NC 001401 Cy4  |AY243018 Aislado

clonal
Hu45 AY530608 Cy3  |AY243019 AAV5  |Y18065, AF085716
Hu47 AY530610 Cy5  |AY243017 AAV 3 |NC_ 001729
Hu51 AY530613 Rh13  |AY243013 AAV 3B INC_ 001863
Hu52 AY530614 AAV4  INC_ 001829
Hu T41 AY695378 Rh34  |AY243001
Hu S17 AY695376 Rh33  |AY243002

Rh32  |AY243003

m m

Los términos "porcion 5™ y "porciéon 3™ son términos relativos para definir una relacion espacial entre dos o mas
elementos. Por lo tanto, por ejemplo, una "porcién 3™ de un polinucleétido indica un segmento del polinucledtido que
estd secuencia abajo de otro segmento. El término "porcién 3™ no pretende indicar que el segmento esté
necesariamente en el extremo 3' del polinucleétido, o incluso que esté necesariamente en la mitad 3' del
polinucledtido, aunque puede serlo. Asimismo, una "porcién 5" de un polinucleétido indica un segmento del
polinucledtido que esta secuencia arriba de otro segmento. El término "porciéon 5™ no pretende indicar que el
segmento esta necesariamente en el extremo 5' del polinucleétido, o incluso que esta necesariamente en la mitad 5'
del polinucleétido, aunque puede serlo.

Como se usa en este documento, el término "polipéptido" abarca tanto péptidos como proteinas, a menos que se
indique lo contrario.

Un "polinucleétido" es una secuencia de bases de nucleétidos, y pueden ser secuencias hibridas de ARN, ADN o
ADN-ARN (que incluyen tanto nucledtidos naturales como no naturales), y pueden ser secuencias de ADN de
cadena sencilla o de cadena doble.

El término "identidad de secuencia”, como se usa en este documento, tiene el significado estandar en la técnica.
Como se conoce en la técnica, se pueden usar varios programas diferentes para identificar si un polinucleétido o
polipéptido tiene identidad o similitud de secuencia con una secuencia conocida. La identidad o similitud de
secuencia se puede determinar usando técnicas estdndar conocidas en la técnica, que incluyen, pero no se limitan
a, el algoritmo de identidad de secuencia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el
algoritmo de alineacion de identidad de secuencia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante
el método de busqueda de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de
software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, WI), el programa de
secuencia Best Fit descrito por Devereux et al., Nucl. Acid Res. 12: 387 (1984), preferiblemente usando las
configuraciones predeterminadas, o por inspeccion.

Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea una alineacion de secuencia multiple a partir de un grupo
de secuencias relacionadas usando alineamientos progresivos por pares. También puede trazar un arbol que
muestre las relaciones de agrupamiento usadas para crear la alineacion. PILEUP utiliza una simplificacion del
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método de alineacion progresiva de Feng & Doolittle, J. Mol. Evol. 35: 351 (1987); el método es similar al descrito
por Higgins & Sharp, CABIOS 5: 151 (1989).

Otro ejemplo de un algoritmo Uutil es el algoritmo BLAST, descrito en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403 (1990) y
Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873 (1993). Un programa BLAST particularmente Uutil es el programa
WU-BLAST-2 que se obtuvo de Altschul et al., Meth. Enzymol., 266: 460 (1996); blast.wustl/edu/blast'README.html.
WU-BLAST-2 usa varios parametros de busqueda, que preferiblemente se establecen en los valores
predeterminados. Los parametros son valores dinamicos y los establece el propio programa dependiendo de la
composicion de la secuencia particular y la composicion de la base de datos particular frente a la cual se busca la
secuencia de interés; sin embargo, los valores pueden ajustarse para aumentar la sensibilidad.

Un algoritmo util adicional es BLAST con huecos segun lo informado por Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389
(1997).

Un porcentaje del valor de identidad de la secuencia de aminoacidos se determina por el niumero de residuos
idénticos coincidentes dividido por el numero total de residuos de la secuencia "mas larga" en la regién alineada. La
secuencia "mas larga" es la que tiene los residuos mas reales en la regiéon alineada (se ignoran los huecos
introducidos por WU-Blast-2 para maximizar la puntuacion de alineacion).

De manera similar, el porcentaje de identidad de secuencia de acido nucleico con respecto a la secuencia
codificante de los polipéptidos divulgados en la presente memoria se define como el porcentaje de residuos de
nucledtidos en la secuencia candidata que son idénticos a los nucledtidos en el polinucleétido divulgado
especificamente en este documento.

El alineamiento puede incluir la introduccidon de huecos en las secuencias a alinear. Ademas, para las secuencias
que contienen mas o menos aminoacidos que los polipéptidos divulgados especificamente en este documento, se
entiende que en una realizacion, el porcentaje de identidad de secuencia se determinara en funcién del nimero de
aminoacidos idénticos en relacion con el numero total de aminoacidos. Por lo tanto, por ejemplo, la identidad de
secuencia de secuencias mas cortas que una secuencia especificamente divulgada en este documento, se
determinara usando el nimero de aminoacidos en la secuencia mas corta, en una realizacion. En los calculos de
porcentaje de identidad, el peso relativo no se asigna a diversas manifestaciones de variaciéon de secuencia, tales
como inserciones, eliminaciones, sustituciones, etc.

En una realizacion, solo las identidades se puntian positivamente (+1) y se les asigna a todas las formas de
variacion de secuencia, incluyendo huecos, un valor de "0", lo que evita la necesidad de una escala o parametros
ponderados como se describe a continuacién para calculos de similitud de secuencia. El porcentaje de identidad de
secuencia se puede calcular, por ejemplo, dividiendo el niumero de residuos idénticos coincidentes por el numero
total de residuos de la secuencia "mas corta" en la regién alineada y multiplicando por 100. La secuencia "mas larga"
es la que tiene mas residuos reales en la region alineada.

Como se usa en este documento, un polinucleétido "aislado" (por ejemplo, un "ADN aislado" o un "ARN aislado")
significa un polinucledtido separado o sustancialmente libre de al menos algunos de los otros componentes del
organismo o virus natural, por ejemplo, los componentes estructurales celulares o virales u otros polipéptidos o
acidos nucleicos comunmente encontrados asociados con el polinucleétido.

De forma similar, un polipéptido "aislado" significa un polipéptido que esta separado o sustancialmente libre de al
menos algunos de los otros componentes del organismo o virus natural, por ejemplo, los componentes estructurales
celulares o virales u otros polipéptidos o acidos nucleicos cominmente encontrados asociado con el polipéptido.

Un "polipéptido terapéutico" es un polipéptido que puede aliviar o reducir los sintomas que resultan de una ausencia
o defecto en una proteina en una célula o sujeto. Alternativamente, un "polipéptido terapéutico" es uno que o bien
confiere un beneficio a un sujeto, por ejemplo, efectos anticancerigenos o una mejora en la capacidad de
supervivencia del trasplante.

Como se usa en el presente documento, el término "modificado”, tal como se aplica a una secuencia polinucleotidica
o polipeptidica, se refiere a una secuencia que difiere de una secuencia natural debido a una o mas eliminaciones,
adiciones, sustituciones o cualquier combinacion de las mismas.

Como se usa en este documento, por "aislar" o "purificar" (o equivalentes gramaticales) un vector viral, se entiende
que el vector viral esta al menos parcialmente separado de al menos algunos de los otros componentes en el
material de partida.

Por los términos "tratar", "que trata" o "tratamiento de" (y las variaciones gramaticales de los mismos) se entiende
que la gravedad de la afeccion del sujeto se reduce, al menos parcialmente, se mejora o se estabiliza y/o se alivia
algo, se logra mitigacion, disminucién o estabilizacion en al menos un sintoma clinico y/o hay un retraso en la
progresion de la enfermedad o trastorno.
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Los términos "prevenir”, "que previene" y "prevencion” (y las variaciones gramaticales de los mismos) se refieren a la
prevencion y/o retraso del inicio de una enfermedad, trastorno y/o sintoma o sintomas clinicos en un sujeto y/o una
reduccioén en la severidad del inicio de la enfermedad, trastorno y/o sintoma o sintomas clinicos con relacién a lo que
ocurriria en ausencia de los métodos de la invencién. La prevencién puede ser completa, por ejemplo, la ausencia
total de la enfermedad, trastorno y/o sintoma o sintomas clinicos. La prevencion también puede ser parcial, de modo
que la aparicion de la enfermedad, trastorno y/o sintoma o sintomas clinicos en el sujeto y/o la gravedad del inicio es
menor de lo que ocurriria en ausencia de la presente invencion.

Una cantidad "eficaz para el tratamiento” como se usa en este documento es una cantidad que es suficiente para
proporcionar alguna mejora o beneficio al sujeto. De forma alternativa, una cantidad "eficaz para el tratamiento” es
una cantidad que proporcionara algun alivio, mitigacién, disminucion o estabilizacion en al menos un sintoma clinico
en el sujeto. Los expertos en la técnica apreciaran que los efectos terapéuticos no necesitan ser completos o
curativos, siempre que se proporcione algun beneficio al sujeto.

Una cantidad "efectiva para la prevencion" como se usa en el presente documento es una cantidad que es suficiente
para prevenir y/o retrasar el inicio de una enfermedad, trastorno y/o sintomas clinicos en un sujeto y/o para reducir
y/o retrasar la gravedad del inicio de una enfermedad, trastorno y/o sintomas clinicos en un sujeto en relacién con lo
que ocurriria en ausencia de los métodos de la invencion. Los expertos en la técnica apreciaran que el nivel de
prevencién no necesita ser completo, siempre que se proporcione algun beneficio al sujeto.

Los términos "secuencia de nucleétidos heteréloga" y "acido nucleico heterélogo" se usan indistintamente en este
documento y se refieren a una secuencia que no se produce de forma natural en el virus. Generalmente, el acido
nucleico heterdlogo comprende un marco de lectura abierto que codifica un polipéptido o ARN de interés no
traducido (por ejemplo, para la administracion a una célula o sujeto).

Como se usa en el presente documento, los términos "vector viral", "vector" o "vector de administracion de genes" se
refieren a una particula de virus (por ejemplo, AAV) que funciona como un vehiculo para administracion de acido
nucleico y que comprende el genoma del vector (por ejemplo, ADN viral [ADNv]) empacado dentro de un virion.
Alternativamente, en algunos contextos, el término "vector" puede usarse para referirse al genoma/ADNv del vector
solo.

Los vectores virales de la invencion también pueden ser ademas particulas de parvovirus duplex como se describe
en la publicacion internacional de patente WO 01/92551 (cuya descripcion se incorpora en este documento como
referencia en su totalidad). Por lo tanto, en algunas realizaciones, los genomas de doble cadena (duplex) se pueden
empacar en las capsides virales de la invencion.

Un "genoma del vector de rAAV" o "genoma de rAAV" es un genoma de AAV (es decir, ADNv) que comprende una o
mas secuencias de acido nucleico heterdlogas. Los vectores de rAAV generalmente solo requieren de 145 ITR base
en cis para generar el virus. Todas las demas secuencias virales son prescindibles y pueden suministrarse en trans
(Muzyczka (1992) Curr. Topics Microbiol. Immunol. 158: 97). Tipicamente, el genoma del vector de rAAV solo
retendra una o mas secuencias de ITR para maximizar el tamafio del transgén que puede se eficientemente
empacado por el vector. Las secuencias que codifican proteinas estructurales y no estructurales pueden ser
proporcionadas en trans (por ejemplo, a partir de un vector, tal como un plasmido, o integrando de manera estable
las secuencias en una célula de empaquetamiento). En realizaciones de la invencioén, el genoma del vector de rAAV
comprende al menos una secuencia de ITR (por ejemplo, secuencia de ITR de AAV), opcionalmente dos ITR (por
ejemplo, dos ITR de AAV), que tipicamente estaran en los extremos 5' y 3' del genoma del vector y flanquean el
acido nucleico heterdlogo, pero no necesitan ser contiguos al mismo. Los ITR pueden ser iguales o diferentes entre
si.

El término "repeticion terminal" o "TR" incluye cualquier repeticion terminal viral o secuencia sintética que forma una
estructura en horquilla y funciona como una repeticiéon terminal invertida (es decir, media las funciones deseadas
tales como replicacion, empaque de virus, integracion y/o rescate de provirus, y similares). La ITR puede ser una ITR
de AAV o una ITR que no sea de AAV. Por ejemplo, una secuencia de ITR que no es de AAV como las de otros
parvovirus (por ejemplo, parvovirus canino, parvovirus bovino, parvovirus de ratén, parvovirus porcino, parvovirus
humano B-19) o la horquilla de SV40 que sirve como origen de la replicacion de SV40 pueden ser utilizado como
una ITR, que puede ser modificada por truncamiento, sustitucion, eliminacion, insercion y/o adicion. Ademas, la ITR
puede ser parcialmente o completamente sintética, tal como la "secuencia doble D" como se describe en la patente
de los Estados Unidos No. 5.478.745 de Samulski et al. La figura 24 proporciona ejemplos de ITR sintéticas
contempladas por la presente invencion.

Los genomas de parvovirus tienen secuencias palindrémicas en sus extremos 5' y 3'. La naturaleza palindromica de
las secuencias conduce a la formaciéon de una estructura en horquilla que se estabiliza mediante la formacién de
enlaces de hidrégeno entre los pares de bases complementarios. Se cree que esta estructura en horquilla adopta
una forma de "Y" o "T". Véase, por ejemplo, FIELDS et al.,, VIROLOGY, volumen 2, capitulos 69 y 70 (4a ed.,
Lippincott-Raven Publishers).
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Una "repeticién terminal invertida de AAV" o "ITR de AAV" puede ser de cualquier AAV, incluyendo, pero sin
limitarse a los serotipos 1, 2, 3a, 3b, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 13, AAV de serpiente, AAV aviar, AAV bovino, AAV
canino AAV equino AA bovino AAV de cabra, AAV de camaron, o cualquier otro AAV ahora conocido o descubierto
posteriormente (por ejemplo, véase, la Tabla 1). Una ITR de AAV no necesita tener la secuencia de repeticion
terminal nativa (por ejemplo, una secuencia de ITR de AAV nativa puede alterarse por insercién, eliminacion,
truncamiento y/o mutaciones sin sentido), siempre y cuando la repeticion terminal medie las funciones deseadas, por
ejemplo, replicacion. empaque de virus, integracion, y/o rescate de provirus, y similares.

Los vectores virales de la invencién pueden ser ademas vectores virales "dirigidos" (por ejemplo, que tienen un
tropismo dirigido) y/o un parvovirus "hibrido" (es decir, en los que las ITR virales y la capside viral son de diferentes
parvovirus) como se describe en la publicacion internacional de patente WO 00/28004 y Chao et al., (2000) Mol.
Terapia 2: 619.

Ademas, la capside viral o los elementos gendmicos pueden contener otras modificaciones, que incluyen
inserciones, eliminaciones y/o sustituciones.

Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" abarca cualquier aminoacido de origen natural,
formas modificadas del mismo y aminoacidos sintéticos.

Los aminoacidos levorrotatorios (L) que se producen naturalmente se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
. L Abreviatura

Residuo de aminogcido Cddigo de tres letras|Codigo de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido Aspartico (Aspartato) Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido Glutamico (Glutamato) Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%

Alternativamente, el aminoacido puede ser un residuo de aminoacido modificado (se muestran ejemplos no
limitantes en la Tabla 3) o puede ser un aminoacido que se modifica mediante modificacion postraduccional (por
ejemplo, acetilacién, amidacion, formilacion, hidroxilacién, metilacidn, fosforilacion o sulfatacion).

Ademas, el aminoacido no natural puede ser un aminoacido "no natural" como lo describen Wang et al., (2006)
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 35: 225-49. Estos aminoacidos no naturales se pueden usar ventajosamente
para unir quimicamente moléculas de interés con la proteina de la capside de AAV.

El término "plantilla” o "sustrato" se usa en el presente documento para referirse a una secuencia de polinucleétidos
que puede replicarse para producir el ADN viral de parvovirus. Para el propésito de la produccion de vectores, la
plantilla tipicamente estara incluida dentro de una secuencia o construccion de nucleétidos mas grande, que incluye
pero no se limita a un plasmido, vector de ADN desnudo, cromosoma artificial bacteriano (BAC), cromosoma artificial
de levadura (YAC) o un vector viral (por ejemplo, adenovirus, virus del herpes, virus de Epstein-Barr, AAV, vectores
baculoviral, retroviral, y similares). Alternativamente, la plantilla puede incorporarse de forma estable en el
cromosoma de una célula de empaque.
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Tabla 3
Residuo de Aminoacido Modificado Abreviatura
Derivados del Residuo de Aminoacido
Acido 2-aminoadipico Aad
Acido 3-aminoadipico bAad
beta-alanina, acido beta-aminopropriénico bAla
Acido 2-aminobutirico Abu
Acido 4-aminobutirico, Acido piperidinico 4Abu
Acido 6-Aminocaproico Acp
Acido 2-Aminoheptanoico Ahe
Acido 2-Aminoisobutirico Aib
3-Aminoisobutirico bAib
Acido 2-Aminopimélico Apm
t-butilalanina t-BuA
Citrulina Cit
Ciclohexilalanina Cha
Acido 2,4-diaminobutirico Dbu
Desmosina Des
Acido 2,2’ -diaminopimélico Dpm
Acido 2,3-diaminopropriénico Dpr
N-Etilglicina EtGly
N-Etilasparagina EtAsn
Homoarginina hArg
Homocisteina hCys
Homoserina hSer
Hidroxilisina Hyl
Allo-Hidroxilisina aHyl
3-Hidroxiprolina 3Hyp
4-Hidroxiprolina 4Hyp
Isodesmosina Ide
allo-Isoleucina alle
sulféxido de metionina MSO
N-Metilglicina, sarcosina MeGly
N-Metilisoleucina Melle
6-N-Metillisina MeLys
N-Metilvalina MeVal
2-Naphtilalanina 2-Nal
Norvalina Nva
Norleucina Nle
Ornitina Orn
4-Chlorofenilalanina Phe(4-Cl)
2-Fluorofenilalanina Phe(2-F)
3- Fluorofenilalanina Phe(3-F)
4- Fluorofenilalanina Phe(4-F)
Fenilglicina Phg
Beta-2-tienilalanina Thi

Como se usa en el presente documento, las "secuencias de codificacion Rep" de parvovirus o AAV indican las
secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas no estructurales de parvovirus o AAV que median la
replicacion viral y la produccion de nuevas particulas de virus. Los genes y proteinas de replicacion de parvovirus y
AAV se han descrito en, por ejemplo, FIELDS et al., VIROLOGY, volumen 2, capitulos 69 y 70 (4a ed., Lippincott-
Raven Publishers).

Las "secuencias de codificacion Rep" no necesitan codificar todas las proteinas Rep parvovirales o de AAV. Por
ejemplo, con respecto a AAV, las secuencias de codificacion de Rep no necesitan codificar las cuatro proteinas Rep
de AAV (Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40), de hecho, se cree que AAV5 solo expresa las proteinas Rep68 y Rep40
empalmadas. En realizaciones representativas, las secuencias de codificacion de Rep codifican al menos aquellas
proteinas de replicacion que son necesarias para la replicacion del genoma viral y el empaquetamiento en nuevos
viriones. Las secuencias de codificacion de Rep generalmente codificaran al menos una proteina Rep grande (es
decir, Rep78/68) y una proteina Rep pequefia (es decir, Rep52/40). En realizaciones particulares, las secuencias de
codificacion de Rep codifican la proteina Rep78 de AAV vy las proteinas Rep52 y/o Rep40 de AAV. En ofras
realizaciones, las secuencias de codificacion de Rep codifican las proteinas Rep68 y Rep52 y/o Rep40. En una
realizacién adicional, las secuencias de codificacién de Rep codifican las proteinas Rep68 y Rep52, las proteinas
Rep68 y Rep40, las proteinas Rep78 y Rep52, o las proteinas Rep78 y Rep40.
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Como se usa en el presente documento, el término "proteina Rep grande" se refiere a Rep68 y/o Rep78. Las
proteinas Rep grandes de la invencion reivindicada pueden ser naturales o sintéticas. Una proteina Rep grande de
tipo silvestre puede ser de cualquier AAV, incluyendo, pero sin limitarse a, los serotipos 1, 2, 3a, 3b, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11 o 13 o cualquier otro AAV ahora conocido o descubierto mas tarde (véase, por ejemplo, Tabla 1). Una
proteina Rep grande sintética puede alterarse por insercion, eliminacion, truncamiento y/o mutaciones sin sentido.

Los expertos en la técnica apreciaran adicionalmente que no es necesario que las proteinas de replicacion estén
codificadas por el mismo polinucledtido. Por ejemplo, para MVM, las proteinas NS-1 y NS-2 (que son variantes de
empalme) se pueden expresar independientemente la una de la otra. Asimismo, para AAV, el promotor p19 puede
inactivarse y la proteina o proteinas Rep grandes expresadas a partir de un polinucleétido y la proteina o proteinas
Rep pequeias expresadas a partir de un polinucledtido diferente. Tipicamente, sin embargo, sera mas conveniente
expresar las proteinas de replicacion a partir de una Unica construccion. En algunos sistemas, los promotores virales
(por ejemplo, el promotor p19 de AAV) pueden no ser reconocidos por la célula, y por lo tanto es necesario expresar
las proteinas Rep grandes y pequefas a partir de casetes de expresidon separados. En otros casos, puede ser
deseable expresar las proteinas Rep grande y Rep pequefia por separado, es decir, bajo el control de elementos de
control transcripcionales y/o traduccional separados. Por ejemplo, puede ser deseable controlar la expresion de las
proteinas Rep grandes, para disminuir la relacion de proteinas Rep grandes a pequefas. En el caso de las células
de insectos, puede ser ventajoso subregular la expresion de las proteinas Rep grandes (por ejemplo, Rep78/68)
para evitar toxicidad para las células (véase, por ejemplo, Urabe et al., (2002) Human Gene Therapy 13: 1935).

Como se usa en el presente documento, el término "proteina Rep grande sintética" se refiere a una proteina Rep
grande que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de una secuencia de proteina Rep grande de tipo
silvestre. La secuencia de la proteina Rep grande sintética puede diferir de una secuencia de tipo silvestre debido a
una o mas eliminaciones, adiciones, sustituciones o cualquier combinacion de las mismas. La diferencia entre las
secuencias sintéticas y de tipo silvestre puede ser tan pequefa tal como un cambio de un solo aminoacido, por
ejemplo, un cambioen 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175,
200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575 o 600 o mas aminoacidos o cualquier
intervalo en el mismo. En ciertas realizaciones, la proteina Rep grande sintética es una proteina Rep quimérica que
comprende porciones de la secuencia de tipo silvestre de dos o mas proteinas Rep grandes diferentes. En otras
realizaciones, la proteina Rep grande sintética es una proteina Rep quimérica que comprende porciones de la
secuencia de tipo silvestre de dos 0 mas proteinas Rep grandes diferentes, una o0 méas porciones de las cuales se
han modificado a partir de la secuencia de tipo silvestre.

Como se usa en el presente documento, las "secuencias codificadoras de la cubierta” de parvovirus o AAV codifican
las proteinas estructurales que forman un parvovirus funcional o capside de AAV (es decir, pueden empaquetar ADN
e infectar células objetivo). Tipicamente, las secuencias codificadoras de la cubierta codificaran todas las
subunidades de la capside de parvovirus o AAV, pero se pueden codificar menos pero no todas las subunidades de
la capside siempre que se produzca una capside funcional. Tipicamente, pero no necesariamente, las secuencias
codificadoras de la cubierta estaran presentes en una unica molécula de acido nucleico.

La estructura de la capside de los parvovirus auténomos y AAV se describe con mas detalle en BERNARD N.
FIELDS et al., VIROLOGY, volumen 2, capitulos 69 y 70 (4a ed., Lippincott-Raven Publishers).

Como se usa en el presente documento, el término "elemento estructural" cuando se usa con respecto a una ITR de
parvovirus, se refiere a una porciéon de la ITR que, en funcidon de la secuencia de nucledtidos, la estructura
secundaria o ambas, desempeifia un papel en la interaccion funcional de una proteina Rep grande con la ITR, por
ejemplo, una porcién que, cuando se elimina de la ITR, impide la interaccion funcional con una proteina Rep grande.
En algunas realizaciones, el elemento estructural interactua fisicamente con la proteina Rep grande.

Como se usa en el presente documento, el término "interactua funcionalmente" se refiere a una interaccién entre una
ITR y una proteina Rep grande (por ejemplo, de unién) que finalmente da como resultado el corte de la ITR y la
replicacion de un polinucleétido en el que esta presente la ITR.

Como se usa en el presente documento, el término "tallo de corte" se refiere a una estructura de bucle en horquilla
presente en una ITR de parvovirus que es cortada por una proteina Rep grande durante la replicacion de un
polinucledtido en el que esta presente la ITR.

Como se usa en el presente documento, el término "RBE extendido" se refiere a la secuencia de nucledtidos de una
ITR de parvovirus entre el tallo de corte y el RBE (la secuencia espaciadora como se muestra en la Figura 1A) que,
en ciertos parvovirus (por ejemplo, AAV5), funciona como una extension del RBE (es decir, es reconocido y unido
por una proteina Rep grande). El término "RBE extendido" solo se aplica a la secuencia espaciadora cuando la
secuencia funciona como una extension del RBE.
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ITR de parvovirus modificado

La presente invencion proporciona ITR de parvovirus modificadas y proteinas Rep sintéticas que interactian
funcionalmente con las ITR modificadas. Las ITR modificadas son Unicas ya que no interactian funcionalmente con
las proteinas Rep de tipo silvestre y pueden reducir o evitar la movilizacion del vector.

Un aspecto de la invencion se refiere a un polinucleétido que comprende al menos una ITR de parvovirus, en el que
la ITR comprende elementos estructurales de la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 21. La ITR interactua
funcionalmente con una proteina Rep grande de AAV sintética. La forma en que se determinan los elementos
estructurales se analiza a continuacion. En realizaciones particulares de la presente divulgacion, la proteina Rep
grande sintética comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 81 y 83 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad con una de las SEQ ID NOs:
79, 81y 83, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad. En una realizacion, la ITR
comprende ademas un tercer elemento estructural que interactia funcionalmente con una proteina Rep grande de
un AAV que es igual o diferente del primer y/o segundo AAV.

En una realizacién de la presente divulgacion, la ITR de parvovirus es de un parvovirus auténomo. En otra
realizacion, la ITR de parvovirus es de un AAV, por ejemplo, un AAV seleccionado del grupo que consiste en AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVSE, AAV9, AAV10, AAV11, AAV12 y AAV13. En una realizacion
adicional, la ITR de parvovirus es de un AAV no humano tal como AAV de serpiente, AAV aviar, AAV bovino, AAV
canino, AAV equino, AAV ovino, AAV de cabra o AAV de camarén.

El elemento estructural de la ITR puede ser cualquier elemento estructural que esté implicado en la interaccion
funcional de la ITR con una proteina Rep grande. En ciertas realizaciones, el elemento estructural proporciona
selectividad a la interaccion de una ITR con una proteina Rep grande, es decir, determina al menos en parte qué
proteina Rep interactia funcionalmente con la ITR. En otras realizaciones, el elemento estructural interactua
fisicamente con una proteina Rep grande cuando la proteina Rep esta unida a la ITR. Cada elemento estructural
puede ser, por ejemplo, una estructura secundaria de la ITR, una secuencia de nucledtidos de la ITR, un
espaciamiento entre dos 0 mas elementos, o una combinacion de cualquiera de los anteriores. En una realizacion,
los elementos estructurales se seleccionan del grupo que consiste en un tallo de corte, un espaciador, un RBE, un
RBE extendido y cualquier combinacion de los mismos. En una realizacion particular, el primer elemento estructural
es un tallo de corte. En otra realizacion, el segundo elemento estructural es un RBE. En una realizacion adicional, el
segundo elemento estructural es un RBE extendido. En una realizacion adicional, el segundo elemento estructural
es un espaciador.

La capacidad de un elemento estructural para interactuar funcionalmente con una proteina Rep grande particular
puede alterarse modificando el elemento estructural. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos del elemento
estructural puede modificarse en comparaciéon con la secuencia de tipo silvestre de la ITR. En una realizacion, el
elemento estructural (por ejemplo, el tallo de corte, el espaciador, el RBE y/o el RBE extendido) de una ITR puede
eliminarse y reemplazarse con un elemento estructural de tipo silvestre de un parvovirus diferente. Por ejemplo, la
estructura de reemplazo puede ser de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS8, AAV9, AAV10,
AAV11, AAV12, AAV13, parvovirus de serpiente (por ejemplo, parvovirus de pitdn real), parvovirus bovino,
parvovirus de cabra, parvovirus aviar, parvovirus canino, parvovirus equino, parvovirus del camardn, parvovirus
porcino o AAV de insectos. Por ejemplo, la ITR puede ser una ITR de AAV2 y el tallo de corte o RBE se puede
reemplazar con un elemento estructural de AAV5. En otro ejemplo, la ITR puede ser una ITR de AAVS y el tallo de
corte, RBE o RBE extendido se puede reemplazar con un elemento estructural de AAV2. En un ejemplo, la ITR
puede ser una ITR de AAV2 con el tallo de corte reemplazado con el tallo de corte de ITR de AAV5, por ejemplo, la
ITR de la SEQ ID NO: 22 o una secuencia modificada de la misma. En otro ejemplo, la ITR de AAV puede ser una
ITR de AAVS5 con el tallo de corte reemplazado por el tallo de corte de ITR de AAV2, por ejemplo, la ITR de la SEQ
ID NO: 21 o una secuencia modificada de la misma.

En una realizacion de la divulgacion, la secuencia de nucleétidos del elemento estructural puede ser modificada (por
ejemplo, la modificacion 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 o mas nucledtidos o
cualquier intervalo entre los mismos) para producir un elemento estructural sintético. En ciertas realizaciones, las ITR
especificas ejemplificadas en el presente documento (SEQ ID NOs: 17-52) se pueden modificar (por ejemplo,
modificando 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 0 mas nucleétidos o cualquier intervalo
entre los mismos). En otras realizaciones, la ITR puede tener al menos 80% de identidad con una de las ITR de la
SEQ ID NOs: 17-52, por ejemplo, con al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad. En una
realizacion, el elemento estructural es un tallo de corte y la secuencia modificada es una secuencia de sitio de
resolucion terminal (trs) modificada. Por ejemplo, un tallo de corte se puede modificar para que comprenda el trs de
ITR2 (GGT/TGG) o los trs de ITR5 (AGTG/TGG). En otra realizacion, el elemento estructural es un RBE o un RBE
extendido y la secuencia esta modificada en los nucleétidos responsables de la especificidad de union. Por ejemplo,
la secuencia de un RBE o un RBE extendido se puede modificar para hacer que la secuencia esté mas cerca o mas
lejos de los sitios de unién de consenso GAGY reconocidos por Rep. En un ejemplo, el espaciador o RBE extendido
se puede modificar para que comprenda uno o mas repeticiones de GAGY exactas (por ejemplo, la ITR de la SEQ
ID NO: 39 o una secuencia modificada de la misma), por ejemplo, 1, 2, 3 0 4 0 mas repeticiones de GAGY exactas.
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En una realizacion diferente de la descripcion, la estructura del elemento estructural puede modificarse. Por ejemplo,
el elemento estructural puede ser un tallo de corte y la modificacion puede ser un cambio en la altura del tallo y/o el
numero de nucleétidos en el bucle. Por ejemplo, la altura del tallo puede ser de aproximadamente 2, 3,4, 5,6,7,8 o
9 nucledtidos 0 mas o cualquier intervalo entre los mismos. En una realizacion, la altura del tallo de corte puede ser
de aproximadamente 5 nucleétidos a aproximadamente 9 nucleétidos e interactia funcionalmente con Rep2. En otra
realizacion, la altura del tallo de corte puede ser de aproximadamente 7 nucleétidos e interactiia funcionalmente con
Rep5. En otro ejemplo, el bucle puede tener 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucledtidos o mas o cualquier intervalo entre los
mismos. En otro ejemplo, el elemento estructural puede ser un RBE o un RBE extendido y el nimero de sitios de
union a GAGY o sitios de union relacionados con GAGY dentro del RBE o RBE extendido puede aumentarse o
reducirse. En un ejemplo, el RBE o RBE extendido puede comprender 1, 2, 3, 4, 5 0 6 0 mas sitios de unién a GAGY
o cualquier intervalo entre los mismos. Cada sitio de union a GAGY puede ser independientemente una secuencia
GAGY exacta o una secuencia similar a GAGY siempre que la secuencia sea suficiente para unir una proteina Rep.

En otra realizacion de la divulgacion, el espaciado entre dos elementos (tal como el tallo de corte y el RBE o el RBE
y una horquilla) puede alterarse (por ejemplo, aumentarse o disminuirse) para alterar la interaccion funcional con una
proteina Rep grande. Por ejemplo, el espaciado puede ser de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 21 nucledtidos o mas o cualquier entre los mismos. En una realizacion, el espaciador
entre el tallo de corte y el RBE tiene aproximadamente 3 nucledtidos de longitud e interactua funcionalmente con
Rep2. En oftra realizacion, el espaciador entre el tallo de corte y el RBE es de aproximadamente 3 nucleétidos (por
ejemplo, la ITR de la SEQ ID NO: 34 o una secuencia modificada de la misma) hasta aproximadamente 21
nucledtidos de longitud (por ejemplo, la ITR de la SEQ ID NO: 37 o una secuencia modificada de la misma) e
interactta funcionalmente con Rep5. En una realizacion, el espaciador es el espaciador de 15 nucleétidos de la ITR
de AAV5 o una secuencia que tiene al menos 80% de identidad con la misma, por ejemplo, identidad de al menos
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

En una realizacion representativa de la divulgacion, el polinucleétido comprende al menos un ITR de parvovirus, en
el que dicha ITR comprende: (a) un primer elemento estructural que interactia funcionalmente con una proteina Rep
grande de uno o mas de AAV1, AAV2, AAV3 , AAV4, AAV6, AAV7, AAVS8, AAVI, AAV10, AAV11, AAV12 y AAV13,
pero no interactda funcionalmente con una proteina Rep grande de AAV5; y (b) un segundo elemento estructural
que interactua funcionalmente con la proteina Rep grande de AAV5 pero que no interactia funcionalmente con la
proteina Rep grande de uno o mas de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV6, AAV7, AAVS, AAV9, AAV10, AAV11,
AAV12 y AAV13; en el que la ITR interactia funcionalmente con una proteina Rep grande de AAV sintética que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las SEQ ID NOS: 79, 81 y 83.

En un aspecto de la presente divulgacion, el polinucleétido que comprende la ITR modificada de la presente
divulgacion comprende ademas una segunda ITR que puede ser la misma o diferente de la primera ITR. En una
realizacion, el polinucleétido comprende ademéas un acido nucleico heterélogo, por ejemplo, una secuencia que
codifica una proteina o un ARN funcional. En algunas realizaciones, la segunda ITR no puede resolverse mediante
la proteina Rep, es decir, dando como resultado un ADN viral de cadena doble.

La presente divulgacion también proporciona un vector viral que comprende el polinucledtido que comprende la ITR
modificada de la presente divulgacion. El vector viral puede ser un vector de parvovirus, por ejemplo, un vector de
AAV. La presente divulgacion proporciona ademas una particula de parvovirus recombinante (por ejemplo, una
particula de AAV recombinante) que comprende la ITR modificada de la presente divulgacion. Los vectores virales y
las particulas virales se discuten adicionalmente mas adelante.

Proteinas Rep sintéticas

Un aspecto de la invencion se refiere a proteinas Rep grandes sintéticas que interactian funcionalmente con las ITR
modificadas de la invencion. Por lo tanto, en un aspecto, la invencion se refiere a una proteina Rep grande sintética
que comprende elementos estructurales de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 79. La forma en que se
determinan los elementos estructurales se analiza a continuacién. En una realizacién de la presente divulgacion, el
primer elemento estructural es un tallo de corte y la primera parte de la proteina Rep grande sintética funcional
interactia con el tallo de corte. En otra realizacién, el segundo elemento estructural es un espaciador, RBE o RBE
extendido y la segunda porcién de la proteina Rep grande sintética funcional interactiia con el espaciador, RBE o
RBE extendida.

En una realizacién de la divulgaciéon, una o mas porciones de la proteina Rep grande sintética comprenden una
secuencia de aminoacidos de tipo silvestre de una proteina Rep de parvovirus. En otra realizacion, una o mas
porciones de la proteina Rep grande sintética comprenden una secuencia de aminoacidos que se modifica en
comparacién con la secuencia de tipo silvestre de una proteina Rep de parvovirus. La modificaciéon puede ser una
adicion, eliminacién, sustitucion o cualquier combinacion de los mismos. La proteina Rep grande sintética puede
comprender uno o mas aminoacidos modificados, por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 150, 175, 200,
225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575 o 600 o mas aminoacidos o cualquier
intervalo entre los mismos.
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En una realizacién de la presente divulgacion, la primera y la segunda porciones (y/o la tercera porcion) estan
directamente unidas entre si. En otra realizacion, las porciones estan conectadas por un enlazador, por ejemplo, 1,
2, 3,4, 5 0 6 0 mas aminoacidos. La proteina Rep grande sintética puede comprender porciones adicionales (por
ejemplo, de Rep u otra proteina o secuencias sintéticas) que no estan implicadas en la interaccion funcional con una
ITR. Los ejemplos de otras secuencias pueden incluir, sin limitaciéon, sefiales de localizacién, etiquetas para
aislamiento mejorado, etc.

En una realizacion de la divulgacion, la primera porcion de la proteina Rep grande sintética comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el residuo 97 hasta
aproximadamente los residuos 146-151 de una secuencia Rep de AAV5 de tipo silvestre, por ejemplo, SEQ ID NO:
118. Por ejemplo, la primera porcidon puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en una secuencia de
aminoacidos de aproximadamente el residuo 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 o
95 hasta aproximadamente el residuo 146, 147, 148, 149, 151 o 151 de una secuencia de Rep de AAV5 de tipo
silvestre o cualquier intervalo entre las mismas. En ciertas realizaciones, la primera porcién comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad con una
secuencia desde aproximadamente el residuo 97 hasta aproximadamente los residuos 146-151 de una secuencia
Rep de AAV5 de tipo silvestre, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad.

En una realizacién de la divulgacion, la segunda porcion de la proteina Rep grande sintética comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el residuo 149 hasta
aproximadamente el residuo 187 de una secuencia de Rep de AAV2 de tipo silvestre, por ejemplo, la SEQ ID NO:
114. Por ejemplo, la segunda porcién puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en una secuencia
de aminoécidos desde aproximadamente el residuo 149 hasta aproximadamente el residuo 190, 200, 210, 220, 230,
240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460,
470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610 o 620 de una secuencia de Rep de AAV2
de tipo silvestre o cualquier intervalo entre las mismas. En ciertas realizaciones, la segunda porcién comprende,
consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad con
una secuencia desde aproximadamente el residuo 149 hasta aproximadamente el residuo 187 de una secuencia de
Rep de AAV5 de tipo silvestre, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad.

En una realizacion representativa de la divulgacion, de la proteina Rep grande sintética, la primera porcion
comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el
residuo 97 hasta aproximadamente los residuos 146-151 de una secuencia de Rep de AAVS5 de tipo silvestre y la
segunda porcion comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos desde
aproximadamente el residuo 149 hasta aproximadamente el residuo 187 de una secuencia de Rep de AAV2 de tipo
silvestre. En otra realizacion representativa, la primera porcién comprende, consiste esencialmente en, o consiste en
una secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el residuo 1 hasta aproximadamente los residuos 146-151
de una secuencia de Rep de AAVS de tipo silvestre y la segunda porcidon comprende, consiste esencialmente en, o
consiste en una secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el residuo 149 hasta aproximadamente el
residuo 621 de una secuencia de Rep de AAV2 de tipo silvestre. En ciertas realizaciones, la proteina Rep grande
sintética comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NOs:
81 y 83. En otras realizaciones, la proteina Rep grande sintética comprende, consiste esencialmente en, o consiste
en, una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad con una secuencia de aminoacidos de las
SEQ ID NOs: 79, 81 y 83, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% de identidad.

En ciertas realizaciones de la divulgacién, la porciéon de la proteina Rep grande sintética de una secuencia de Rep
de AAV2 de tipo silvestre como se describié anteriormente se puede reemplazar con la porcion correspondiente de
otra proteina Rep de serotipo AAV humano distinta de AAV5, por ejemplo, AAV1, AAV3, AAV4, AAV6, AAV7, AAVS,
AAV9, AAV10, AAV11, AAV12 o AAV13. La similitud estructural y funcional entre las proteinas Rep de AAV2 y otros
serotipos humanos (con la excepcion de AAV5) puede permitir la sustitucion de secuencias de Rep entre los
serotipos (véanse las Figuras 31y 32).

En ciertas realizaciones, una o mas de las porciones de las proteinas Rep sintéticas se pueden modificar para que
difieran de la secuencia de tipo silvestre (por ejemplo, modificando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19 0 20 o mas aa o cualquier intervalo entre los mismos). En otras realizaciones, las proteinas Rep sintéticas
ejemplificadas en este documento pueden ser modificadas (por ejemplo, modificando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 0 mas aa o cualquier intervalo entre los mismos). En algunas realizaciones, las
proteinas Rep sintéticas modificadas retienen el aminoacido Y156 (numeracion segun Rep2). En otras realizaciones,
las proteinas Rep sintéticas modificadas retienen los aminoacidos C151, N155 y/o T161 (numeracién segun Rep2).
En otras realizaciones, las proteinas Rep sintéticas modificadas retienen los aminoacidos G148, A152 y/o V158
(numeracién segun Rep5). Estos aminoacidos especificos pueden ser importantes para la actividad y/o
especificidad.

La invencion también proporciona polinucleétidos (opcionalmente, polinucleétidos aislados) que codifican las

proteinas Rep sintéticas de la invencion. En algunas realizaciones, los polinucleétidos codifican adicionalmente una
0 mas proteinas Cap de parvovirus. Ademas se proporcionan vectores que comprenden los polinucleétidos y células
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(in vivo o en cultivo) que comprenden los polinucledtidos y/o vectores de la invencion. Los vectores adecuados
incluyen, sin limitacion, vectores virales (por ejemplo, adenovirus, AAV, virus del herpes, vacuna, virus de la viruela,
baculovirus, virus de Epstein-Barr, y similares), plasmidos, fagos, YAC, BAC y similares. En algunas realizaciones, el
polinucledtido esta integrado de forma estable en el genoma de una célula. Dichos polinucleétidos, vectores y
células pueden usarse, por ejemplo, como reactivos (por ejemplo, construcciones de empaquetamiento adyuvante o
células de empaquetamiento) para la produccion de vectores virales como se describe en este documento.

ITR de AAV de serpiente

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere al descubrimiento de que una secuencia de ITR de AAV de
serpiente puede funcionar como parte de un vector de parvovirus, aunque no es reconocida por las proteinas Rep de
parvovirus de mamifero (por ejemplo, humano o de primates). La movilizaciéon del vector puede, por lo tanto,
reducirse o evitarse. De este modo, un aspecto de la presente divulgacion se refiere a una plantilla de parvovirus
que comprende (i) una secuencia de nucleétidos heteréloga, y (ii) al menos una secuencia de ITR de AAV de
serpiente. La secuencia de ITR de AAV serpiente puede ser de un AAV de pitdon real. En una realizacion, la
secuencia de ITR de AAV de serpiente comprende la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 123. En una
realizacién adicional, la secuencia ITR de AAV de serpiente comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID
NO: 123 que se ha modificado (por ejemplo, modificando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 0 20 o mas nucledtidos o cualquier intervalo de la misma). En otras realizaciones, la plantilla de parvovirus
comprende al menos una porcién de una ITR de AAV de serpiente, por ejemplo, al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, o 150 0 mas nucleodtidos
contiguos de una ITR de AAV de serpiente o cualquier intervalo de la misma. En ciertas realizaciones, la plantilla de
parvovirus comprende dos secuencias de ITR de AAV de serpiente.

La presente divulgacion se refiere ademas a una particula de parvovirus que comprende la plantilla de parvovirus de
serpiente de la presente divulgacion. En ciertas realizaciones, la particula de parvovirus comprende una capside de
mamifero, por ejemplo, una capside humana o de primate.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere al descubrimiento de métodos para producir particulas de
parvovirus que comprenden una ITR de AAV de serpiente, que incluyen el requerimiento de una proteina Rep
pequefia de mamifero. Por tanto, un aspecto de la presente divulgacion se refiere a un método para producir una
particula de parvovirus, que comprende proporcionar a una célula (por ejemplo, una célula de mamifero tal como
una célula humana o de primate) permisiva para la replicacion de parvovirus: (a) una plantilla de parvovirus
recombinante que comprende (i) una secuencia de nucledtidos heterdloga, y (ii) al menos una secuencia de ITR de
AAV de serpiente; (b) un polinucledtido que codifica una 0 mas proteinas Rep de AAV de serpiente y proteina o
proteinas Cap de AAV de mamifero; y (c) un polinucleétido que codifica proteinas Rep52 y/o Rep40 de mamifero; en
condiciones suficientes para la replicacion y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante; por lo
que se producen en la célula las particulas de parvovirus recombinante que empaquetan la plantilla de parvovirus
recombinante. En una realizacion, la proteina Cap de AAV de mamifero es una proteina Cap de AAV humana o de
primate. En otra realizacion, las proteinas Rep52 y/o Rep40 de AAV de mamifero son proteinas Rep52 y/o Rep40
humanas o de primate (incluyendo formas modificadas de las mismas), por ejemplo, de AAV2. En algunas
realizaciones, el polinucleétido que codifica la proteina Rep de AAV de serpiente y la proteina Cap de AAV de
mamifero también codifica las proteinas Rep52 y/o Rep40 de mamifero. En otras realizaciones, el polinucleétido que
codifica la proteina Rep de AAV de serpiente y la proteina Cap de AAV de mamifero esta separado del
polinucledtido que codifica las proteinas Rep52 y/o Rep40 de mamifero. En algunas realizaciones, el polinucleétido
que codifica la proteina Rep de AAV de serpiente y la proteina Cap de AAV de mamifero es el plasmido
pSnRepCap2 (SEQ ID NO: 125).

En otras realizaciones, pueden usarse otras secuencias de ITR de AAV no humanas no reconocidas por las
proteinas Rep de los parvovirus humanos o de primates. Los ejemplos incluyen, sin limitacion, secuencias de AAV
de camaron, insecto, cabra, bovino, equino y canino.

Métodos de produccion de vectores virales

La presente divulgacién proporciona ademas métodos para producir vectores virales. En una realizacién particular,
la presente divulgacion proporciona un método para producir una particula de parvovirus recombinante, que
comprende proporcionar a una célula permisiva para la replicacién de parvovirus: (a) una plantilla de parvovirus
recombinante que comprende (i) una secuencia de nucleétidos heterdloga, y (ii) la ITR de parvovirus modificada de
la presente divulgacion; (b) un polinucledtido que codifica una proteina Rep grande sintética de la presente
divulgacion; en condiciones suficientes para la replicacion y el empaquetamiento de la plantila de parvovirus
recombinante; por lo cual se producen particulas de parvovirus recombinantes en la célula. Las condiciones
suficientes para la replicacién y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante pueden ser, por
ejemplo, la presencia de secuencias de AAV suficientes para la replicacion del molde de parvovirus y la
encapsidacién en capsides de parvovirus (por ejemplo, secuencias de rep de parvovirus y secuencias de cap de
parvovirus) y secuencias adyuvantes de adenovirus y/o virus del herpes. En realizaciones particulares, la plantilla de
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parvovirus comprende dos secuencias de ITR de parvovirus, que estan ubicadas en 5' y 3' con respecto a la
secuencia heteréloga de acido nucleico, aunque no necesitan estar directamente contiguas a la misma.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la plantilla de parvovirus recombinante comprende una ITR que no se
resuelve mediante Rep para elaborar vectores de AAV duplex como se describe en la publicacién internacional de
patente WO 01/92551.

La plantilla de parvovirus y las secuencias de rep y cap de parvovirus se proporcionan en condiciones tales que el
vector viral que comprende la plantilla de parvovirus empaquetada dentro de la capside de parvovirus se produce en
la célula. EI método puede comprender ademas la etapa de recoger el vector viral de la célula. El vector viral se
puede recoger del medio y/o mediante lisis de las células.

La célula puede ser una célula que es permisiva para la replicacion viral de parvovirus. Se puede emplear cualquier
célula adecuada conocida en la técnica. En realizaciones particulares, la célula es una célula de mamifero (por
ejemplo, una célula de primate o humana). Como otra opcion, la célula puede ser una linea celular de
empaquetamiento complementario trans que proporciona funciones eliminadas de un virus adyuvante de replicacién
defectuosa, por ejemplo, células 293 u otras células E1a de complementacion trans.

Las secuencias de replicacién y de la capside de parvovirus se pueden proporcionar mediante cualquier método
conocido en la técnica. Los protocolos actuales tipicamente expresan los genes rep/cap de parvovirus en un Unico
plasmido. Las secuencias de replicacién y empaquetamiento de parvovirus no necesitan proporcionarse juntas,
aunque puede ser conveniente hacerlo. Las secuencias de rep/cap de parvovirus pueden ser proporcionadas por
cualquier vector viral o no viral. Por ejemplo, se pueden proporcionar secuencias de rep/cap por un vector hibrido de
adenovirus o virus del herpes (por ejemplo, insertado en las regiones E1a o E3 de un vector de adenovirus
eliminado). Los vectores del EBV también se pueden emplear para expresar los genes rep y cap de parvovirus. Una
ventaja de este método es que los vectores del EBV son episomales, pero mantendran un alto nimero de copias a
lo largo de sucesivas divisiones celulares (es decir, se integran de manera estable en la célula como elementos
extracromosomicos, designados como un "episoma nuclear basado en EBV"; véase Margolski, (1992) Curr. Top.
Microbiol. Immun. 158: 67).

Como una alternativa adicional, se pueden incorporar en forma estable en una célula secuencias de rep/cap.

Tipicamente las secuencias de rep/cap de parvovirus no estaran flanqueadas por las TR, para evitar el rescate y/o el
empaquetamiento de estas secuencias.

La plantilla de parvovirus se puede proporcionar a la célula usando cualquier método conocido en la técnica. Por
ejemplo, la plantilla puede ser suministrada por un vector no viral (por ejemplo, plasmido) o viral. En realizaciones
particulares, la plantilla de parvovirus es suministrada por un vector viral del herpes o adenovirus (por ejemplo,
insertado en las regiones E1a o E3 de un adenovirus eliminado). Como otra ilustracion, Palombo et al., (1998) J.
Virology 72: 5025, describe un vector de baculovirus que porta un gen informador flanqueado por las TR de AAV.
Los vectores del EBV también se pueden emplear para suministrar la plantilla, como se describié anteriormente con
respecto a los genes rep/cap.

En otra realizacion representativa, la plantilla de parvovirus es proporcionada por un virus rAAV replicante. En aun
otras realizaciones, un provirus AAV que comprende la plantilla de parvovirus esta integrado de forma estable en el
cromosoma de la célula.

Para mejorar los titulos de virus, pueden proporcionarse a la célula las funciones del virus adyuvante (por ejemplo,
adenovirus o virus del herpes) que promueven una infeccion por parvovirus productiva.

Se conocen en la técnica secuencias de virus adyuvantes necesarias para la replicacion de parvovirus. Tipicamente,
estas secuencias seran proporcionadas por un adenovirus adyuvante o un vector del virus del herpes.
Alternativamente, las secuencias de adenovirus o virus del herpes pueden proporcionarse por otro vector viral o no
viral, por ejemplo, como miniplasmido de adenovirus no infeccioso que porta todos los genes adyuvantes que
promueven la produccion eficiente de parvovirus como describen Ferrari et al., (1997) Nature Med. 3: 1295, y las
patentes de Estados Unidos Nos. 6.040.183 y 6.093.570.

Ademas, las funciones del virus adyuvante pueden ser proporcionadas por una célula de empaquetamiento con las
secuencias adyuvantes integradas en el cromosoma o mantenidas como un elemento extracromosémico estable.
Generalmente, las secuencias de virus adyuvantes no se pueden empaquetar en viriones de parvovirus, por
ejemplo, no estan flanqueados por TR.

Los expertos en la materia apreciaran que puede ser ventajoso proporcionar la replicacion de parvovirus y las

secuencias de la capside y las secuencias del virus adyuvante (por ejemplo, secuencias de adenovirus) en una
Unica construccion adyuvante. Esta construcciéon adyuvante puede ser una construcciéon no viral o viral. Como una
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ilustracion no limitante, la construccién adyuvante puede ser un adenovirus hibrido o virus del herpes hibrido que
comprende los genes rep/cap de parvovirus.

En una realizacién particular, las secuencias de rep/cap de parvovirus y las secuencias adyuvantes de adenovirus
son suministradas por un uUnico vector adyuvante de adenovirus. Este vector puede comprender adicionalmente la
plantilla de parvovirus. Las secuencias de rep/cap de parvovirus y/o la plantilla de parvovirus se pueden insertar en
una region eliminada (por ejemplo, las regiones E1a o E3) del adenovirus.

En una realizacion adicional, las secuencias de rep/cap de parvovirus y las secuencias adyuvantes de adenovirus se
suministran por un solo vector adyuvante de adenovirus. De acuerdo con esta realizacién, la plantilla de parvovirus
se puede proporcionar como una plantilla de plasmido.

En ofra realizacion ilustrativa, las secuencias de rep/cap de parvovirus y las secuencias adyuvantes de adenovirus
se proporcionan mediante un solo vector adyuvante de adenovirus, y la plantilla de parvovirus se integra en la célula
como un provirus. Alternativamente, la plantilla de parvovirus es proporcionada por un vector del EBV que se
mantiene dentro de la célula como un elemento extracromosémico (por ejemplo, como un episoma nuclear basado
en EBV).

En una realizacion a modo de ejemplo adicional, las secuencias de rep/cap de parvovirus y las secuencias
adyuvantes de adenovirus son proporcionadas por un unico adyuvante de adenovirus. La plantilla de parvovirus se
puede proporcionar como un vector viral de replicacion separado. Por ejemplo, la plantilla de parvovirus puede
proporcionarse mediante una particula de parvovirus o una segunda particula de adenovirus recombinante.

De acuerdo con los métodos anteriores, el vector de adenovirus hibrido comprende tipicamente las secuencias cis
de adenovirus 5' y 3' suficientes para la replicacion y el empaquetamiento de adenovirus (es decir, las repeticiones
terminales de adenovirus y la secuencia de PAC). Las secuencias de rep/cap de parvovirus vy, si estan presentes, la
plantilla de parvovirus esta incorporada en la cadena principal del adenovirus y esta flanqueada por las secuencias
cis 5' y 3', de modo que estas secuencias pueden empacarse en capsides de adenovirus. Como se describid
anteriormente, las secuencias adyuvantes de adenovirus y las secuencias de rep/cap de parvovirus generalmente no
estan flanqueadas por TR, de modo que estas secuencias no se empaquetan en los viriones de parvovirus.

Zhang et al., ((2001) Gene Ther. 18: 704-12) describen un adyuvante quimérico que comprende adenovirus y los
genes rep y cap de AAV.

El virus del herpes también se puede usar como un virus adyuvante en los métodos de empaquetamiento de
parvovirus. Los virus hibridos del herpes que codifican la proteina o proteinas Rep de parvovirus pueden facilitar
ventajosamente esquemas de produccion de vectores de parvovirus escalables. Se ha descrito un vector hibrido del
virus del herpes simple tipo | (HSV-1) que expresa los genes rep y cap de AAV-2 (Conway et al., (1999) Gene Ther.
6: 986 y el documento WO 00/17377).

Como una alternativa adicional, los vectores virales de la presente divulgacion se pueden producir en células de
insecto usando vectores de baculovirus para administrar los genes rep/cap y la plantilla de parvovirus como lo
describen, por ejemplo, Urabe et al., (2002) Human Gene Ther. 13: 1935-43.

Las reservas de vector de parvovirus libres de virus adyuvante contaminante se pueden obtener mediante cualquier
método conocido en la técnica. Por ejemplo, el virus de parvovirus y adyuvante se puede diferenciar facilmente en
funcion del tamafio. El parvovirus también puede separarse del virus adyuvante basandose en la afinidad por un
sustrato de heparina (Zolotukhin et al. (1999) Gene Therapy 6: 973). Los virus adyuvantes de replicacion defectuosa
eliminados se pueden usar para que cualquier virus adyuvante contaminante no sea competente en la replicacion.
Como una alternativa adicional, puede emplearse un adyuvante de adenovirus que carece de expresion génica
tardia, ya que solo se requiere la expresion del gen temprano de adenovirus para mediar el empaquetamiento del
parvovirus. Los mutantes de adenovirus defectuosos para la expresioén génica tardia son conocidos en la técnica
(por ejemplo, mutantes de adenovirus ts100K y ts149).

Vectores de virus recombinantes

Los vectores virales de la presente divulgacion son utiles para la administracion de acidos nucleicos a células in
vitro, ex vivo e in vivo. En particular, los vectores virales se pueden emplear ventajosamente para administrar o
transferir acidos nucleicos a animales, incluidos mamiferos, células.

Cualquier secuencia heteréloga de acido nucleico de interés se puede administrar en los vectores virales de la
presente divulgacion. Los acidos nucleicos de interés incluyen acidos nucleicos que codifican polipéptidos,
incluyendo polipéptidos terapéuticos (por ejemplo, para usos médicos o veterinarios), inmunogénicos (por ejemplo,
para vacunas) o de diagnostico.
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Los polipéptidos terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, proteina reguladora transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR), distrofina (que incluye mini y microdistrofinas (véase, por ejemplo, Vincent et al., (1993) Nature
Genetics 5: 130; publicaciéon de patente de Estados Unidos No. 2003/017131; publicacién internacional
WO/2008/088895, Wang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 13714-13719 (2000); y Gregorevic et al., Mol. Ther.
16: 657-64 (2008)), propéptido de miostatina, folistatina, receptor soluble de activina tipo Il, IGF-1, polipéptidos
antiinflamatorios tales como el mutante dominante lkappa B, sarcospan, utrofina (Tinsley et al., (1996) Nature 384:
349), mini-utrofina, factores de coagulaciéon (por ejemplo, Factor VIII, Factor IX, Factor X, etc.), eritropoyetina,
angiostatina, endostatina, catalasa, tirosina hidroxilasa, superdéxido dismutasa, leptina, receptor de LDL, lipoproteina
lipasa, ornitina transcarbamilasa, pB-globina, a-globina, espectrina, as-antitripsina, adenosina desaminasa,
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa, -glucocerebrosidasa, esfingomielinasa, hexosaminidasa lisosomal A,
deshidrogenasa cetoacida de cadena ramificada, proteina RP65, citoquinas (por ejemplo, interferén a, interferén 3,
interferén v, interleuquina 2, interleuquina 4, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos, linfotoxina y
similares), factores de crecimiento peptidicos, factores neurotréficos y hormonas (por ejemplo, somatotropina,
insulina, factores de crecimiento tipo insulina 1 y 2, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de
crecimiento epidérmico, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento nervioso, factor neurotréfico 3 y
4, factor neurotrofico derivado del cerebro, proteinas morfogénicas éseas [que incluyen RANKL y VEGF], factor de
crecimiento derivado de la glia, factor de crecimiento transformante a y 8, y similares), a-glucosidasa del acido
lisosémico, a-galactosidasa A, receptores (por ejemplo, el receptor soluble del factor a de crecimiento de la necrosis
tumoral), S100A1, parvalbumina, adenilil ciclasa tipo 6, una molécula que afecta al receptor quinasa tipo 2
desactivado acoplado a proteina G, tal como un bARKct constitutivamente activo truncado, factores antiinflamatorios
tales como IRAP, proteinas antimiostatina, aspartoacilasa y anticuerpos monoclonales (que incluyen anticuerpos
monoclonales de cadena sencilla; un ejemplo de Mab es el Mab Herceptin®). Otras secuencias ilustrativas de acidos
nucleicos heterdlogos codifican productos genéticos suicidas (por ejemplo, timidina quinasa, citosina desaminasa,
toxina diftérica y factor de necrosis tumoral), proteinas que confieren resistencia a un farmaco utilizado en la terapia
del cancer, productos génicos supresores de tumores (por ejemplo, P53, Rb, Wt-1), TRAIL, ligando de FAS y
cualquier otro polipéptido que tenga un efecto terapéutico en un sujeto que lo necesite. Los vectores de parvovirus
también pueden usarse para administrar anticuerpos monoclonales y fragmentos de anticuerpos, por ejemplo, un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo dirigido contra miostatina (véase, por ejemplo, Fang et al., Nature Biotechnol.,
23: 584-590 (2005)).

Las secuencias heterdlogas de acidos nucleicos que codifican polipéptidos incluyen aquellas que codifican
polipéptidos informadores (por ejemplo, una enzima). Los polipéptidos informadores son conocidos en la técnica e
incluyen, pero no se limitan a, proteina fluorescente verde, B-galactosidasa, fosfatasa alcalina, luciferasa y gen de
cloranfenicol acetiltransferasa.

Alternativamente, en realizaciones particulares de la presente divulgacion, el acido nucleico heterdlogo puede
codificar un acido nucleico antisentido, una ribozima (por ejemplo, como se describe en la patente de Estados
Unidos No. 5.877.022), ARN que efectian un empalme de trans mediado por espliceosoma (véase, Puttaraju et al.,
(1999) Nature Biotech., 17: 246; patente de Estados Unidos No. 6.013.487; patente de Estados Unidos No.
6.083.702), ARN de interferencia (ARNi) que incluyen ARNpi, ARNph o miARN que median el silenciamiento génico
(véase, Sharp et al., (2000) Science 287: 2431), y otros ARN no traducidos, tales como ARN "guia" (Gorman et al.,
(1998) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95: 4929; patente de Estados Unidos No. 5.869.248 de Yuan et al.), y similares.
Ejemplos de ARN no traducidos incluyen ARNi contra un producto génico de resistencia a multiples farmacos (MDR)
(por ejemplo, para ftratar y/o prevenir tumores y/o para administracion al corazén para evitar dafios por
quimioterapia), ARNi contra miostatina (por ejemplo, para distrofia muscular de Duchenne), ARNi contra VEGF (por
ejemplo, para tratar y/o prevenir tumores), ARNi contra fosfolamban (por ejemplo, para tratar enfermedades
cardiovasculares, véase, por ejemplo, Andino et al., J. Gene Med. 10: 132-142 (2008) y Li et al., Acta Pharmacol Sin.
26: 51-55 (2005)); moléculas inhibidoras de fosfolamban o de dominancia negativa tales como fosfolamban S16E
(por ejemplo, para tratar enfermedades cardiovasculares, véase, por ejemplo, Hoshijima et al., Nat. Med. 8: 864-871
(2002)), ARNi para adenosina quinasa (por ejemplo, para epilepsia), ARNi para un sarcoglicano [por ejemplo, a, B,
v]l, ARNi contra miostatina, propéptido de miostatina, folistatina o receptor soluble de activina tipo Il, ARNi contra
polipéptidos antiinflamatorios tales como el mutante dominante lkappa B y ARNi dirigido contra organismos y virus
patégenos (por ejemplo, virus de la hepatitis B, virus de la inmunodeficiencia humana, CMV, virus del herpes simple,
virus del papiloma humano, etc.).

Alternativamente, en realizaciones particulares de la presente divulgacion, el acido nucleico heterdlogo puede
codificar el inhibidor de proteina fosfatasa | (I-1), serca2a, proteinas de dedo de zinc que regulan el gen de
fosfolamban, Barkct, receptor 2-adrenérgico, receptor quinasa p2-adrenérgico (BARK), fosfoinositida-3 quinasa (PI3
quinasa), una molécula que afecta al receptor quinasa tipo 2 a acoplado a proteina G, tal como un bARKct
constitutivamente activo truncado; calsarcina, ARNi contra fosfolamban; moléculas inhibidoras de fosfolamban o de
dominancia negativa tales como fosfolamban S16E, enos, inos o proteinas morfogénicas dseas (que incluyen BNP2,
7, etc., RANKL y/o VEGF).

El vector viral también puede comprender un acido nucleico heterélogo que comparte homologia y se recombina con

un locus en un cromosoma huésped. Este enfoque puede utilizarse, por ejemplo, para corregir un defecto genético
en la célula huésped.
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La presente divulgacion también proporciona vectores virales que expresan un polipéptido inmunogénico, por
ejemplo, para la vacunacion. El acido nucleico puede codificar cualquier inmundgeno de interés conocido en la
técnica que incluye, pero no se limita a, inmundgenos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la
inmunodeficiencia simia (SIV), virus de la influenza, VIH o proteinas gag del SIV, antigenos tumorales, antigenos del
cancer, antigenos bacterianos, antigenos virales y similares.

El uso de parvovirus como vectores de vacuna es conocido en la técnica (véanse, por ejemplo, Miyamura et al.,
(1994) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 91: 8507; la patente de Estados Unidos No. 5.916.563 de Young et al., la Patente
de Estados Unidos No. 5.905.040 de Mazzara et al., la patente de Estados Unidos No. 5.882.652, la patente de
Estados Unidos No. 5.863.541 de Samulski et al.). El antigeno puede presentarse en la capside de parvovirus.
Alternativamente, el antigeno se puede expresar a partir de un acido nucleico heterélogo introducido en un genoma
de vector recombinante. Cualquier inmunégeno de interés como se describe en la presente memoria y/o como se
conoce en la técnica puede proporcionarse mediante el vector viral de la presente divulgacion.

Un polipéptido inmunogénico puede ser cualquier polipéptido adecuado para provocar una respuesta inmune y/o
proteger al sujeto contra una infeccion y/o enfermedad, que incluye, pero no se limita a, infecciones y enfermedades
por microbios, bacterias, protozoos, parasitos, hongos y/o virus. Por ejemplo, el polipéptido inmunogénico puede ser
un inmundégeno de ortomixovirus (por ejemplo, un inmunégeno de virus de influenza, tal como la proteina de
superficie de hemaglutinina (HA) del virus de la influenza o la nucleoproteina del virus de la influenza, o un
inmundgeno del virus de influenza equina) o un inmundgeno de lentivirus (por ejemplo un inmundgeno del virus de la
anemia infecciosa equina, un inmundgeno del virus de la inmunodeficiencia simia (SIV) o un inmunégeno del virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), tal como la proteina GP160 de la envoltura del VIH o SV, las proteinas de la
matriz/cépside del VIH/SIV y los productos génicos gag, pol y env del VIH o SIV). El polipéptido inmunogénico
también puede ser un inmundégeno de arenavirus (por ejemplo, inmundégeno del virus de la fiebre de Lassa, tal como
la proteina de la nucleocapside del virus de la fiebre de Lassa y la glicoproteina de la envoltura de la fiebre de
Lassa), un inmundgeno del virus de la viruela (por ejemplo, un inmundgeno del virus vacuna, tal como los productos
del gen L1 o L8 del virus vacuna), un inmundégeno de flavivirus (por ejemplo, un inmundégeno del virus de la fiebre
amarilla o un inmundgeno de encefalitis japonesa), un inmundgeno de filovirus (por ejemplo, un inmundégeno de virus
del Ebola o un inmunégeno de virus de Marburg, tal como productos génicos NP y GP), un inmundégeno de
bunyavirus (por ejemplo, inmunégenos del virus RVFV, CCHF y/o SFS) o un inmunégeno de coronavirus (por
ejemplo, un inmundégeno de coronavirus humano infeccioso, tal como la glucoproteina de envoltura de coronavirus
humano, o un inmunégeno de virus de gastroenteritis transmisible porcina, o un inmunégeno del virus de la
bronquitis infecciosa aviar). El polipéptido inmunogénico puede ser ademas un inmundégeno de polio, un inmunégeno
de herpes (por ejemplo, inmunégenos de CMV, EBV, HSV) un inmundégeno de paperas, un inmundgeno de
sarampioén, un inmunégeno de rubéola, una toxina de difteria u otro inmundgeno de difteria, un antigeno de tos
ferina, un inmunégeno de hepatitis (por ejemplo, de hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, etc.), y/o cualquier otro
inmunogeno de vacuna ahora conocido en la técnica o identificado posteriormente como un inmunégeno.

Alternativamente, el polipéptido inmunogénico puede ser cualquier tumor o antigeno de célula cancerosa.
Opcionalmente, el antigeno tumoral o cancerigeno se expresa en la superficie de la célula cancerosa. Los ejemplos
de antigenos cancerosos y de células tumorales se describen en S. A. Rosenberg (Immunity 10: 281 (1991)). Otros
antigenos cancerigenos y tumorales ilustrativos incluyen, pero no se limitan a: producto del gen BRCA1, producto
del gen BRCA2, gp100, tirosinasa, GAGE-1/2, BAGE, RAGE, LAGE, NY-ESO-1, CDK-4, B-catenina, MUM-1,
Caspasa-8, KIAA0205, HPVE, SART-1, PRAME, p15, antigenos tumorales de melanoma (Kawakami et al., (1994)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3515; Kawakami et al., (1994) J. Exp. Med., 180: 347; Kawakami et al., (1994) Cancer
Res. 54: 3124), MART-1, gp100 MAGE-1, MAGE-2, MAGE-3, CEA, TRP-1, TRP-2, P-15, tirosinasa (Brichard et al.,
(1993) J. Exp. Med. 178: 489); producto del gen HER-2/neu (patente de los Estados Unidos No. 4.968.603), CA 125,
LK26, FB5 (endosialina), TAG 72, AFP, CA19-9, NSE, DU-PAN-2, CA50, SPan-1, CA72- 4, HCG, STN (antigeno
sialil Tn), proteinas c-erbB-2, PSA, L-CanAg, receptor de estrogeno, globulina de grasa de leche, proteina supresora
de tumor p53 (Levine, (1993) Ann. Rev. Biochem. 62: 623 ); antigenos de mucina (publicacion internacional de
patente No. WO 90/05142); telomerasas; proteinas nucleares de matriz; fosfatasa acida prostatica; antigenos del
virus del papiloma; y/o antigenos ahora conocidos o posteriormente descubiertos como asociados con los siguientes
canceres: melanoma, adenocarcinoma, timoma, linfoma (por ejemplo, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin),
sarcoma, cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de colon, leucemia, cancer uterino, cancer de mama, cancer
de prostata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer de rifion, cancer de pancreas,
cancer de cerebro y cualquier otro cancer o condicion maligna ahora conocida o identificada posteriormente (véase,
por ejemplo, Rosenberg, (1996) Ann. Rev . Med. 47: 481-91).

Como una alternativa adicional, el acido nucleico heterélogo puede codificar cualquier polipéptido que se produzca
deseablemente en una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Por ejemplo, los vectores virales pueden introducirse en
células cultivadas y el producto del gen expresado aislado a partir de ellas.

Los expertos en la técnica entenderan que el &cido o los acidos nucleicos heterélogos de interés pueden asociarse

operativamente con secuencias de control apropiadas. Por ejemplo, el acido nucleico heterélogo puede asociarse
operativamente con elementos de control de la expresion, tales como sefiales de control de transcripcion/traduccion,
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origenes de replicacion, sefales de poliadenilacion, sitios internos de entrada al ribosoma (IRES), promotores y/o
potenciadores, y similares.

Los expertos en la técnica apreciaran que puede usarse una variedad de elementos promotores/potenciadores
dependiendo del nivel y la expresion deseada especifica del tejido. EI promotor/potenciador puede ser constitutivo o
inducible, dependiendo del patron de expresion deseado. El promotor/potenciador puede ser nativo o foraneo y
puede ser una secuencia natural o sintética. Por foraneo, se pretende que la regién de inicio de la transcripcion no
se encuentre en el huésped de tipo silvestre en el que se introduce la region de inicio de la transcripcion.

En realizaciones particulares, los elementos promotores/potenciadores pueden ser nativos de la célula objetivo o
sujetos a ser tratados. En realizaciones representativas, el elemento promotor/potenciador puede ser nativo de la
secuencia heterdloga de acido nucleico. El elemento promotor/potenciador generalmente se elige para que funcione
en la célula o células objetivo de interés. Ademas, en realizaciones particulares, el elemento promotor/potenciador
es un elemento promotor/potenciador de mamifero. El elemento promotor/potenciador puede ser constitutivo o
inducible.

Los elementos inducibles de control de la expresion son tipicamente ventajosos en aquellas aplicaciones en las que
es deseable proporcionar regulacion sobre la expresion de la secuencia o secuencias heterologas de acido nucleico.
Los elementos promotores/potenciadores inducibles para la administracion de genes pueden ser elementos
promotores/potenciadores preferidos o especificos del tejido e incluyen especificos o preferidos del musculo
(incluidos los preferidos o especificos del musculo cardiaco, esquelético o liso), especificos o preferidos del tejido
neural (incluido especificos o preferidos del cerebro), especificos o preferidos del ojo (incluidos especificos de la
retina y especificos de la cérnea), especificos o preferidos del higado, especificos o preferidos de la médula 6sea,
especificos o preferidos del pancreas, especificos o preferidos del bazo, y elementos promotores/potenciadores
especificos o preferidos del pulmén. Otros elementos promotores/potenciadores inducibles incluyen elementos
inducibles por hormonas e inducibles por metales. Ejemplos de elementos promotores/potenciadores inducibles
incluyen, pero no se limitan a, un elemento de activacién/desactivacion de Tet, un promotor inducible por RU486, un
promotor inducible por ecdisona, un promotor inducible por rapamicina y un promotor de metalotioneina.

En realizaciones en las que la secuencia o secuencias de acido nucleico heterélogo se transcriben y luego se
traducen en las células objetivo, generalmente se incluyen sefales de iniciacion especificas para la traduccion
eficiente de las secuencias insertadas de codificacion de proteina. Estas secuencias exdégenas de control de la
traduccion, que pueden incluir el codon de iniciacion ATG y secuencias adyacentes, pueden ser de una variedad de
origenes, tanto naturales como sintéticos.

Los vectores virales de acuerdo con la presente divulgacion proporcionan un medio para suministrar acidos
nucleicos heterélogos en una amplia gama de células, que incluyen células que se dividen y que no se dividen. Los
vectores virales se pueden emplear para liberar un acido nucleico de interés a una célula in vitro, por ejemplo, para
producir un polipéptido in vitro o para terapia génica ex vivo. Los vectores virales son adicionalmente utiles en un
método para administrar un acido nucleico a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, para expresar un polipéptido
inmunogénico o terapéutico o un ARN funcional. De esta manera, el polipéptido o ARN funcional puede producirse in
vivo en el sujeto. El sujeto puede necesitar el polipéptido porque el sujeto tiene una deficiencia del polipéptido.
Ademas, el método puede ponerse en practica porque la produccién del polipéptido o ARN funcional en el sujeto
puede impartir algun efecto beneficioso.

Los vectores virales también se pueden usar para producir un polipéptido de interés o ARN funcional en células
cultivadas o en un sujeto (por ejemplo, usando el sujeto como un biorreactor para producir el polipéptido o para
observar los efectos del ARN funcional en el sujeto, por ejemplo, en relacion con los métodos de seleccion).

En general, los vectores virales de la presente divulgacion se pueden emplear para administrar un acido nucleico
heterdlogo que codifica un polipéptido o ARN funcional para tratar y/o prevenir cualquier estado de enfermedad para
el que es beneficioso administrar un polipéptido terapéutico o ARN funcional. Los estados patoldgicos ilustrativos
incluyen, pero no se limitan a: fibrosis quistica (proteina reguladora transmembrana de la fibrosis quistica) y otras
enfermedades del pulmén, hemofilia A (factor VIII), hemofiia B (factor IX), talasemia (B-globina), anemia
(eritropoyetina) y otros trastornos sanguineos, enfermedad de Alzheimer (GDF; neprilisina), esclerosis multiple
(interferon B), enfermedad de Parkinson (factor neurotréfico derivado de la linea celular glial [GDNF]), enfermedad
de Huntington (ARNi para eliminar las repeticiones), esclerosis lateral amiotréfica, epilepsia (galanina, factores
neurotroficos) y otros trastornos neurolégicos, cancer (endostatina, angiostatina, TRAIL, ligando FAS, citoquinas
incluyendo interferones, ARNi incluyendo ARNi contra VEGF o el producto génico de resistencia a mdultiples
medicamentos), diabetes mellitus (insulina), distrofias musculares que incluyen Duchenne (distrofina, mini-distrofina,
factor de crecimiento | similar a la insulina, un sarcoglicano [por ejemplo, a, B, y], ARNi contra miostatina, propéptido
de miostatina, folistatina, receptor soluble de activina de tipo Il, polipéptidos antiinflamatorios tales como el mutante
dominante de lkappa B, sarcospan, utrofina, mini-utrofina, ARNi contra uniones de empalme en el gen de la
distrofina para inducir omisién de exén [véase, por ejemplo, el documento WO/2003/095647], antisentido contra
ARNnp U7 para inducir omision de exon [véase, por ejemplo, el documento WO/2006/021724], y anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos contra miostatina o propéptido de miostatina) y enfermedad de Becker, enfermedad de
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Gaucher (glucocerebrosidasa), enfermedad de Hurler (a-L-iduronidasa), deficiencia de adenosina desaminasa
(adenosina desaminasa), enfermedades de almacenamiento de glucégeno (por ejemplo, enfermedad de Fabry [a-
galactosidasa] y enfermedad de Pompe [a-glucosidasa del acido lisosémico]) y otros defectos metabdlicos, enfisema
congénito (a1-antitripsina), sindrome de Lesch-Nyhan (hipoxantina guanina fosforribosil transferasa), enfermedad de
Niemann-Pick (esfingomielinasa), enfermedad de Tays Sachs (hexosaminidasa lisosémica A), enfermedad urinaria
de jarabe de arce (deshidrogenasa cetoacida de cadena ramificada), enfermedades degenerativas de la retina (y
otras enfermedades del ojo y retina, por ejemplo, PDGF para la degeneracion macular), enfermedades de 6rganos
solidos tales como cerebro (incluida la enfermedad de Parkinson [GDNF], astrocitomas [endostatina, angiostatina y/o
ARNi contra VEGF], glioblastomas [endostatina, angiostatina y/o ARNi contra VEGF]), higado, rifién, corazén
incluyendo insuficiencia cardiaca congestiva o enfermedad arterial periférica (PAD) (por ejemplo, administrando el
inhibidor de la proteina fosfatasa | (I-1), serca2a, proteinas de dedos de zinc que regulan el gen fosfolamban, Barkct,
receptor 32-adrenérgico, receptor quinasa B2-adrenérgico (BARK), fosfoinositido-3 quinasa (P13 quinasa), S100A1,
parvalbumina, adenilil ciclasa tipo 6, una molécula que afecta al receptor tipo quinasa tipo 2 desactivado acoplado a
proteina G tal como un bARKct constitutivamente activo truncado; calsarcina, ARNi contra fosfolamban; moléculas
inhibidoras de fosfolamban o de dominancia negativa tales como fosfolamban S16E, etc.), artritis (factores de
crecimiento similares a la insulina), trastornos de las articulaciones (factor 1 y/o 2 de crecimiento similar a la
insulina), hiperplasia de la intima (por ejemplo, al administrar enos, inos), mejoramiento de la supervivencia de los
trasplantes de corazén (superéxido dismutasa), SIDA (CD4 soluble), pérdida de masa muscular (factor de
crecimiento | similar a la insulina), deficiencia renal (eritropoyetina), anemia (eritropoyetina), artritis (factores
antiinflamatorios tales como IRAP vy el receptor soluble del TNFa), hepatitis (interferén a), deficiencia del receptor de
LDL (receptor de LDL), hiperamonemia (ornitina transcarbamilasa), enfermedad de Krabbe (galactocerebrosidasa),
enfermedad de Batten, ataxias cerebro espinales incluyendo SCA1, SCA2 y SCAS3, fenilcetonuria (fenilalanina
hidroxilasa), enfermedades autoinmunes y similares. La presente divulgacion puede utilizarse adicionalmente
después de un trasplante de dérgano para aumentar el éxito del trasplante y/o reducir los efectos secundarios
negativos del trasplante de o&rganos o terapias complementarias (por ejemplo, administrando agentes
inmunosupresores o acidos nucleicos inhibidores para bloquear la produccion de citoquinas). Como otro ejemplo, las
proteinas morfogénicas 6seas (que incluyen BNP2, 7, etc., RANKL y/o VEGF) se pueden administrar con un
aloinjerto 6seo, por ejemplo, después de un corte o extraccion quirirgica en un paciente con cancer.

La transferencia de genes tiene un uso potencial sustancial para comprender y proporcionar terapia para estados de
enfermedad. Hay una serie de enfermedades hereditarias en las que se conocen genes defectuosos y se han
clonado. En general, los estados de enfermedad anteriores se dividen en dos clases: estados de deficiencia,
generalmente de enzimas, que generalmente se heredan de manera recesiva y estados desequilibrados, que
pueden implicar proteinas reguladoras o estructurales, y que tipicamente se heredan de manera dominante. Para las
enfermedades del estado de deficiencia, la transferencia génica se puede utilizar para llevar un gen normal a los
tejidos afectados para la terapia de reemplazo, asi como para crear modelos animales para la enfermedad usando
mutaciones antisentido. Para estados de enfermedad desequilibrados, la transferencia de genes se puede utilizar
para crear un estado de enfermedad en un sistema modelo, que luego se puede utilizar en esfuerzos para
contrarrestar el estado de la enfermedad. Por lo tanto, los vectores virales de acuerdo con la presente divulgacion
permiten el tratamiento y/o la prevencidn de enfermedades genéticas.

Los vectores virales de acuerdo con la presente divulgacion también se pueden emplear para proporcionar un ARN
funcional a una célula in vitro o in vivo. La expresion del ARN funcional en la célula, por ejemplo, puede disminuir la
expresion de una proteina objetivo particular por la célula. En consecuencia, se puede administrar el ARN funcional
para disminuir la expresién de una proteina particular en un sujeto que lo necesita. EI ARN funcional también puede
administrarse a células in vitro para regular la expresion génica y/o la fisiologia celular, por ejemplo, para optimizar
sistemas de cultivo celulares o de tejidos o en métodos de seleccion.

Los vectores virales de acuerdo con la presente divulgacién encuentran uso en métodos de diagndstico y seleccion,
por lo que un acido nucleico de interés se expresa transitoria o establemente en un sistema de cultivo celular, o
alternativamente, un modelo animal transgénico.

Los vectores virales de la presente divulgacion también se pueden usar para diversos fines no terapéuticos, que
incluyen, pero no se limitan a, uso en protocolos para evaluar el direccionamiento, eliminacion, transcripcion,
traduccion génica, etc., como seria evidente para un experto en la técnica. Los vectores virales también se pueden
usar para evaluar la seguridad (propagacion, toxicidad, inmunogenicidad, etc.). Tales datos, por ejemplo, son
considerados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos como parte del proceso
regulatorio de aprobaciéon antes de la evaluacion de la eficacia clinica.

Como un aspecto adicional, los vectores virales de la presente divulgacion se pueden usar para producir una
respuesta inmune en un sujeto. De acuerdo con esta realizacién, se puede administrar a un sujeto un vector viral
que comprende una secuencia heteréloga de acido nucleico que codifica un polipéptido inmunogénico, y el sujeto
monta una respuesta inmune activa contra el polipéptido inmunogénico. Los polipéptidos inmunogénicos son como
se describio anteriormente. En algunas realizaciones, se provoca una respuesta inmune protectora.
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Alternativamente, el vector viral se puede administrar a una célula ex vivo y la célula alterada se administra al sujeto.
El vector viral que comprende el acido nucleico heterdlogo se introduce en la célula, y la célula se administra al
sujeto, donde el acido nucleico heterélogo que codifica el inmundgeno puede expresarse e inducir una respuesta
inmune en el sujeto frente al inmundgeno. En realizaciones particulares, la célula es una célula presentadora de
antigeno (por ejemplo, una célula dendritica).

Una "respuesta inmune activa" o "inmunidad activa" se caracteriza por la "participacion de tejidos y células del
huésped después de un encuentro con el inmundgeno. Implica diferenciacion y proliferacion de células
inmunocompetentes en tejidos linforreticulares, que conducen a la sintesis de anticuerpos o el desarrollo de la
reactividad mediada por células, o ambas cosas". Herbert B. Herscowitz, Immunophysiology: Cell Function and
Cellular Interactions in Antibody Formation, en IMMUNOLOGY: BASIC PROCESSES 117 (Joseph A. Bellanti ed.,
1985). Alternativamente, el huésped monta una respuesta inmune activa después de la exposicion a un inmundégeno
por infeccién o por vacunacion. La inmunidad activa se puede contrastar con la inmunidad pasiva, que se adquiere a
través de la "transferencia de sustancias preformadas (anticuerpo, factor de transferencia, injerto timico,
interleuquina 2) de un huésped inmunizado activamente a un huésped no inmune". Id.

Una respuesta inmune "protectora” o inmunidad "protectora” como se usa en la presente memoria indica que la
respuesta inmune confiere algun beneficio al sujeto en cuanto a que previene o reduce la incidencia de la
enfermedad. Alternativamente, una respuesta inmune protectora o inmunidad protectora puede ser util en el
tratamiento y/o prevencién de enfermedades, en particular cancer o tumores (por ejemplo, previniendo el cancer o la
formacion de tumores, causando la regresién de un cancer o tumor y/o previniendo metastasis y/o prevencion del
crecimiento de nddulos metastasicos). Los efectos protectores pueden ser completos o parciales, siempre que los
beneficios del tratamiento superen cualquier desventaja de los mismos.

En realizaciones particulares, el vector viral o célula que comprende el acido nucleico heterélogo se puede
administrar en una cantidad inmunogénicamente eficaz, como se describe a continuacion.

Los vectores virales de la presente divulgacion también se pueden administrar para inmunoterapia del cancer
mediante la administracion de un vector viral que expresa uno o mas antigenos de células cancerosas (0 una
molécula inmunolégicamente similar) o cualquier otro inmunégeno que produce una respuesta inmune contra una
célula cancerosa. Para ilustrar, se puede producir una respuesta inmune contra un antigeno de célula cancerosa en
un sujeto administrando un vector viral que comprende un acido nucleico heterélogo que codifica el antigeno de
célula cancerosa, por ejemplo para tratar a un paciente con cancer y/o prevenir el desarrollo de cancer en el sujeto.
El vector viral se puede administrar a un sujeto in vivo o usando métodos ex vivo, como se describe en este
documento. Alternativamente, el antigeno del cancer puede expresarse como parte de la capside del virus o bien
estar asociado con la capside del virus como se describié anteriormente.

Como ofra alternativa, puede administrarse cualquier otro acido nucleico terapéutico (por ejemplo, ARNi) o
polipéptido (por ejemplo, citoquina) conocido en la técnica para tratar y/o prevenir el cancer.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "cancer" abarca canceres formadores de tumores. Del mismo
modo, el término "tejido canceroso" abarca tumores. Un "antigeno de célula cancerosa" abarca antigenos tumorales.

El término "cancer" tiene su significado entendido en la técnica, por ejemplo, un crecimiento incontrolado de tejido
que tiene el potencial de extenderse a sitios distantes del cuerpo (es decir, metastasis). Los ejemplos de canceres
incluyen, pero no se limitan a melanoma, adenocarcinoma, timoma, linfoma (por ejemplo, linfoma no Hodgkin,
linfoma de Hodgkin), sarcoma, cancer de pulmoén, cancer de higado, cancer de colon, leucemia, cancer uterino,
cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de vejiga, cancer de rifién,
cancer de pancreas, cancer de cerebro y cualquier otro cancer o condicion maligna ahora conocida o identificada
posteriormente. En realizaciones representativas, la presente divulgacion proporciona un método para tratar y/o
prevenir canceres formadores de tumores.

El término "tumor" también se entiende en la técnica, por ejemplo, como una masa anormal de células
indiferenciadas dentro de un organismo multicelular. Los tumores pueden ser malignos o benignos. En realizaciones
representativas, los métodos descritos en este documento se usan para prevenir y tratar tumores malignos.

Por los términos "tratar el cancer", "tratamiento del cancer" y términos equivalentes se pretende que la gravedad del
cancer se reduzca o al menos se elimine parcialmente y/o que la progresion de la enfermedad se desacelere y/o
controle y/o la enfermedad se estabilice. En realizaciones particulares, estos términos indican que la metastasis del
cancer se previene o se reduce o al menos se elimina parcialmente y/o que el crecimiento de nédulos metastasicos
se previene o se reduce o0 al menos se elimina parcialmente.

Mediante los términos "prevencién del cancer" o "prevenir el cancer" y términos equivalentes, se pretende que los

métodos eliminen o reduzcan y/o retrasen, al menos parcialmente, la incidencia y/o gravedad del inicio del cancer.
De forma alternativa, el inicio del cancer en el sujeto puede reducirse en probabilidad o potencia y/o retrasarse.
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En realizaciones particulares, las células se pueden eliminar de un sujeto con cancer y ponerse en contacto con un
vector viral de acuerdo con la presente divulgacion. La célula modificada se administra luego al sujeto, por lo que se
provoca una respuesta inmune contra el antigeno de la célula cancerosa. Este método se puede emplear
ventajosamente con sujetos inmunocomprometidos que no pueden montar una respuesta inmune suficiente in vivo
(es decir, no pueden producir anticuerpos potenciadores en cantidades suficientes).

Se sabe en la técnica que las respuestas inmunitarias se pueden potenciar mediante citoquinas inmunomoduladoras
(por ejemplo, interferén a, interferon B, interferdn vy, interferon w, interferén t, interleuquina 1a, interleuquina 1P,
interleuquina 2, interleuquina 3, interleuquina 4, interleuquina 5, interleuquina 6, interleuquina 7, interleuquina 8,
interleuquina 9, interleuquina 10, interleuquina 11, interleuquina 12, interleuquina 13, interleuquina 14, interleuquina
18, factor de crecimiento de células B, ligando de CDA40, factor de necrosis tumoral a, factor de necrosis tumoral f3,
proteina 1 quimioatrayente de monocitos, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos y linfotoxina).
En consecuencia, se pueden administrar las citoquinas inmunomoduladoras (preferiblemente, las citoquinas
inductoras de CTL) a un sujeto junto con el vector viral.

Las citoquinas se pueden administrar mediante cualquier método conocido en la técnica. Pueden administrarse
citoquinas exdgenas al sujeto, o alternativamente, puede administrarse al sujeto un acido nucleico que codifica una
citoquina usando un vector adecuado, y la citoquina producida in vivo.

Sujetos, formulaciones farmacéuticas y modos de administracion

Los vectores virales y capsides de acuerdo con la presente divulgacion encuentran uso tanto en aplicaciones
veterinarias como médicas. Los sujetos adecuados incluyen tanto aves como mamiferos. El término "aviar" tal como
se usa en el presente documento incluye, pero no se limita a, pollos, patos, gansos, codornices, pavos, faisanes,
loros, periquitos y similares. El término "mamifero” como se usa en el presente documento incluye, pero no se limita
a, humanos, primates no humanos, bovinos, ovinos, caprinos, equinos, felinos, caninos, lagomorfos, etc. Los sujetos
humanos incluyen neonatos, lactantes, jovenes y adultos.

En realizaciones particulares, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
vector y/o la capside viral de la presente divulgacion en un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente,
otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos, agentes estabilizantes, reguladores, vehiculos, adyuvantes,
diluyentes, etc. Para inyeccion, el portador tipicamente sera un liquido. Para otros métodos de administracion, el
vehiculo puede ser sdlido o liquido. Para la administracién por inhalacién, el vehiculo sera respirable v,
opcionalmente, puede estar en forma de particulas sélidas o liquidas.

Por "farmacéuticamente aceptable" se entiende un material que no es toxico o indeseable, es decir, el material se
puede administrar a un sujeto sin causar ningun efecto biolégico indeseable.

Un aspecto de la presente divulgacion es un método para transferir un acido nucleico a una célula in vitro. El vector
viral se puede introducir en las células a la multiplicidad de infeccion adecuada de acuerdo con métodos de
transduccion convencionales adecuados para las células objetivo particulares. Los titulos de vector viral a
administrar pueden variar, dependiendo del tipo y numero de células objetivo, y del vector viral particular, y pueden
ser determinados por los expertos en la materia sin una experimentacion excesiva. En realizaciones representativas,
al menos aproximadamente 10° unidades infecciosas, mas preferiblemente al menos aproximadamente 10°
unidades infecciosas se introducen en la célula.

La célula o células en la que se introduce el vector viral puede ser de cualquier tipo, incluidas, entre otras, las células
neuronales (incluidas las células de los sistemas nervioso periférico y central, en particular, las células cerebrales,
como las neuronas Y los oligodendrocitos), células pulmonares, células del ojo (incluidas células de la retina, epitelio
pigmentario de la retina y células de la cérnea), células de los vasos sanguineos (por ejemplo, células endoteliales,
células intimales), células epiteliales (por ejemplo, células epiteliales respiratorias y de intestino), células musculares
(por ejemplo, células de musculo esquelético, células de musculo cardiaco, células de musculo liso y/o células de
musculo de diafragma), células dendriticas, células pancreaticas (incluyendo células islotes), células hepaticas,
células de rifion, células de miocardio, células 6seas (por ejemplo, células madre de médula 6sea), células madre
hematopoyéticas, células del bazo, queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales, células de préstata, células
germinales y similares. En realizaciones representativas, la célula puede ser cualquier célula progenitora. Como una
posibilidad adicional, la célula puede ser una célula madre (por ejemplo, célula madre neural, célula madre
hepatica). Como una alternativa mas, la célula puede ser una célula cancerosa o una célula tumoral. Ademas, la
célula puede ser de cualquier especie de origen, como se indicé anteriormente.

El vector viral se puede introducir en células in vitro con el fin de administrar la célula modificada a un sujeto. En
realizaciones particulares, las células se han retirado de un sujeto, el vector viral se introduce en ellas, y las células
se administran de nuevo al sujeto. En la técnica se conocen métodos para remover células del sujeto para la
manipulacion ex vivo, seguido por la introducciéon de nuevo en el sujeto (véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos No. 5.399.346). Alternativamente, el vector viral recombinante puede introducirse en células de un sujeto
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donador, en células cultivadas, o en células de cualquier otra fuente adecuada, y las células se administran a un
sujeto que lo necesita (es decir, un sujeto "receptor”).

Las células adecuadas para la administracion del gen in vivo son como se describié anteriormente. Las dosis de las
células para administrar a un sujeto variardn segun la edad, condicidn y especie del sujeto, el tipo de célula, el acido
nucleico que expresa la célula, el modo de administraciéon y similares. Tipicamente, se administraran al menos
aproximadamente 10° a aproximadamente 10® células o al menos aproximadamente 10° a aproximadamente 10°
células por dosis en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En realizaciones particulares, las células
transducidas con el vector viral se administran al sujeto en una cantidad eficaz en una cantidad de tratamiento
efectivo o prevencioén efectiva en combinacién con un vehiculo farmacéutico.

En algunas realizaciones, el vector viral se introduce en una célula y la célula se puede administrar a un sujeto para
provocar una respuesta inmunogénica contra el polipéptido suministrado (por ejemplo, expresado como un transgén
o en la capside). Tipicamente, se administra una cantidad de células que expresan una cantidad
inmunogénicamente eficaz del polipéptido en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una
"cantidad inmunogénicamente efectiva" es una cantidad del polipéptido expresado que es suficiente para provocar
una respuesta inmune activa contra el polipéptido en el sujeto al que se administra la formulacién farmacéutica. En
realizaciones particulares, la dosificacion es suficiente para producir una respuesta inmune protectora (como se
definié anteriormente). El grado de proteccidon conferido no necesita ser completo o permanente, siempre que los
beneficios de administrar el polipéptido inmunogénico superen cualquier desventaja de los mismos.

Un aspecto adicional de la presente divulgacién es un método de administracion del vector viral a sujetos. La
administracion de los vectores y/o capsides de virus de acuerdo con la presente divulgacion a un sujeto humano o a
un animal que lo necesite puede ser por cualquier medio conocido en la técnica. Opcionalmente, el vector y/o la
capside viral se administran en una dosis eficaz de prevencion o eficaz en el tratamiento en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Los vectores virales y/o capsides de la presente divulgacion pueden administrarse adicionalmente para provocar una
respuesta inmunogénica (por ejemplo, como una vacuna). Tipicamente, las composiciones inmunogénicas de la
presente divulgacion comprenden una cantidad inmunogénicamente eficaz de vector y/o la capside viral en
combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, la dosificacién es suficiente para
producir una respuesta inmune protectora (como se definié anteriormente). El grado de proteccion conferido no
necesita ser completo o permanente, siempre que los beneficios de administrar el polipéptido inmunogénico superen
cualquier desventaja de los mismos. Los sujetos e inmundgenos son como se describié anteriormente.

Las dosificaciones del vector y/o la capside viral a administrar a un sujeto dependen del modo de administracion, la
enfermedad o afeccion a tratar y/o prevenir, la afeccion del sujeto individual, el vector viral o capside particular, y el
acido nucleico a administrar, y similares, y se puede determinar de manera rutinaria. Los ejemplos de dosis para
lograr efectos terapéuticos son titulos de al menos aproximadamente 105, 106, 107, 108, 109, 1010, 1011, 1012, 1013,
1014, 10'® unidades transductoras, opcionalmente aproximadamente 108-10" unidades de transduccién.

En realizaciones particulares, se puede emplear mas de una administracién (por ejemplo, dos, tres, cuatro o mas
administraciones) para alcanzar el nivel deseado de expresion génica durante un periodo de varios intervalos, por
ejemplo, diario, semanal, mensual, anual, etc.

Los ejemplos de modos de administracion incluyen oral, rectal, transmucosa, intranasal, inhalacién (por ejemplo, a
través de un aerosol), bucal (por ejemplo, sublingual), vaginal, intratecal, intraocular, transdérmica, intraendotelial, in
utero (o in ovo), parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intradérmica, intracraneal, intramuscular [incluida
la administracion al esqueleto, diafragma y/o musculo cardiaco], intrapleural, intracerebral e intraarticular), topica
(por ejemplo, tanto a superficies de la piel y de la mucosa, incluidas las superficies de las vias respiratorias y
administracion transdérmica), intralinfatica y similares, asi como inyeccion directa al tejido u 6rgano (por ejemplo, al
higado, ojo, musculo esquelético, musculo cardiaco, musculo del diafragma o cerebro).

La administracion puede ser en cualquier sitio en un sujeto, incluyendo, sin limitacion, un sitio seleccionado del
grupo que consiste en el cerebro, un musculo esquelético, un musculo liso, el corazon, el diafragma, el epitelio de
las vias respiratorias, el higado, el rifidn, el bazo, el pancreas, la piel y el ojo.

La administracion también puede ser a un tumor (por ejemplo, en o cerca de un tumor o un nédulo linfatico). La ruta
mas adecuada en cualquier caso dado dependera de la naturaleza y la gravedad de la afeccion que se trata y/o
previene y de la naturaleza del vector particular que se esta utilizando.

La administracion al musculo esquelético de acuerdo con la presente divulgacion incluye, pero no se limita a, la
administracion al muasculo esquelético en las extremidades (por ejemplo, parte superior del brazo, parte inferior del
brazo, parte superior de la pierna y/o parte inferior de la pierna), espalda, cuello, cabeza (por ejemplo, lengua), térax,
abdomen, pelvis/perineo y/o digitos. Los musculos esqueléticos adecuados incluyen, pero no se limitan a abductor
digiti minimi (en la mano), abductor digiti minimi (en el pie), abductor hallucis, abductor ossis metatarsi quinti,
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abductor pollicis brevis, abductor pollicis longus, adductor brevis, adductor hallucis, adductor longus, adductor
magnus, adductor pollicis, anconeus, anterior scalene, articularis genus, biceps brachii, biceps femoris, brachialis,
brachioradialis, buccinator, coracobrachialis, corrugator supercilii, deltoid, depressor anguli oris, depressor labii
inferioris, digastric, dorsal interossei (en la mano), dorsal interossei (en el pie), extensor carpi radialis brevis, extensor
carpi radialis longus, extensor carpi ulnaris, extensor digiti minimi, extensor digitorum, extensor digitorum brevis,
extensor digitorum longus, extensor hallucis brevis, extensor hallucis longus, extensor indicis, extensor pollicis brevis,
extensor pollicis longus, flexor carpi radialis, flexor carpi ulnaris, flexor digiti minimi brevis (en la mano), flexor digiti
minimi brevis (en el pie), flexor digitorum brevis, flexor digitorum longus, flexor digitorum profundus, flexor digitorum
superficialis, flexor hallucis brevis, flexor hallucis longus, flexor pollicis brevis, flexor pollicis longus, frontalis,
gastrocnemius, geniohyoid, gluteus maximus, gluteus medius, gluteus minimus, gracilis, iliocostalis cervicis,
iliocostalis lumborum, iliocostalis thoracis, illiacus, inferior gemellus, inferior oblique, inferior rectus, infraspinatus,
interspinalis, intertransversi, lateral pterygoid, lateral rectus, latissimus dorsi, levator anguli oris, levator labii
superioris, levator labii superioris alaeque nasi, levator palpebrae superioris, levator scapulae, long rotators,
longissimus capitis, longissimus cervicis, longissimus thoracis, longus capitis, longus colli, lumbricals (en la mano),
lumbricals (en el pie), masseter, medial pterygoid, medial rectus, middle scalene, multifidus, mylohyoid, obliquus
capitis inferior, obliquus capitis superior, obturator externus, obturator internus, occipitalis, omohyoid, opponens digiti
minimi, opponens pollicis, orbicularis oculi, orbicularis oris, palmar interossei, palmaris brevis, palmaris longus,
pectineus, pectoralis major, pectoralis minor, peroneus brevis, peroneus longus, peroneus tertius, piriformis, plantar
interossei, plantaris, platysma, popliteus, posterior scalene, pronator quadratus, pronator teres, psoas major,
quadratus femoris, quadratus plantae, rectus capitis anterior, rectus capitis lateralis, rectus capitis posterior major,
rectus capitis posterior minor, rectus femoris, rhomboid major, rhomboid minor, risorius, sartorius, scalenus minimus,
semimembranosus, semispinalis capitis, semispinalis cervicis, semispinalis thoracis, semitendinosus, serratus
anterior, short rotators, soleus, spinalis capitis, spinalis cervicis, spinalis thoracis, splenius capitis, splenius cervicis,
sternocleidomastoid, sternohyoid, sternothyroid, stylohyoid, subclavius, subscapularis, superior gemellus, superior
oblique, superior rectus, supinator, supraspinatus, temporalis, tensor fascia lata, teres major, teres minor, thoracis,
thyrohyoid, tibialis anterior, tibialis posterior, trapezius, triceps brachii, vastus intermedius, vastus lateralis, vastus
medialis, zygomaticus major, y zygomaticus minor, y cualquier otro musculo esquelético adecuado como se conoce
en la técnica.

El vector viral puede administrarse al musculo esquelético mediante administraciéon intravenosa, administracion
intraarterial, administracién intraperitoneal, perfusién en una extremidad (opcionalmente, perfusion aislada en una
pierna y/o brazo, véase, por ejemplo, Aruda et al., (2005) Blood 105: 3458-3464) y/o inyeccion intramuscular directa.
En realizaciones particulares, el vector y/o la capside viral se administra a una extremidad (brazo y/o pierna) de un
sujeto (por ejemplo, un sujeto con distrofia muscular tal como DMD) mediante perfusion en una extremidad,
opcionalmente perfusion aislada en una extremidad (por ejemplo, mediante administracion intravenosa o
intraarticular). En formas de realizaciéon de la presente divulgacion, los vectores y/o capsides virales de la presente
divulgacion pueden administrarse ventajosamente sin emplear técnicas "hidrodindmicas". La administracion tisular
(por ejemplo, al musculo) de vectores de la técnica anterior es a menudo potenciado por técnicas hidrodinamicas
(por ejemplo, administracion intravenosal/intravenosa en un gran volumen), que aumentan la presion en la
vasculatura y facilitan la capacidad del vector para cruzar la barrera de células endoteliales. En realizaciones
particulares, los vectores y/o capsides virales de la presente divulgacion se puede administrar en ausencia de
técnicas hidrodinamicas tales como infusiones de alto volumen y/o presion intravascular elevada (por ejemplo,
presion sistélica mayor a la normal, por ejemplo, menor o igual a un aumento del 5%, 10%, 15%, 20%, 25% de la
presion intravascular sobre la presion sistélica normal). Dichos métodos pueden reducir o evitar los efectos
secundarios asociados con técnicas hidrodinamicas tales como edema, dafio a los nervios y/o sindrome
compartimental.

La administracion al musculo cardiaco incluye administracion a la auricula izquierda, auricula derecha, ventriculo
izquierdo, ventriculo derecho y/o el tabique. El vector y/o la capside viral pueden administrarse al musculo cardiaco
mediante administracion intravenosa, administracion intraarterial tal como administracion intraadrtica, inyeccion
cardiaca directa (por ejemplo, en la auricula izquierda, auricula derecha, ventriculo izquierdo, ventriculo derecho),
y/o perfusion de la arteria coronaria.

La administracion al musculo del diafragma puede realizarse por cualquier método adecuado que incluya
administracion intravenosa, administracion intraarterial y/o administracion intraperitoneal.

La administracion al musculo liso puede realizarse mediante cualquier método adecuado que incluya administracion
intravenosa, administracion intraarterial y/o administracion intraperitoneal. En una realizacion, la administracion
puede ser a células endoteliales presentes en, cerca y/o sobre el musculo liso.

La administracion a un tejido objetivo también se puede lograr administrando un depésito que comprende el vector
y/o la capside viral. En realizaciones representativas, un depésito que comprende el vector y/o la capside viral se
implanta en tejido de musculo esquelético, liso, cardiaco y/o de diafragma o el tejido puede ponerse en contacto con
una pelicula u otra matriz que comprende el vector y/o la cdpside viral. Tales matrices o sustratos implantables se
describen en la patente de los Estados Unidos No. 7.201.898.
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En realizaciones particulares, un vector viral de acuerdo con la presente divulgacion se administra a musculo
esquelético, musculo de diafragma y/o musculo cardiaco (por ejemplo, para tratar y/o prevenir distrofia muscular o
enfermedad cardiaca [por ejemplo, PAD o insuficiencia cardiaca congestival).

En realizaciones representativas, la presente divulgacién se usa para tratar y/o prevenir trastornos del musculo
esquelético, cardiaco y/o del diafragma.

En una realizacion representativa, la presente divulgacion proporciona un método para tratar y/o prevenir la distrofia
muscular en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método: administrar una cantidad efectiva de tratamiento o
prevencion de un vector viral de la presente divulgacion a un sujeto mamifero, en el que el vector viral comprende un
acido nucleico heterélogo que codifica distrofina, una minidistrofina, una microdistrofina, un propéptido de miostatina,
folistatina, un receptor soluble de activina tipo I, IGF-1, polipéptidos antiinflamatorios tales como el mutante
dominante |kappa B, sarcospan, utrofina, una microdistrofina, laminina-a2, a-sarcoglicano, B-sarcoglicano, y-
sarcoglicano, 8-sarcoglicano, IGF-1, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo contra la miostatina o propéptido de
miostatina, y/o ARNi contra la miostatina. En realizaciones particulares, el vector viral se puede administrar a
musculo esquelético, de diafragma y/o cardiaco como se describe en otra parte de este documento.

Alternativamente, la presente divulgacién puede ponerse en practica para suministrar un acido nucleico al musculo
esquelético, cardiaco o diafragma, que se usa como una plataforma para la produccién de un polipéptido (por
ejemplo, una enzima) o ARN funcional (por ejemplo, ARNi, microARN), ARN antisentido) que normalmente circula en
la sangre o para administracion sistémica a otros tejidos para tratar y/o prevenir un trastorno (por ejemplo, un
trastorno metabdlico, como diabetes (por ejemplo, insulina), hemofilia (por ejemplo, Factor IX o Factor VIII), un
trastorno mucopolisacérido (por ejemplo, sindrome de Sly, sindrome de Hurler, sindrome de Scheie, sindrome de
Hurler-Scheie, sindrome de Hunter, sindrome A, B, C, D, de Sanfilippo, sindrome de Morquio, sindrome de
Maroteaux-Lamy, etc.) o un trastorno por almacenamiento lisosomico (tal como enfermedad de Gaucher
[glucocerebrosidasa], enfermedad de Pompe [a-glucosidasa del acido lisosomico] o enfermedad de Fabry [a-
galactosidasa A]) o un trastorno del almacenamiento de glucdégeno (tal como la enfermedad de Pompe [a
glucosidasa del acido lisosémico]). Otras proteinas adecuadas para el tratamiento y/o prevencion de trastornos
metabolicos se describieron anteriormente. El uso de musculo como plataforma para expresar un acido nucleico de
interés se describe en la publicacion de la patente de Estados Unidos No. 2002/0192189.

Por lo tanto, como un aspecto, la presente divulgacién abarca ademas un método para tratar y/o prevenir un
trastorno metabdlico en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método: administrar una cantidad efectiva para
tratamiento o prevencion de un vector viral de la presente divulgacion a un sujeto (por ejemplo, al musculo
esquelético de un sujeto), en donde el vector viral comprende un acido nucleico heterélogo que codifica un
polipéptido, en donde el trastorno metabdlico es el resultado de una deficiencia y/o defecto en el polipéptido. En la
presente memoria se describen trastornos metabdlicos ilustrativos y acidos nucleicos heterélogos que codifican
polipéptidos. Opcionalmente, el polipéptido se secreta (por ejemplo, un polipéptido que es un polipéptido secretado
en su estado nativo o que se ha disefiado para ser secretado, por ejemplo, mediante asociaciéon operativa con una
secuencia de sefal secretora como se conoce en la técnica). Sin estar limitado por ninguna teoria particular de la
presente divulgacion, de acuerdo con esta realizacion, la administracién al musculo esquelético puede dar como
resultado la secrecion del polipéptido en la circulacién sistémica y la administracion al tejido o tejidos objetivo. Los
métodos para administrar vectores virales al musculo esquelético se describen con mas detalle en el presente
documento.

La presente divulgacion también puede ponerse en practica para producir ARN antisentido, ARNi u otro ARN
funcional (por ejemplo, una ribozima) para la administracion sistémica.

La presente divulgacion también proporciona un método para tratar y/o prevenir la insuficiencia cardiaca congénita o
PAD en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método administrar una cantidad efectiva para tratamiento o
prevencion de un vector viral de la presente divulgacion a un sujeto mamifero, en donde el vector viral comprende un
acido nucleico heterélogo que codifica, por ejemplo, una Ca®*-ATPasa en el endoreticulo sarcoplasmatico
(SERCAZ2a), un factor angiogénico, inhibidor | de fosfatasa (I-1), ARNi contra fosfolamban; una molécula inhibidora
de fosfolamban o de dominancia negativa tal como fosfolamban S16E, una proteina de dedo de zinc que regula el
gen de fosfolamban, receptor 32-adrenérgico, receptor quinasa 2-adrenérgico (BARK), PI3 quinasa, calsarcano, un
inhibidor del receptor quinasa B-adrenérgico (BARKct), inhibidor 1 de proteina fosfatasa 1, S100A1, parvalbumina,
adenilil ciclasa tipo 6, una molécula que afecta al receptor quinasa tipo 2 acoplado a proteina G desactivado, tal
como un bARKct constitutivamente activo truncado, Pim-1, PGC-1a, SOD-1, SOD-2, EC-SOD, calicreina, HIF,
timosina-f34, mir-1, mir-133, mir-206 y/o mir-208.

Los inyectables se pueden preparar en formas convencionales, como soluciones o suspensiones liquidas, formas
sélidas adecuadas para soluciébn o suspensién en liquido antes de la inyecciébn, o como emulsiones.
Alternativamente, se puede administrar el vector viral y/o las capsides virales de la presente divulgacion de una
forma local en lugar de sistémica, por ejemplo, en una formulacién de depdsito o de liberacion sostenida. Ademas, el
vector viral y/o la cépside viral se pueden administrar adheridos a una matriz implantable quirdrgicamente (por
ejemplo, tal como se describe en la publicacion de la patente de Estados Unidos No. 2004-0013645).
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Los vectores virales descritos en este documento pueden administrarse a los pulmones de un sujeto por cualquier
medio adecuado, opcionalmente administrando una suspensién en aerosol de particulas respirables compuestas de
los vectores virales y/o capsides virales, que el sujeto inhala. Las particulas respirables pueden ser liquidas o
solidas. Los aerosoles de particulas liquidas que comprenden los vectores virales y/o las capsides virales se pueden
producir por cualquier medio adecuado, tal como con un nebulizador de aerosol accionado a presion o un
nebulizador ultrasénico, como es conocido por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente de Estados
Unidos No. 4.501.729. Los aerosoles de particulas sélidas que comprenden los vectores y/o capsides virales se
pueden producir igualmente con cualquier generador de aerosol del medicamento en particulas sdlidas, mediante
técnicas conocidas en la técnica farmacéutica.

Los vectores virales se pueden administrar a tejidos del SNC (por ejemplo, cerebro, ojo) y pueden dar lugar
ventajosamente a una distribucion mas amplia del vector o la capside viral que la que se observaria en ausencia de
la presente divulgacion.

En realizaciones particulares, los vectores de administracion de la presente divulgacidon se pueden administrar para
tratar enfermedades del SNC, que incluyen trastornos genéticos, trastornos neurodegenerativos, trastornos
psiquiatricos y tumores. Las enfermedades ilustrativas del SNC incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Canavan, enfermedad de Leigh,
enfermedad de Refsum, sindrome de Tourette, esclerosis lateral primaria, esclerosis lateral amiotréfica, atrofia
muscular progresiva, enfermedad de Pick, distrofia muscular, esclerosis multiple, miastenia grave, enfermedad de
Binswanger, traumatismo debido a lesién de la médula espinal o la cabeza, enfermedad de Tay Sachs, enfermedad
de Lesch-Nyan, epilepsia, infartos cerebrales, trastornos psiquiatricos incluyendo trastornos del estado de animo (por
ejemplo, depresién, trastorno afectivo bipolar, trastorno afectivo persistente, trastorno secundario del estado de
animo), esquizofrenia, farmacodependencia (por ejemplo, alcoholismo y otras dependencias de sustancias),
neurosis (por ejemplo, ansiedad, trastorno obsesivo, trastorno somatoforme, trastorno disociativo, afliccion,
depresion posparto), psicosis (por ejemplo, alucinaciones y delirios), demencia, paranoia, trastorno por déficit de
atencion, trastornos psicosexuales, trastornos del suefio, trastornos del dolor, trastornos alimentarios o de peso (por
ejemplo, obesidad, caquexia, anorexia nerviosa y bulimia) y canceres y tumores (por ejemplo, tumores pituitarios) del
SNC.

Los trastornos del SNC incluyen trastornos oftalmicos que implican la retina, el tracto posterior y el nervio 6ptico (por
ejemplo, retinitis pigmentosa, retinopatia diabética y otras enfermedades degenerativas retinianas, uveitis,
degeneracion macular relacionada con la edad, glaucoma).

La mayoria, si no todas, las enfermedades y trastornos oftalmicos estan asociados con uno o mas de tres tipos de
indicaciones: (1) angiogénesis, (2) inflamacion y (3) degeneracion. Los vectores de administracion de la presente
divulgacion se pueden emplear para administrar factores antiangiogénicos; factores antiinflamatorios; factores que
retardan la degeneracion celular, promueven la preservacion celular o promueven el crecimiento celular y
combinaciones de los anteriores.

La retinopatia diabética, por ejemplo, se caracteriza por angiogénesis. La retinopatia diabética se puede tratar
administrando uno o mas factores anti-angiogénicos ya sea en forma intraocular (por ejemplo, en el humor vitreo) o
en forma periocular (por ejemplo, en la regiéon sub-Tenon). Uno o mas factores neurotréficos también pueden
administrarse conjuntamente, en forma intraocular (por ejemplo, en forma intravitrea) o en forma periocular.

La uveitis implica inflamacién. Se pueden administrar uno o mas factores antiinflamatorios mediante administracion
intraocular (por ejemplo, camara vitrea o anterior) de un vector de administracion de la presente divulgacion.

La retinitis pigmentosa, en comparacién, se caracteriza por la degeneracion retiniana. En realizaciones
representativas, la retinitis pigmentosa se puede tratar mediante administracion intraocular (por ejemplo,
administracion vitrea) de un vector de administracion que codifica uno o mas factores neurotréficos.

La degeneracion macular relacionada con la edad implica tanto la angiogénesis como la degeneracién retiniana.
Este trastorno se puede tratar administrando los vectores de suministro de la invencién que codifican uno o mas
factores neurotroficos en forma intraocular (por ejemplo, vitrea) y/o uno o mas factores antiangiogénicos en forma
intraocular o periocular (por ejemplo, en la regién sub-Tenon).

El glaucoma se caracteriza por una mayor presion ocular y pérdida de células ganglionares de la retina. Los
tratamientos para el glaucoma incluyen la administracion de uno o mas agentes neuroprotectores que protegen las
células del dafio excitotoxico usando los vectores de administracion de la invencion. Dichos agentes incluyen
antagonistas de N-metil-D-aspartato (NMDA), citoquinas y factores neurotréficos, administrados en forma intraocular,
opcionalmente por via intravitrea.

En otras realizaciones, la presente divulgacién se puede usar para tratar convulsiones, por ejemplo, para reducir el

inicio, la incidencia o la gravedad de las convulsiones. La eficacia de un tratamiento terapéutico para las
convulsiones se puede evaluar mediante medios conductuales (por ejemplo, temblores, tics del ojo o la boca) y/o
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electrograficos (la mayoria de las convulsiones tienen anomalias electrograficas caracteristicas). Por lo tanto, la
presente divulgacion también puede usarse para tratar la epilepsia, que estd marcada por multiples ataques a lo
largo del tiempo.

En una realizacion representativa, se administra somatostatina (o un fragmento activo de la misma) al cerebro
usando un vector de administracion de la presente divulgaciéon para tratar un tumor pituitario. De acuerdo con esta
realizacién, el vector de administracion que codifica la somatostatina (o un fragmento activo de la misma) se
administra mediante microinfusiéon en la pituitaria. Asimismo, dicho tratamiento se puede usar para tratar la
acromegalia (secrecion anormal de la hormona del crecimiento de la pituitaria). Las secuencias de acido nucleico
(por ejemplo, nimero de acceso del GenBank J0O0306) y aminoacidos (por ejemplo, numero de acceso del GenBank
P01166; contiene los péptidos activos procesados somatostatina-28 y somatostatina-14) de somatostatinas como
se conocen en la técnica.

En realizaciones particulares, el vector puede comprender una sefal secretora como se describe en la patente de
los Estados Unidos No. 7.071.172.

En realizaciones representativas de la presente divulgacion, el vector viral y/o la capside viral se administran al SNC
(por ejemplo, al cerebro o al 0jo). El vector y/o la capside viral se pueden introducir en la médula espinal, tronco
encefalico (médula oblonga, puente de Varolio), cerebro medio (hipotalamo, talamo, epitalamo, glandula pituitaria,
sustancia negra, glandula pineal), cerebelo, telencéfalo (cuerpo estriado, cerebro incluidos los Iébulos occipital,
temporal, parietal y frontal, corteza, ganglios basales, hipocampo y portaamigdala), sistema limbico, neocorteza,
cuerpo estriado, cerebro y foliculo inferior. El vector y/o la capside viral también pueden administrarse a diferentes
regiones del ojo, como la retina, la cérnea y/o el nervio dptico.

El vector y/o la capside viral pueden administrarse en el fluido cerebroespinal (por ejemplo, mediante puncion
lumbar) para una administracién mas dispersa del vector de suministro. El vector y/o la capside viral se pueden
administrar ademas en forma intravascular al SNC en situaciones en las que la barrera hematoencefalica se ha
alterado (por ejemplo, tumor cerebral o infarto cerebral).

El vector y/o la capside viral se puede administrar a la regiéon o regiones deseadas del SNC por cualquier ruta
conocida en la técnica, que incluye, pero no se limita a, intratecal, intraocular, intracerebral, intraventricular,
intravenosa (por ejemplo, en presencia de un azucar tal como el manitol), intranasal, intraaural, intraocular (por
ejemplo, intravitrea, subretiniana, camara anterior) y periocular (por ejemplo, regiéon de sub-Tenon) también como
administracion intramuscular con administracion retrograda a las neuronas motoras.

En realizaciones particulares, el vector y/o la capside viral se administran en una formulacioén liquida por inyeccion
directa (por ejemplo, inyeccion estereotactica) a la regidon o compartimento deseado en el SNC. En ofras
realizaciones, el vector y/o la capside viral pueden proporcionarse por aplicacion topica a la region deseada o por
administracion intranasal de una formulacién de aerosol. La administracion al ojo puede ser por aplicacion topica de
gotitas de liquido. Como alternativa adicional, el vector y/o la capside viral se pueden administrar como una
formulacion sélida de liberacion lenta (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 7.201.898).

En otras realizaciones adicionales, el vector viral puede usarse para transporte retrégrado para tratar y/o prevenir
enfermedades y trastornos que implican neuronas motoras (por ejemplo, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), atrofia
muscular espinal (SMA), etc.). Por ejemplo, el vector viral puede ser entregado al tejido muscular desde el cual
puede migrar hacia las neuronas.

Habiendo descrito la presente divulgacion, la misma se explicara con mayor detalle en los siguientes ejemplos, que
se incluyen en este documento solo a titulo ilustrativo, y que no pretenden ser limitativos de la presente divulgacion.

Ejemplo 1
Materiales y métodos

Clonacion de Rep: plasmidos adyuvantes de AAV pXR2 (Rep2Cap2) y pRep5Cap2 sirvieron como plantillas para la
clonacion de Rep. Las secuencias cebadoras usadas se indican en la Tabla 4. Se usaron dos estrategias de
clonacion. Los sitios de restriccion existentes se incorporaron en cebadores para PCR (PCR-RD en la Tabla 4)
utilizando cebadores pXR directos de salida o pXR inversos de salida. Se utilizd6 ADN polimerasa PfuTurbo
(Stratagene, La Jolla, CA) segun las recomendaciones del fabricante para todas las reacciones de PCR. Los
productos de PCR-RD se digirieron con las enzimas indicadas en la Tabla 4 (NEB, Ipswich, MA) antes de la ligacion
con ADN ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Alternativamente, se
us6 un enfoque de PCR mediado por superposicién-extension (OE-PCR) para producir quimeras de Rep (Higuchi et
al., (1988) Nucleic Acids Res. 16: 7351). La unién de Rep2 y Rep5 se incorporé en cebadores directos e inversos
que se usaron en reacciones de PCR separadas con los cebadores pXR directo e inverso de salida (Tabla 4, solo se
indicaron los oligos directos, oligos inversos complementarios a los directos). Estos productos de PCR superpuestos
se combinaron en una sola reaccién de PCR y se ciclaron de la siguiente manera: 1 ciclo a 94°C durante 30
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segundos, 18 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C y 4 minutos a 72°C, 1 ciclo de 10 minutos a 72°C.
Se uso 1 L de esta reaccion como plantilla para una PCR anidada con el pXR en los cebadores directo e inverso de
entrada. Las quimeras con el N-terminal de Rep2 y el C-terminal de Rep5 se clonaron en la construccién de
Rep25aa166 entre los sitios de PpuMI y Mfel. Las quimeras con el N-terminal de Rep5 y C-terminal de Rep2 se
clonaron en la construccion 52aa160 entre los sitios PpuMI y BstBI. Todos los constructos se verificaron mediante
secuenciacion de ADN en las Instalaciones de Analisis Gendmico de UNC-CH.
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Clonacion de ITR: las ITR se clonaron en un plasmido pUC-18 con un casete de GFP (promotor de CMV, poliA
SV40) clonado entre los sitios de restriccion Kpnl y EcoRI. Las ITR se sintetizaron en dos mitades como oligos de
ADN Ultramer de 4 nmol (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA). Se incorporaron sitios de restriccion Sfil en
un brazo de horquilla de la ITR para clonacién (Figura 1A). Debido a las inconsistencias de la secuencia reportada
en la punta de las horquillas ITR5 entre Chiorini et al., (1999), la secuencia publicada del GenBank (numero de
acceso NC_006152) y el mapeo de restriccion, se utilizé una horquilla de ITR2 para la construccion de ITR5S (Figura
1A). Se amplificaron 200pg de cada oligo en una reacciéon de PCR usando los cebadores ITR enumerados en la
Tabla 4. Se usaron 2,5 U de ADN Polimerasa PfuTurbo (Stratagene, La Jolla, CA) para amplificar cada mitad de la
ITR de la siguiente manera: 1 ciclo a 94°C durante 4 minutos, 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C
y 30 segundos a 72°C, 1 ciclo de 10 minutos a 72°C. Las reacciones de PCR se purificaron y se sometieron a
digestion mediante Kpnl y Sfil Hindlll y Sfil (NEB, Ipswich, MA). Se realizé una triple ligacion con el plasmido GFP
pUC-18 y cada mitad de la ITR con ADN Ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 1,5 horas a temperatura
ambiente. Todos los constructos se verificaron mediante secuenciaciéon de ADN en las Instalaciones de Analisis
Gendmico de UNC-CH después de la linealizacion del plasmido y la ablacién de la estructura secundaria de ITR
mediante digestion con Sfil.

Andlisis de transferencia Western: las muestras para el analisis de transferencia Western se recogieron 48-72 horas
después de la transfeccion del plasmido adyuvante de Ad y la construccion adyuvante AAV apropiada. Las células
se lavaron y se resuspendieron en 100 uL de PBS antes de la adiciéon de 100 uL de regulador de muestra Laemmli
2x (Tris 100 mM pH 6,8; SDS al 4%, DTT 200 mM, glicerol al 20%, azul de bromofenol al 0,1%). Las muestras fueron
sonicadas brevemente y hervidas durante 10 minutos. Las muestras se corrieron en geles de Bis-Tris al 4-12%
NUPAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 160 voltios durante 90 minutos. La proteina se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa (Invitrogen, Carlsbad, CA) a través de una transferencia humeda durante 60 minutos a 30 voltios. Los
geles se bloquearon durante la noche leche desnatada en polvo al 10% en 1x PBS/Tween (0,05%). La deteccion de
ambas proteinas Rep2 y Rep5 (los cuatro tamafios) se logré con un anticuerpo monoclonal antiproteina Rep del
virus adenoasociado (clon 259.5, American Research Products, Belmont, MA) a una dilucion 1:20 en PBS/Tween
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después del lavado, se afadi®é un anticuerpo anti-ratdn HRP
secundario a una dilucion 1:5.000 en PBS/Tween durante una hora a temperatura ambiente. Después del lavado, se
afadio el sustrato de maxima sensibilidad a nivel femto SuperSignal West (Pierce, Rockford, IL) y las transferencias
se expusieron a una pelicula de rayos X.

Cultivo celular y produccion de rAAV: Se obtuvieron células HEK 293 de ATCC y se cultivaron en medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con suero fetal bovino al 10% (Sigma, St. Louis, MO) y 100
unidades/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina y se cultivaron a 37°C con saturacion de CO; del 5%. Las
transfecciones se realizaron en placas de cultivo celular de seis pozos. Se transfectaron por triplicado 0,75 ug de
cada uno de plasmido adyuvante de Ad, plasmido adyuvante de AAV (Rep2Cap2, Rep5Cap2 o el mutante de Rep
descrito), y el plasmido de GFP que contiene la ITR (mutante o de tipo silvestre ITR como se especifica en el texto)
con polietilenimina (PEI) ) (peso molecular lineal 25.000) como se describié (Xiao et al., (1998) J. Virol. 72: 2224).
Las células se cosecharon 48-72 horas después de la transfeccion.

Purificacién de ADN de Hirt y analisis de transferencia Southern: La purificacién de ADN de Hirt se realizé como se
describe (Hirt (1967) J. Mol. Biol. 26: 365). Las células se recogieron 48-72 horas después de la transfeccion, se
lavaron en PBS y se resuspendieron en 370 uL de solucién de Hirt (Tris-HCI 0,01 M pH 7,5y EDTA 0,1 M) antes de
la adicion de 25 pyL de SDS al 10% y 165 pL de NaCl 5M. Las muestras se incubaron a 4°C durante la noche antes
de la centrifugacion. El ADN se purific6 mediante extracciéon con fenol cloroformo y se precipitd en un volumen igual
de isopropanol antes de la resuspension en 50 yL de ddH»O estéril. Se digirieron 5 yL de cada muestra con 4U de
Dpnl (NEB, Ipswich, MA) 2-4 horas a 37°C antes de la electroforesis en gel y analisis de transferencia Southern para
eliminar el plasmido transfectado no replicado (Chomczynski (1992) Anal. Biochem. 201: 134) La membrana de
nailon (Hybond-XL, GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ) se hibridé con una sonda correspondiente al
marco de lectura abierto de GFP marcado con el kit de marcacion de ADN cebado en forma aleatoria (Roche,
Inobjetivopolis, IN) y d-CTP P*. Las transferencias se visualizaron después de la exposicion a una pantalla de
imagenes de fésforo (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ).

Densitometria: Se realizé la densitometria usando el programa de imagenes del NIH de dominio publico
(desarrollado en los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos disponible en Internet en el sitio web del
NIH). El analisis de densitometria de una banda resistente a Dpnl en el gel de agarosa antes de la transferencia se
us6 como un control de carga para normalizar los valores obtenidos a partir de la transferencia Southern. El valor
mas bajo (ausencia de replicacion vectorial) se restd de todos los valores para tener en cuenta el fondo. Para medir
la eficacia relativa de replicacion, se dividieron los valores para los vectores de ITR2 por el valor obtenido del control
de Rep2-ITR2. Los vectores de ITR5 se compararon con el control de Rep5-ITR5. Todos los valores se obtuvieron
por triplicado (n=3). Las barras de error representan el error estandar (desviacién estandar dividida por la raiz de 3).
Todas las muestras se compararon con controles en la misma transferencia.

Modelamiento Molecular: Los modelos moleculares se generaron usando el modelo suizo (disponible en el sitio web

expasy.org). La estructura cristalina publicada del N-terminal de Rep5 complejada con el RBE (PDB acceso # 1rz9)
se utilizd como plantilla para todos los modelos. La visualizacidon de la representacion de la estructura de proteinas
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de las imagenes se realizé con PyMOL (disponible en pymol.org). El plegamiento de ADN se realizé utilizando el
servidor mfold de ADN (disponible en mfold.bioinfo.rpi.edu).

Ejemplo 2
Construccion y caracterizacion de ITR quiméricas

Anteriormente, se postulé que la especificidad de replicacion de AAV estaba dirigida por la secuencia de trs (Chiorini
et al., (1999) J. Virol. 73: 4293; Chiorini et al., (1999) J. Virol., 73: 1309). Rep2 puede cortar trs de ITR2 (AGT/TGG) y
los trs de AAVS1 del cromosoma 19 humano (GGT/TGG) (Wu et al., (2001) Arch. Biochem. Biophys. 389: 271).
Rep5 corta Unicamente los trs de ITR5 (AGTG/TGG). Sin embargo, la alineacion de las secuencias de ITR2 e ITR5
revelaron varias diferencias estructurales y de secuencia significativas fuera de la secuencia de trs (Figura 1A). El
espacio entre el RBE putativo y el tallo de corte fue significativamente diferente; tres nucleotidos (nt) para ITR2 y 15
nt para ITR5. Ademas, aunque la secuencia de trs no esta estrechamente conservada entre ITR2 e ITR5, tampoco lo
es la altura o la longitud total del tallo de corte putativo.

Se usd un nuevo método para generar ITR mutantes con el fin de determinar qué partes de la ITR eran
responsables de la especificidad replicativa. Estudios previos han investigado las interacciones Rep-ITR in vitro en
gran medida debido a la dificultad para sintetizar ITR de longitud completa para ensayos in vivo. La PCR a través de
la estructura secundaria de la ITR es ineficiente y la secuenciacion a través de estos elementos requiere tipicamente
la secuenciacion de la cadena terminal radiomarcada (Young et al., (2000) J. Virol. 74: 3953). Las ITR de AAV son
altamente recombinogénicas y frecuentemente estan mutadas incluso en un contexto de plasmido (Samulski et al.,
(1983) Cell 33: 135).

Para abordar estas preocupaciones, las ITR se sintetizaron y se amplificaron en mitades (Figura 36). Para
ensamblar las mitades, se incluyd un sitio Sfil en uno de los brazos de la horquilla de la ITR. Sfil permitio la
conservacion de la secuencia de RBE' (Brister y Muzyczka (2000) J. Virol. 74: 7762). La clonacién de ITR en un
formato de elemento D doble (DD) requirié solo una ITR por plasmido para la replicacion (Xiao et al., (1997) J. Virol.
71: 941). Las tres funciones principales de Rep necesarias para la replicacion de AAV (unién de Rep, helicasa y
corte) se analizaron mediante la presencia o ausencia de replicacion intracelular del plasmido. Este ensayo
proporcioné la capacidad de cuantificar la funcion Rep-ITR en un entorno fisioldgico, eliminando la preocupacion de
que la proteina Rep altamente purificada pudiera tener una funcion aberrante in vitro. Este sistema también evit6 las
preocupaciones de que los ensayos previos in vitro utilizaron solo un fragmento de la ITR o que los oligos utilizados
para recapitular, la ITR podria no plegarse correctamente.

Un alineamiento de ITR2 (SEQ ID NO: 17) e ITR5 (SEQ ID NO: 18) (Figura 1A) revel6 varios elementos divergentes
que podrian conferir especificidad a Rep. El espaciador y los elementos del tallo de corte parecian ser los candidatos
mas probables para interacciones Unicas con su proteina Rep asociada. Esta hipétesis fue respaldada por la baja
homologia de estos elementos entre AAV2 y AAVS.

Las ITR de tipo silvestre que contienen el sitio Sfil funcionaron como se esperaba con Rep2 especifica para ITR2 y
Rep5 especifica para ITR5 (Figura 1B). Rep2-ITR2 se replico aproximadamente 2 veces mejor que Rep5-ITR5,
potencialmente debido a la menor energia de plegamiento de ITR5 que resulta en la estabilidad reducida del
plasmido antes de la replicacion. Debido a esta pequefia diferencia en la fidelidad replicativa, todos las ITR
replicadas con Rep2 se normalizaron a Rep2-ITR2, mientras que las ITR replicadas con Rep5 se normalizaron a
Rep5-ITR5 (Figura 1B).

Con el fin de confirmar que el RBE y los brazos de horquilla no desempefiaron ningun papel en la especificidad de
Rep, se generd una ITR quimérica con elementos de union de ITRS y un espaciador de ITR2 y un tallo de corte
(ITR5 + 2SNS, SEQ ID NO: 19). Solo Rep2 replicod este ITR, confirmando que los determinantes de la especificidad
replicativa se encuentran en los elementos del espaciador/tallo de corte (Figura 1B). Mientras que la replicaciéon ITR5
+ 2SNS no era tan eficiente como ITR2-Rep2, se replicé a niveles de ITR5-Rep5. Por el contrario, Rep5 replica
especificamente una ITR compuesta de horquillas ITR2 y espaciador de horquilla y el espaciador ITR5 y el tallo de
corte (ITR2 + 5SNS, SEQ ID NO: 20, Figura 1B). Rep5 replica esta ITR a niveles de tipo silvestre. Estos datos
demostraron que la especificidad de Rep-ITR se encuentra fuera de las regiones de unién de ITR.

A continuacion, se crearon ITR quiméricas para explorar si el tallo de corte o el espaciador entre el RBE y el tallo de
corte albergaba interacciones Unicas con la proteina Rep. Una ITR con los elementos de uniéon de ITR5 y el
espaciador y el tallo de corte ITR2 no pudieron ser replicados por Rep2 o Rep5 (ITR5 + 2NS, SEQ ID NO: 21, Figura
1B). La ITR quimérica correspondiente (elementos de unién de ITR2 y espaciador con un tallo de corte de ITR5) se
replicé tanto para Rep2 como para Rep5 (ITR2 + 5NS, SEQ ID NO: 22, Figura 1B). Esta disparidad sugirié que el
espaciador y el tallo de corte juegan papeles diferentes en la especificidad de Rep-ITR entre AAV2 y AAV5.
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Ejemplo 3
El tallo de corte es importante para la especificidad de ITR5

ITR2 + 5NS (SEQ ID NO: 22) establecio que Rep2 es capaz de cortar una ITR con un tallo de corte de ITR5 y que la
especificidad de Rep-ITR no esta dirigida exclusivamente por la secuencia de trs (Figura 1B). Con el fin de
determinar la flexibilidad de Rep2 hacia los tallos de corte mutantes, se generaron ITR2 que contienen formas
alteradas de la horquilla (Figura 2A). Rep2 es capaz de replicar una ITR con un tallo de corte ITR5 incluso aunque el
tallo de corte ITR5 contenga una secuencia diferente de trs, tenga menos pares de bases y tenga dos nucleétidos
desapareados menos en su punta (Figura 2A). La sustitucion del tallo de corte de ITR5 en ITR2 también permitié la
replicacién por Rep5.

Para determinar qué elemento del tallo de corte de ITR2 impedia la actividad de Rep5, se modificaron partes
especificas del tallo de ITR2. En primer lugar, se eliminé un par de bases en la parte superior del tallo de corte de
ITR2 putativo para bajar la altura a aquella de ITR5 (ITR2-TA, SEQ ID NO: 23). La eliminacién del par de bases T-A
también resulté en un trs que se asemeja a ITR5, cortando entre G/T opuesto a T/T. Rep2 continué funcionando en
esta ITR al igual que Rep5, lo que demuestra que Rep5 puede tolerar cinco nucleétidos desapareados en la punta
del tallo, siempre que la altura del tallo y la secuencia de nucleétidos sea correcta. Una eliminacion similar de la base
del tallo de corte de ITR2 redujo la altura a la de ITR5 mientras se conservaba el sitio de corte de ITR2 (ITR2-GC,
SEQ ID NO: 25). Rep2 continudé funcionando eficientemente en esta ITR mientras que la actividad de Rep5 se
eliminé. Estos datos sugieren que la incapacidad de Rep5 para funcionar en ITR2 es principalmente la secuencia de
los trs, especificamente el requisito de que se genere un corte entre G/T.

Para determinar el grado de flexibilidad de Rep2 para diferentes tallos de corte, se crearon tres mutantes de ITR2
adicionales. La extension del tallo de corte en un par de bases no tuvo ningun efecto sobre la replicacion por Rep2
(ITR2 9 nt, SEQ ID NO: 30). Sin embargo, una extension de tres pares de bases fue suficiente para eliminar la
funcion de Rep2 en la ITR (ITR2 11nt, SEQ ID NO: 32). Sorprendentemente, Rep2 fue capaz de tolerar una
eliminacion de tres pares de bases desde la base del tallo, lo que subraya la flexibilidad de Rep2 con respecto a los
sustratos del tallo de corte (ITR2 5nt, SEQ ID NO: 28).

Con el fin de explorar el nivel de flexibilidad que Rep5 poseia hacia los tallos de corte no de tipo silvestre, se cre un
panel de ITR5 mutantes que albergaba tallos de corte alterados (Figura 2C). Curiosamente, Rep2 no ha replicado
ninguno de estas ITR, lo que sugiere que un elemento externo al tallo de corte de ITR5 es responsable de evitar la
funcion de Rep2. Como en la Figura 1B, el reemplazo del tallo de corte de ITR5 con el de ITR2 dio como resultado la
ablacién de la replicacion por Rep5, atribuible a la secuencia de trs incompatible. La adiciéon de un par de bases en
la parte superior del tallo de corte de ITR5 disminuyd severamente la capacidad de Rep5 para replicar la ITR (ITR5 +
TA, SEQ ID NO: 24, Figura 2D). Esta insercién interrumpio la secuencia de trs de ITR5 y aumenté el tamafio del tallo
un par de bases. Sin embargo, el bajo nivel de replicacion de Rep5 en ITR5 + TA sugiere que todo el sitio de trs de
ITR2 es necesario para conferir especificidad a Rep2, no solo la presencia de un sitio de corte de T/T.

La adicion de un par de bases a la base del tallo de corte de ITR5, que preserva el trs de ITR5 en la punta, casi
elimind la replicacion por Rep5 (ITR5 + GC, SEC ID NO: 26). Del mismo modo, la eliminacion de un par de bases de
la base del tallo de corte de ITR5 redujo fuertemente la replicacion por Rep5 (ITR5 6nt, SEQ ID NO: 35, Figura 2D).
Estos datos sugieren que Rep5 es sensible tanto a la altura del tallo de corte como a la secuencia de los trs. Por lo
tanto, Rep5 no puede replicar ITR2 porque el tallo de corte de ITR2 tiene un punto de control demasiado alto y tiene
una secuencia de trs incompatible.

Ejemplo 4
La longitud del espaciador es importante para ITR2, no para ITR5

Mientras que Rep2 puede replicar un vector con un tallo de corte de ITR5, no puede replicar ITR5 de tipo silvestre
(Figura 1B). La unica diferencia entre ITR5 + 2SNS (que Rep2 puede replicar) e ITR5 + 2NS (que Rep2 no puede
replicar) es el espaciador de ITR5 (Figura 1B). El espaciador de Rep2 de tipo silvestre es de tres nt de longitud,
mientras que el espaciador Rep5 de tipo silvestre es de 15 nt de longitud. Por lo tanto, se plantea la hipétesis de que
Rep2 puede ser sensible a la longitud del espaciador.

Para explorar el efecto de la longitud del espaciador en ITR2 e ITR5, se generaron una serie de ITR2 e ITR5
mutantes con diferentes longitudes de espaciador (Figuras 3A y 3C). Una insercion que extiende el espaciador de
ITR2 a 10 nt elimino la replicacion por Rep2 (ITR2 10nt, SEQ ID NO: 31, Figura 3B). De forma similar, la sustitucion
del espaciador de ITR2 con el espaciador de 15 nt de ITR5 también eliminé la replicacion por Rep2 (ITR2 15nt, SEQ
ID NO: 33, Figura 3B). Rep5 no pudo replicar ninguno de estos vectores debido a la presencia del bucle del tallo de
ITR2.
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Rep5 muestra una mayor flexibilidad hacia los elementos del espaciador de diferentes longitudes. Reemplazar el
espaciador de ITR5 de 15 nt con el de ITR2 dio como resultado una ITR en la que Rep5 retuvo la capacidad de
replicarse en un nivel reducido (ITR5 3nt, SEQ ID NO: 34, Figura 3D). Ademas, la presencia del espaciador de tres
nt permiti6 que el Rep2 funcione en esta ITR. La adicién de seis nt al espaciador de ITR5 (para una longitud de
espaciador total de 21nt) dio como resultado una ITR capaz de ser replicada por Rep5 a un nivel eficiente (ITR5
21nt, SEQ ID NO: 37, Figura 3D). La replicacion por Rep5 fue eliminada efectivamente solo después de la insercion
de 15 nt en el espaciador (ITR5 30nt, SEQ ID NO: 38, Figura 3D). Este panel de ITR5 mutantes demuestra la
importancia de un elemento espaciador de tres nt para la funcién de Rep2.

Estos datos confirmaron que la longitud del espaciador de ITR5 era importante para bloquear la funcién de Rep2.
Incluso pequeias inserciones en el espaciador de ITR2 no fueron toleradas por Rep2. Mientras tanto, Rep5 es
flexible en cuanto a la longitud del espaciador, lo que demuestra la capacidad de funcionar en las ITR con
espaciadores de 3-21 nt.

Ejemplo 5
El espaciador de ITR5 actua como RBE para Rep5

La incapacidad de Rep2 para funcionar en ITR con espaciadores de mas de tres nt llevd a la pregunta de por qué
Rep5 era tan flexible en este sentido. Se formuld la hipdtesis de que Rep5 podria unir especificamente el espaciador
de ITR5 tal como se une al RBE. La incapacidad de Rep2 para enlazar esta secuencia imposibilitaria su funciéon en
ITR5. El apoyo de esta hipétesis fue un motivo de unién de Rep GAGY moderadamente conservada que se extiende
a través del espaciador de ITR5 (Figura 4A). Ademas, como los mondmeros de Rep se unen cada cuatro nt, la unién
de tres mondmeros de Repb al elemento espaciador de 15 nt daria como resultado un espaciador de tres nt, similar
al de ITR2 (Hickman et al., (2004) Mol. Cell 13: 403) .

Si Rep5 se une al motivo GAGY vagamente conservado, la eliminacién de ese motivo del espaciador deberia abolir
la funcion de Rep5. De hecho, el mutante ITR5 No GAGY (SEQ ID NO: 40) no pudo ser replicado por Rep2 o Rep5
(Figura 4B). Esto sugiri6 que la secuencia especifica del espaciador de ITR5 desempefia un papel activo en la
interaccion Rep5-ITR5. Por el contrario, un espaciador con una repeticion GAGY pura no debe interrumpir la
capacidad de Rep5 para funcionar en la ITR. De hecho, Rep5 fue capaz de replicar esta ITR a niveles de tipo
silvestre (GAGY de ITR5, SEQ ID NO: 39, Figura 4B). Rep2 también fue capaz de replicar este ITR de manera
eficiente, lo que sugiere que la naturaleza poco conservada de la repeticion GAGY dentro del espaciador de ITR5
impide una importante interaccion ADN-proteina con Rep2 necesaria para la replicacion.

Para explorar cémo el espaciador de ITR5 funcionaba como RBE, se eliminaron tres repeticiones GAGY del lado de
la horquilla del RBE (RBE del espaciador de ITR5, SEQ ID NO: 42, Figura 4A). Esto esencialmente cambi6 el RBE
de 16 nt a 12 nt mas cerca del tallo de corte. Rep5 replicé este ITR de manera eficiente, confirmando que el
espaciador de ITR5 actua como un RBE (Figura 4B). La ligera reduccion en la fidelidad de replicacién de este ITR,
en comparacién con la de ITR5 de tipo silvestre, puede indicar la incapacidad de Rep para interactuar
apropiadamente con el RBE' (Brister y Muzyczka (2000) J. Virol. 74: 7762). Rep2 nuevamente no pudo replicar el
RBE de espaciador de ITR5 debido a su incapacidad para interactuar con el espaciador de ITR5.

A continuacion, se intentdé extender el elemento espaciador de ITR2 para que funcione como un RBE extendido
(Figura 4C). La insercidon de siete nt intentada en la Figura 3A no poseia esencialmente ninguna homologia con
GAGY (ITR2 +7, SEQ ID NO: 29, Figura 4C). Como resultado, Rep2 no pudo replicar esta ITR (Figura 4D). Ocho nt
(dos repeticiones GAGY de cuatro nt) insertadas en el espaciador de ITR2 entre el RBE y el espaciador existente
(GAGY de ITR2 + 8, SEQ ID NO: 41) impidieron la replicacion por Rep2, lo que demuestra que el RBE de ITR2 no
se puede extender. Esto sugiere que Rep2 puede depender de la union de RBE' o de una longitud de espaciador
especifica para que la oligomerizacién adecuada funcione en su ITR afin. Curiosamente, este requisito no se aplica
a la funcion de Rep2 en GAGY de ITR5 (Figura 4A).

Similar a RBE de espaciador de ITR5, se conservo la insercién de GAGY de ocho nt en ITR2 mientras se eliminaban
ocho nt de GAGY del lado de la horquilla del RBE (RBE del espaciador de ITR2 + 8-8, SEQ ID NO: 43, Figura 4C) .
Esto cambié el RBE ocho nt mas cerca del tallo de corte. Rep2 replica este ITR muy ineficientemente en un nivel por
debajo del umbral de deteccion del analisis densitométrico (Figura 4D, Southern).

Ejemplo 6

Identificacion de regiones en Rep responsables por la especificidad de ITR

La identificacién de los dos elementos de la ITR responsables de la especificidad de Rep permiti6 mapear las
regiones de Rep2 y Rep5 involucradas en la especificidad de ITR. Se enfocd exclusivamente en los 208aa del N-
terminal de las proteinas Rep grandes ya que esta region abarca la unién al ADN y la actividad endonucleolitica de

la proteina (Yoon et al., (2001) J. Virol. 75: 3230). Esta regién muestra aproximadamente un 60% de conservacion
de la secuencia distribuida uniformemente a través de la secuencia de la proteina (Figura 5A). Los residuos
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implicados en el sitio activo de la proteina se conservan al 100% entre Rep2 y Rep5 (Hickman et al., (2002) Mol. Cell
10: 327). Los residuos implicados en la union del RBE' estan altamente conservados (Hickman et al., (2004) Mol.
Cell 13: 403). Los residuos que se unen al RBE muestran una conservacion casi perfecta excepto por dos
sustituciones conservadoras cerca del aa 140.

Para mapear las regiones de Rep implicadas en la especificidad de ITR, se generé un panel de Rep quiméricas
derivadas de Rep2 y Rep5 (Figura 5B). La capacidad de cada Rep quimérica para replicar un vector flanqueado por
ITR2 o ITR5 en células HEK 293 se determiné por transferencia Southern (Figuras 5B y 5D). Cada Rep en el panel
se verificO mediante secuenciacion de ADN y analisis de transferencia Western (Figura 5C). Cada Rep quimérica
mostré perfiles de expresion de proteinas similares en comparacion con el tipo silvestre. El analisis densitométrico
proporcioné una comparacion de la eficacia de replicacion de cada Rep quimérica con aquella de Rep2 o Rep5 de
tipo silvestre (Figura 5E). Las Rep quiméricas se nombraron de acuerdo con la ubicacion de los aa del intercambio
entre serotipos; por ejemplo, Rep25aa77 (SEQ ID NO: 63) posee 76 aa en el N-terminal de Rep2 y el C-terminal de
Rep5.

En el caso de Rep5, la sustitucién de los 77 o 97 aa del N-terminal por Rep2 no tuvo ningun efecto sobre la
especificidad de ITR ni un impacto significativo sobre la fidelidad replicativa (Figuras 5D y 5E). Piezas mas grandes
de Rep2 sustituido en el N-terminal de Rep5 fueron suficientes para evitar la replicacion eficiente de ITR5
(Rep25aa116, SEQ ID NO: 65; Rep25aa125, SEQ ID NO: 66; Rep25aa141, SEQ ID NO: 67). Esto sugirié que estas
quimeras poseian interrupciones de una region critica de Rep5 para la especificidad de ITR5.

Las quimeras basadas en Rep2 no pudieron replicar ITR5 sin la inclusion de los 146aa del N-terminal de Rep5
(Rep52aa146, SEQ ID NO: 79, Figura 5D). Rep52aa146 replicd ITR5 en niveles de tipo silvestre, al igual que las tres
quimeras con porciones mas grandes de Rep5 en el N-terminal (Rep52aa160, SEQ ID NO: 58; Rep52aa175, SEQ
ID NO: 59; Rep52aa207, SEQ ID NO: 61). Este mapeo revela que la region critica para la especificidad de ITR en
Rep5 se encuentra entre los aa 97-146. Sorprendentemente, el clon Rep52aa146 también funcionaba
eficientemente en ITR2, constituyendo un Rep capaz de replicar ITR2 e ITR5. Esto sugirié que la especificidad ITR
existia en dos regiones diferentes de Rep.

Para Rep2, los 83 o 109 aa del N-terminal de Rep5 podria sustituirse sin efecto sobre la especificidad de ITR o
influencia principal sobre la fidelidad replicativa (Rep52aa84, SEQ ID NO: 54; Rep52aa110, SEQ ID NO: 55; Figuras
5D y 5E). Las quimeras que incluyen porciones ligeramente mayores de Rep5 no pudieron replicar ninguna ITR,
sugiriendo de nuevo la interrupcion de un dominio critico para la especificidad de ITR (Rep52aa126, SEQ ID NO: 56;
Rep52aa138, SEQ ID NO: 57).

Las quimeras basadas en Rep5 no pudieron replicar ITR2 sin la inclusion de los 149aa del N-terminal de Rep2. Sin
embargo, la replicacion de ITR2 fue ineficaz (Rep25aa149, SEQ ID NO: 68, Figuras 5D y 5E). La inclusion de
porciones mas grandes de Rep2 permiti6 que la replicacién de ITR2 aumentara a niveles de tipo silvestre
(Rep25aa166, SEQ ID NO: 69; Rep25aa216, SEQ ID NO: 71). Estos datos mapean la regiéon de Rep2 involucrada
en la especificidad de ITR aa 110-149. Sin embargo, a diferencia de Rep5, esta no era la Unica region que
desempefiaba un papel en la especificidad de ITR. La capacidad de la quimera Rep52aa146 para replicar vectores
ITR2 e ITR5 demostré una segunda region de Rep2 entre aa 138-160 suficiente para permitir la replicacion de ITR2
incluso cuando la otra region critica (aa 110-149) era Rep5. El aislamiento de dos regiones de Rep diferentes
implicadas en la especificidad de ITR fue consistente con el descubrimiento de dos elementos independientes que
rigen la especificidad dentro de la ITR.

Ejemplo 7
Caracterizacion de las regiones Rep involucradas en la especificidad de ITR

Para caracterizar los dominios de Rep identificados en la Figura 5, se crearon proteinas Rep quiméricas que
intercambiaban especificamente las regiones implicadas en la especificidad de ITR (Figura 6A). La regién 1 existia
en Rep2 desde aa 110-149 y en Rep5 desde aa 97-146. La Region 2 estaba dentro de Rep2 desde aa 149-187 y
Rep5 desde aa 146-187. Como en la Figura 5, todas las quimeras se verificaron mediante secuenciacion de ADN y
analisis de transferencia Western (Figura 6B). Las quimeras se analizaron luego para determinar la capacidad de
replicar vectores flanqueados por ITR2 o ITRS (Figura 6C).

Reemplazando la region 1 de Rep5 con Rep2 produjo un clon incapaz de replicar cualquier vector, sugiriendo que la
quimera carecia de la capacidad de unir el espaciador de ITR5 o cortar el tallo de corte de ITR2 (Rep525aa110-148,
SEQ ID NO: 72, Figura 6C) . El reemplazo de la regiéon 2 de Rep5 con la de Rep2 permitidé que esta quimera
replicara un vector de ITR2, sugiriendo que la regidén 2 de Rep2 era critica para cortar el tallo de corte de ITR2
(Rep525aa146-187, SEQ ID NO: 73). La incapacidad de esta quimera para reconocer ITR5 es mas dificil de explicar
ya que Rep52aa146 podria replicar ITR2 e ITR5 de manera eficiente (Figura 5B). Este resultado sugiere que region
2 de Rep2 hace contactos especificos dentro de Rep2 aa 188-208 que son necesarios para funcionar en el tallo de
corte de ITR5. El reemplazo de las regiones 1 y 2 de Rep5 con Rep2 dio como resultado una quimera de Rep que
solo duplicé ITR2 (Rep525aa110-187, SEQ ID NO: 74).
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La sustituciéon de la region 1 de Rep2 con Rep5 dio como resultado la replicacion de solo ITR2, demostrando de
nuevo una conexion entre la region 2 de Rep2 y el tallo de corte de ITR2 (Rep252aa97-146, SEQ ID NO: 75). La
falta de replicacion de ITR5 por Rep252aa97-146 es dificil de explicar con base en la quimera de Rep52aa146 que
replica ITR2 e ITR5 de manera eficiente (Figura 5B). Este resultado sugiere que la region 1 de Rep5 establece
contactos especificos dentro de los 96 aa precedentes de Rep5 para replicar ITR5. El reemplazo de la region 2 de
Rep2 con Rep5 dio como resultado que una quimera no pudo replicar ITR (Rep252aa149-187, SEQ ID NO: 76).
Esta Rep quimérico no posee la region 2 de Rep2 (requerido para cortar el tallo de corte de ITR2) ni la regién 1 de
Rep5 que parece interactuar con el espaciador de ITR5. Finalmente, el reemplazo de las regiones 1y 2 de Rep2 con
Rep5 dio como resultado una quimera capaz de replicar solo vectores de ITR5 (Rep252aa97-187, SEQ ID NO: 77).

La estructura cristalina de los 193 aa del N-terminal de Rep5 complejada con el RBE permiti6 modelar la ubicacion
de estas dos regiones criticas (Hickman et al., (2004) Mol. Cell 13: 403). La estructura del N-terminal de Rep2 se
modeld con el software Swiss-Model utilizando Rep5 como plantilla. La ubicacién de la region 1 apoya su
participacion con el espaciador/RBE (Figura 6D). Esta region interactda con el surco principal de la ITR donde se
predice una de las diferencias estructurales mas evidentes entre Rep2 y Rep5 (Figura 6D, circulo sombreado). Rep2
contiene una insercion de dos aa en este bucle con respecto a Rep5. Esta insercion y otras sustituciones no
conservativas son probablemente responsables de la incapacidad de Rep2 para interactuar con el espaciador de
ITRS.

La observacion de Rep a lo largo de la longitud de la ITR ilustra que la regién 1 constituye gran parte de la base de
la proteina (Figura 6E). Se predice que ambos Rep participan en un motivo de lamina 8 en el centro de esta region,
mientras que existen areas de homologia reducida hacia ambos lados (el bucle interactiia con el surco principal de la
ITR en un lado, las interacciones de RBE' en el otro). Una mirada mas detallada a la regién 1 revela que la mayor
disparidad entre Rep2 y Rep5 se produce en la interfaz de unién de RBE en el surco principal de la ITR (Figura 6F).

Hay muy poca diferencia estructural predicha entre la region 2 de Rep2 y Rep5 (Figura 6D y 6E). En un esfuerzo por
diseccionar esta region, se crearon dos clones adicionales: Rep52aa147 (SEQ ID NO: 81) y Rep52aa151 (SEQ ID
NO: 83) (Figura 6A). Al igual que Rep52aa146, ambas Rep pudieron replicar vectores de ITR2 e ITRS (Figura 6C).
Rep52aa146 y Rep52aa147 replicaron los vectores de ITR2 e ITR5 con eficacia equivalente, lo que sugiere que
E147 de Rep2 no esta implicado en la especificidad de ITR. Rep52aa151 mostré una reduccién modesta en la
replicacion de ITR2 en comparacion con Rep52aa146, lo que sugiere que C151 de Rep2 juega un papel en la
especificidad de ITR2. Como Rep52aa160 no puede replicar ITR2, esto deja solo otros dos residuos no conservados
entre Rep2 y Rep5 en esta region (N155 y T161). Ambos residuos se encuentran cerca del sitio activo y es probable
que interactien con el tallo de corte o el sitio activo. N155 se encuentra directamente adyacente a Y156, la tirosina
nucleofilica, y puede jugar un papel importante en la especificidad de ITR2 (Figura 6G).

Ejemplo 8
Modelo de estructura-funcion de la especificidad de Rep-ITR

Con el fin de unificar los elementos de ITR y Rep implicados en la especificidad en un Unico modelo, se utilizaron la
region 1y la region 2 que separan las Rep quiméricas junto con las ITR quiméricas que separan el tallo de corte y el
espaciador. Rep2, Rep5, Rep52aa146 (que divide la region 1 y 2 de Rep y puede replicar ITR2 e ITR5), y
Rep25aa149 (esencialmente sin replicacion de ITR2 o ITR5) fueron seleccionados. Estas Rep fueron probados por
su capacidad de replicar ITR2, ITR5, ITR2 + 5NS (que es replicado por Rep2 y Rep5), e ITR5 + 2NS (que no es
replicado ni por Rep2 ni Rep5).

Solo Rep2 y Rep52aa146 replicaron eficientemente ITR2 (Figuras 7A y 7B). Solo Rep5 y Rep52aa146 replicaron
ITR5. Como en la Figura 1, Rep2 y Rep5 replicaron ITR2 + 5NS. Ademas, Rep25aa149 (SEQ ID NO: 68) y
Rep52aa146 (SEQ ID NO: 79) replicaron ITR2 + 5NS. Este ITR parece ser universalmente replicado por cada Rep
en este ensayo debido a la exclusion de los elementos de ADN implicados en la especificidad de la proteina. El
espaciador de tres nt de ITR2 es sensible a la regién 1 de unién a ADN de Rep2 y Rep5. El tallo de corte de ITR5 de
siete pares de bases actua con la regidon 2 de Rep2 y Rep5. Por lo tanto, cualquier combinacién de estas regiones
constituye una proteina Rep capaz de replicar ITR2 + 5NS.

Finalmente, ni Rep2 ni Repb5 replicaron ITR5 + 2NS. Rep2 no puede interactuar correctamente con el espaciador de
ITR5 de 15 nt. Rep5 no puede funcionar en el tallo de corte de ITR2. Por estas razones, Rep25aa149 tampoco pudo
catalizar la replicacion. Sin embargo, Rep52aa146 fue capaz de replicar esta ITR debido a la combinacién adecuada
de regiones Rep (Figura 7C). Rep52aa146 posee la region 1 de Rep5 que interactia con el espaciador de ITR5 de
15 nt. Esta quimera también posee la regidon 2 de Rep2, que funciona en el tallo de corte de ITR2. Esta interaccion
recombinante ADN-proteina es Unica de AAV2 o AAV5 y constituye un nuevo origen de replicacion de Parvovirus.

Tomado en conjunto, este trabajo ilustra dos mecanismos especificos de especificidad de ADN-proteina en el origen
de replicacién del parvovirus. Las ITR quiméricas redujeron los elementos de ADN implicados en la especificidad del
espaciador y las secuencias del tallo de corte (Figura 1B). Estos resultados contradicen las afirmaciones previas de
que la especificidad de Rep-ITR se basaba unicamente en la secuencia de corte como Rep2 que cortaba
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eficientemente una ITR que albergaba el tallo de corte de ITR5 (Chiorini et al., (1999) J. Virol. 73: 4293). Rep2 es
muy flexible en la secuencia y altura de su tallo de corte, mientras que Rep5 es muy especifico para su tallo analogo
(Figura 2).

Tres residuos de Rep2 son importantes para escindir el tallo de corte de ITR2 (Figuras 5 y 6). Los residuos C151,
N155 y T161 se encuentran en el sitio activo de la proteina en una hélice alfa predicha junto con la tirosina
nucleofilica Y156. No esta claro como estos residuos (denominados regiéon 2 de Rep) otorgan flexibilidad a Rep2
hacia los tallos de corte mutantes. Los residuos de Rep5 correspondientes (G148, A152 y V158) pueden participar
en interacciones altamente especificas que requieren consideraciones de altura y secuencia especificas para el tallo
de corte de ITRS.

La especificidad de Rep-ITR de AAVS5 esta mediada por el espaciador de ITR5. El reemplazo del espaciador de ITR2
de tres nt con espaciador ITR5 de 15 nt eliminé la replicaciéon por Rep2 (Figura 2B). Un elemento de unién de Rep
pobremente conservado permite que Rep5 interactie con el espaciador de ITR5 alargado (Figura 4B). La mutacion
del espaciador para incluir un elemento de enlace de Rep fuerte permiti6 a Rep2 y Rep5 replicar la ITR. Sin
embargo, la insercién de un elemento de uniéon de Rep en el espaciador de ITR2 todavia disminuyd aiun mas la
funcion de Rep2. Si bien estos datos podrian sugerir que moléculas adicionales de Rep5 se unen a ITR5, los
experimentos previos in vitro no han llegado a esta conclusién, aunque esos estudios se realizaron en ausencia de
horquillas en las ITR (Chiorini et al., (1999) J. Virol. 73: 4293).

Una region de 49 aa de Rep5 interactia con el espaciador de ITR5 (aa 97-146, Figuras 5 y 6). La estructura
cristalina del N-terminal de Rep5 revela que esta regidn (region 1) posee residuos que se unen especificamente a
RBE y RBE' de la ITR. Las principales diferencias estructurales en el bucle de Rep5 que se une a la ranura principal
de la RBE probablemente representan la mayoria de la especificidad del espaciador de ITR5. Mientras que la Figura
1B predice que la unién de RBE' no deberia desempefiar un papel en la especificidad de Rep-ITR, es posible que los
contactos de RBE' alteren la estructura secundaria de la regién 1 cuando interactia con el RBE.

Debido a que las regiones de Rep que confieren especificidad de ITR estaban separadas (region 1 de Rep5 de
aa97-146 y region 2 de Rep2 de aa 151-161), una Rep quimérica que posee ambas regiones fue capaz de replicar
eficientemente ITR2 e ITR5. Una ITR que podria ser replicada por cualquier Rep quimérica o de tipo silvestre se
construyd excluyendo los elementos de ADN requeridos para la especificidad; el espaciador de ITR5 y el tallo de
corte de ITR2. Mas significativamente, se gener6 un nuevo origen de replicacion. Esta ITR contenia los dos
elementos para la especificidad de Rep; el espaciador de ITR5 y el tallo de corte de ITR2. Como resultado, solo una
proteina Rep quimérica compuesta por la region 1 de Rep5 y la region 2 de Rep2 pudo replicar la ITR. La creacion
de un unico origen de replicacion resalta el poder de estudiar las interacciones ADN-proteina de un origen de
replicacion viral.

La creacién de una interaccion Unica ADN-proteina fue posible debido a la separacion de las interacciones
especificas de Rep-ITR en AAV2 y AAV5. No esta claro como y por qué evolucionaron estas dos interacciones ADN-
proteina diferentes. Es probable debido a la divergencia evolutiva en la secuencia de ITR que puede haber ocurrido
en diferentes huéspedes (AAV2 esta relacionado con otros AAV de primates, AAV5 esta relacionado con AAV no de
primates tales como cabra y bovino). Este modelo de especificidad replicativa puede extenderse probablemente a
otros parvovirus tales como el AAV de serpiente que tiene una estructura de ITR en forma de T altamente
conservada pero diferentes longitudes de los espaciadores y del tallo de corte (Farkas et al., (2004) J. Gen. Virol. 85:
555)

Estos resultados también pueden mejorar la seguridad de futuros vectores terapéuticos de AAV. El peligro de la
movilizaciéon de vectores de AAV por el AAV de tipo silvestre podria evitarse si los vectores terapéuticos albergaran
ITR que ninguna Rep de tipo silvestre podria replicar (Hewitt et al., (2009) J. Virol. 83: 3919).

Ejemplo 9
Produccion del vector de ITR de serpiente

Se cultivaron células HEK 293 en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (Sigma, St. Louis, MO) y 100 unidades/mL de penicilina'y 100 pg/mL de estreptomicina y se cultivaron a
37°C con saturacion de CO; al 5%. Para producir vectores de ITR de serpiente (piton real), se transfectaron 10 ug de
cada uno de los siguientes plasmidos mediante PEI en células HEK 293 en una placa de cultivo de 15 cm: pXX680
(plasmido adyuvante Ad), pSnTR-eGFP (el plasmido que contiene ITR, SEQ ID NO: 124), pSnRepCap2 (plasmido
adyuvante de AAV que contiene los genes Rep de serpiente y genes Cap de AAV2, SEQ ID NO: 125), y pXR2
(plasmido adyuvante de AAV que contiene los genes Rep y Cap de AAV2). Véanse las Figuras 33-35.
Alternativamente, podria usarse un plasmido que exprese solo las proteinas Rep pequefias de AAV2 (Rep52 y
Rep40) en lugar de pXR2. 48 horas después de la transfeccion, las células se recogieron y el vector se purificé por
centrifugacion en gradiente de CsCl como se describié previamente para otros vectores de AAV.
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que comprende al menos una repeticion terminal invertida (ITR) del virus adenoasociado (AAV),
en el que dicha ITR comprende la secuencia de nucledtidos:

aggaacccct agtgatggag ttggccactc ccteececct gtegegtteg ctegeteget ggetegtitg gggggacgac ggcccaaagg
geegtegtet ggeagctett tgagetgeca cccceccaaa cgagecageg agegagegaa cgegacaggg gggagegagt ggecaactcee
atcactaggg gttect

2. El polinucleétido de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente un acido nucleico heterélogo.

3. Un vector viral, tal como un vector de parvovirus o AAV, que comprende el polinucleétido de cualquiera de las
reivindicaciones 1-2.

4. Una particula de parvovirus recombinante, tal como una particula de AAV, que comprende el polinucleétido de
cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Una proteina Rep grande sintética que comprende la secuencia de aminoacidos:

MATEFYEVIVR
POLTVADRIR
SMVLGRYVSQ
PNYLLPKTQP
KENONPNSDA
NAASNSRSQI
LNGYDPQYAA
YGCVNWTNEN
KCKSSAQIDP

LDHDFGKVTK
EPKRVRESVA
NONSNICFTH
CTACDLVNVD

VPFDVEEHLP
RVFLYEWNKE
IRAQLVKVVEFE
ELOWAWTNME
PVIRSKTSAR
KAALDNAGKT
SVELGWATKK
FPENDCVDKM
TPVIVTSNTN

QEVKDEFFRWA
QOPSTSDAEAS
GOKDCLECEP
LDDCIFEQ.

GISDSEVDWV
SKQESKFEFEVQ
OGIEPQINDW
OQYLSACLNLT
YMELVGWLVD
MSLTKTAPDY
FGKRNTIWLF
VIWWEEGKMT
MCAVIDGNST

KDHVVEVEHE

INYADRYQONK
VSESQPVSVV

TGOIWELPPE
FEKGSEYFHL
VAITKVKKGG
ERKRLVAQHL
KGITSEKQWI
LVGOQPVEDI
GPATTGKTNI
AKVVESAKAT
TFEHQOPLOD

FYVKKGGAKK
CSRHVGMNLM
KKAYQKLCYT

SDLNLTLVEQ
HTLVETSGIS
ANKVVDECYI
THVSQTQEQN
QEDQASYISFE
SSNRIYKILE
AEATAHTVPF
LGGSKVRVDQ
RMFKFELTRR

RPAPSDADIS
LFPCRQCERM
HHIMGKVPDA

6. Un polinucleétido que codifica la proteina de la reivindicacion 5.
7. Un vector, tal como un vector plasmidico o vector viral, que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 6.
8. Una célula que comprende el polinucledtido de la reivindicacion 6 o el vector de la reivindicacion 7.

9. Un método para producir una particula de parvovirus recombinante, que comprende proporcionar a una célula
permisiva para la replicacion de parvovirus:

(a) una plantilla de parvovirus recombinante que comprende (i) un acido nucleico heterélogo, y (ii) la secuencia de
repeticion terminal de AAV de la reivindicacion 1;
(b) el polinucleétido de la reivindicacion 6;

en condiciones suficientes para la replicaciéon y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante;
mediante el cual se producen particulas de parvovirus recombinantes en la célula.

10. Un método in vitro para suministrar un acido nucleico a una célula, que comprende introducir en una célula la
particula de parvovirus recombinante de la reivindicacion 4.

11. Una particula de parvovirus recombinante de acuerdo con la reivindicacion 4 para usar en un método de

tratamiento de un sujeto mamifero, comprendiendo dicho método administrar al sujeto mamifero una célula que ha
sido contactada con la particula de parvovirus recombinante en condiciones suficientes para que el genoma del
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vector de la particula de parvovirus entre en la célula o administrar al sujeto mamifero la particula de parvovirus
recombinante.

12. Una composicion farmacéutica que comprende el vector viral de la reivindicacion 3, la particula de parvovirus
recombinante de la reivindicacion 4, el vector de la reivindicacion 7 o la célula de la reivindicacion 8.
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AAV-1, (SECUENCIACOMPLETA, GENBANK ACCESONO. NC 002077 ¥ XIAO ET
AL, {1889} J. VIROL, 73:3994
TTGCCCACTCCCTCTCTGCECECTCGCTCGCTCEETGEEGCCTECGGACCAAAGGTCCECAGACGGCA
GAGCTCTGCTCTGCCEECCCCACCEAGUGAGCGAGCGCECAGAGAGCGAGTGEGCARCTCCATCACTA
GGEGTAATCECGAAGCGCCTCCCACGCTCCCECATCAGCGOTCGACGTARATTACGTCATAGGGGAGTG
GTCCTGTATTAGCTGTCACGTGAGTGCTTTTECGACATTTTGCGACACCACGTGGCCATTTAGGGTAT
ATATGGCCGAGTGAGCGAGCAGGATCTCCATTTTGACCGCGARAT TTGAACCAGCCAGCAGCCATGCCE
GGCTTCTACGAGAT CGTGATCAAGGTGCCGAGCGACCTGGACGAGCACCTGCCEGGCATTTCTGACTC
GTTTGIGAGCTGGGTGGCCEAGARGGAATGEGAGCTGCCCCCEGATTCTEACATGEATCTCGAATCTGA
TTEAGCAGGCACCCCTCACCETGECCEAGAAGCTACAGCGCEACTTCCTEETCCAATGGCECCECETE
AGTAACGCCCCGGAGGCCCTCTTCTTTGTTCACGT TCCAGAAGGGCEAGTCCTACTTCCACCTCCATAT
TCTGCTCGACGACCACGECGETCARATCCATGETGCTGGGCCGCTTCCTGAGTCAGAT TAGEGACAAGC
TGETGCAGACCATCTACCGCCEGEAT CGAGCCGACCCTGUCCAACTGETTCGCEETEGACCAMGACGCGT
AATGGECGCCCGAGGGGEGAACARGGTGETEEACGAGTGCTACATCCCCAACTACCTCCTGCCCAAGAC
TCAGCCCGAGCTECAGTGEGCETGGACTAACATCCGACGAGTATATAAGCCCCTGTTTEAACCTCECCR
AGCGCAAACGGCTCCTEGCGCAGCACCTGACCCACGTCAGCCAGACCCAGGAGCAGAACAAGGAGAAT
CTGAACCCCAATTCTGACGCGCCTGTCATCCGGTCARARACCTCCGCGCGCTACATCGAGCTGET GG
GTGGCTGGTGGACCGGEGCATCACCTCCGAGAAGCAGTGGATCCAGCAGCACCAGGCCTCGTACATCT
CCTTCAACGCCGCTTCCAACTCGCGGTCCCAGATCAAGGCCGCTCTGGACAATGCCGGCARGATCATG
GCGCTGACCRAATCCGCGCCCGACTACCTGETAGGCCCCGCTCCGCCCECGGACATTAANACCAACCG
CATCTACCGCATCCTGEAGCTGARCGGCTACGARCCTGCCTACGCIGGCTCOETCTTTCTCGGCTGGG
CCCAGAAMANGGTTCGGEAAGCGCANCACCATCTGECTGTTTGGGCCGGCCACCACGEGCAAGACCAAC
ATCGCGEAAGCCATCGECCCACGCCGTGCCCTTCTACGGCTGCGTCRAACTGGACCAATGAGAACTTTCC
CTTCAATGATTGCGTCGACARGATGGTGATCTGEGTGGGAGGAGGGCARGATGACGGCCAAGGETCGTGG
AGTCCGCCARGGCCATTCTCGGCGECAGCARGGTGCECGTGGACCAAAAGTGCAAGTCGTCCGCCCAG
ATCGACCCCACCCCCETGATCGTCACCTCCAACACCAACATETGCEGCCETCGATTCGACGGGAACAGCAC
CACCTTCGAGCACCAGCAGCCGTTEGCAGCGACCGGATGTTCAAATTTGAACTCACCOGCCEGTCTGGAGC
ATGACTTTGGCARGETCACARAGCAGCGANAGTCARAGAGTTCTTCCECTGEECECAGGATCACCTGACC
GAGGTGGCGCATGAGTTCTACGTCAGAANGGATGCGAGCCARCAAAMGACCCGCCCCCGATGACGCGGA
TAARALGCGAGCCCAAGCGGEGCCTECCCCTCAGTCGCGGATCCATCGACETCAGACGCGGAAGGAGCTC
CEGTGEACTTTGCCGACAGGTACCAAARACARATETTCTCGT CACGCGGGCATGCTTCAGATGCTGTTT
CCCTGCAAGACATGCGAGAGAATGAATCAGRATTTCAACATTTGCTTCACGCACGEGACGAGAGACTG
TTCAGAGTECTTCCCCGGCETGTCAGAATCTCARCCGETCGTCAGRAAGAGGACGTATCGGAARCTCT
GTGCCATTCATCATCTGCTGEGEECEEGCTCCCGAGATTGCTTGCTCGGOCTGCGATCTCETCAACGETG
GACCTGGATGACTCGTETTTCTGAGCAATARATGACTTARACCAGETATGGCTGCCGATGETTATCTTC
CAGATTGECTCGAGCGACAACCTCTCTGAGEECATTCACCAGTGETEGGACTTGARLCCTGGAGBCCCCG
AAGCCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGEETCTEETEU T MCCTEECTACAAGTACCT
CGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGHAGGAGCCCGTCAACGCGGLGEACGCAGOGECCCTCGAGCACG
ACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAMGCGGCTGRACAATCCGTACCTGCGGTATAACCACGCCGACGCC
GAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGARGATACGTCTTTTGAGGGECAACCTCEGGGCGAGCAGT CTTCCAGGC
CAAGRARGCGEGGTTCTCGAACCTCTCGETCTGGTTGAGGAAGGCGUTAAGACGECTCCTGEAAAGARAC
GTCCGGTAGAGCAGTCGCCACAAGAGCCAGACTCCTCCTCEGECATCGECAACGACAGGCCAGIAGCCC
GCTAAAARGAGACTCAATTTTGGTCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTCCCCEGATCCACARACCTCTCEG
AGAACCTCCAGCAACCCCOGCTGCTGTGGGACCTACTACAATGCUTTCAGGUGGTEGCGCACCAATEG
CAGACRATAACGAAGECGCCCGACGGAGTGEETALTGCCTCAGGARATTGECATTGCGATTCCACATGG
CTGGGECGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCECACCTGGGLCTICCCCACCTACAATARCCACCTCTA
CAAGCAAATCTCCAGTGCTTCARACGGGEGGUCAGCAACGACALCCACTACTTCGGCTACAGCACCCCCT
GGGGGETATTTTGATTTCARCAGATTCCACTGCCACTTTTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATCAAC
ARCAATTGGGGATTCCGGCCCARGAGACTCAACTTCAAACTCTTCAACATCCAAGTCARGGAGGT CAC
GACGAATGATGGCGTCACAACCATCGCTAATARCCTTACCAGCACGETTCAAGTCITCTCGGACTCGG
AGTACCAGCTTCCGTACGTCCTCGGCTCTGCGCACCAGGECUTGCCTCCCTCCGTTCCCGGCGEGACGTG
TTCATGATTCCGCAATACGGCTACCTCGACGCTCARCALTCOCAGCCAAGCCETGGEGACGTTCATCCTT
TTACTGCCTGGAATATTTCCCTTCTCAGATGCTGAGAACGGGCARCAACTTTACCTTCAGCTACACCT
TTGAGGAAGTGCCTTTCCACAGCAGCTACCCGCACAGCCAGAGCCTGGACCEECTGATGAATCCTCTC
ATCGACCAATACCTGTATTACCTGAACAGAACTCARAATCAGT CCGGARGTGCCCAARACAAGGACTT
GCTGTTTAGCCETGCGEETCTCCAGCTGECATGTCTGTTCAGCCCARAARACTGGCTACCTGGACCCTGTT
ATCGECAGCAGCGCGTTTCTARRACARARAACAGACARCAACAACAGCAATTTTACCTGEGACTEETGCT
TCAARATATAACCTCRATGGGCCTGAATCCATCATCAACCCTEGCACTGCTATGGCCTCACACAARGA
CGACGAAGACAAGTTCTTTCCCATCGAGCGETGTCATGATTTTTGGAALRAGAGAGCGCCGEGAGCTTCAA
ACACTGCATTGGACAATGTCATCGATTACAGACGAAGAGGARATTAARAGCCACTAARCCCTGTGECCACT
GAAACGATTTGCCACCCTCCCACTCAATTTCCAGAGCAGCAGCACAGACCCTCCEACCGEBAGATGTGCA
TGCTATGEGAGCATTACCTGGCATGATGTEGECARAGATAGAGACGTGTACCTGCAGGGTCCCATTTGEGG
CCAARATTCCTCACACAGATGGACACT TTCACCCGTCTCCTCTTATGGGCGECTTTGGACTCAAGEAC
CCGCCTCCTCAGATCCTCATCARAARACACGCCTETTCCTGOGAATCCTCCGHGCGEAGTTTTCAGCTAC
ARAGTTTGCTTCATTCATCACCCAATACTCCACAGGACAAGTGAGTGTGGAAATTGAATGEEAGCTGC
AGAAAGARAACAGCAAGCGCTGGAATCCCEAAGTGCAGTACACATCCAATTATGCAAAATCTECCAAC
GTTGATTTTACTGTCGACARACAATGCGACTTTATACTGAGCCTCGCCCCATTECCACCCCTTACCTTAC
COGTCCCCTGTAATTACGTGTTAATCAATAAACCGETTGATTCATTTCAGTTGAACTTTGGTCTCCTG
TCCTTCTTATCTTATCCGECTTACCATGGTTATAGCTTACACATTAACTGCTTGGTTGCGCTTOGCGATA
AAAGACTTACGTCATCGGETTACCCCTAGTGATGGAGTTGCCCACTCCCTCTCTGCECECTCGCTCGL
TCGETGGEEGECCTGCEGACCAANMGTCCGCAGACGGLAGAGCTCTGCTCTGCCGGLCCCACCGAGCGAG
CGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGEEGCAL F , G 8
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ARAV-2, (SECUENCIACOMPLETA, GENBANK ACCESONO. NC 001401 v

CHTIORINI ET AL. (1999) J. VIROL. 73:1309 -
TTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCECTCECTCACTEAGGCCEEECEACCAMAGETCGECCCEACEICC
GEGCTTTECCCEGEECEECCTCAGTEAGCGAGCGAGCECECAGAGAGEEAGTEECCARCTCCATCACTL
GGEGETTCCTEEAGEECTCEAGTCGTGACGTGAAT TACGTCATAGEGTTAGGGAGETCCTGTAT TAGAG
GTCACATEAGTETTTTGCCACATTTTCCGACACCATGTGGTCACGCTEEGTAT TTAAGCCOGAGTGAG
CACGCAGGGETCTCCATTTTGRAAGCGGGAGETTTGEACGCGCAGCCGCCATGCCGEEETTTTACGRGAT
TGTGATTAAGGTCCCCAGCGACCTTGACGGECATC TACCCEGCATTTCTGACAGCTTTATGAACTEGE
TGGCCGACAAGCGAATGGCAGT TECCGCCAGAT TCTCGACATGGATC TEAATCTGATTGAGCAGGCACCC
CTGACCCTCECCCCAGRAGCTGCAGCGCCGACTTTCTGACGERAATEGCGCCETETGAGTARGGCCOCCEGA
GGCCCTTTTCTTTATCCAATTTCGAGAAGCCAGAGAGCTACTTCCACATCCACCTECTCOTGGAARCCA
CCCCCCTCAAATCCATCCTT T TCCCACCTT TCCTGAGTCAGATTCGCGRAAAACTGATTCAGAGAATT
TACCCCCGCATCEAGCCEACTTTGCCAAACTCATTCGCCETCACAA AGACCAGARATGGCCCCGGAGE
CCEGAACAAGGTCETCCATCGACTGCTACATCCCCAATTACTTGCTCCCCARAACCCAGCCTGAGOTCC
AGTGGEGCETGEACTAATATGEAACAGTATTTAAGCGCCTGTTTEAATCTCACGGAGCGTAAACGETTG
GTGGCGCAGCATCTGACGCACGTGTCGCAGACGCAGGACGCAGARCAARAGAGRAT CAGAATCCCAATTC
TGATGCGCCGGTGATCAGATCARAARCTTCAGCCAGGTACRTGGAGCTGETCGGETGGCTCGTGGACA
BAGGGGATTACCTCCGAGARGCACTGEATCCAGCAGGACCAGECCTCATACATCTCCTTCAATGCGECC
TCCAACTCGCEETCCCARATCARGECTEGCCTTGCACARTGCGECAAAGATTATGAGCCTGACTAMAAC
CGCCCCCEACTACCTCGTGEECCACGCAGCCCETCCAGGACATTTCCAGCAATCGGATTTATARARTTT
TGGARACTAAMACGGGTACGATCCCCARATATGCGGCTTCCEGTCTTTCTGEGGATGGGCCACGARRAMGTTC
GECAAGACGGAACACCATCTGECTGTTTGGEECCTGCAACTACCEEEARGACCAACATCGCGGAGGCCAT
AGCCCACACTETGCCCTTCTACCEETGCETAARCTGGACCRATGAGAACTTTCCCTTCAACGACTGTG
TCEACANGATEGTCGATC TEETGGGAGGAGEGEAAGATGACCCCCAAGGTCOTGEAGTCGECCAARGCC
ATTCTCGEAGGARAGCRAGGTECECETGGACCAGRAATGCARGTCCTCGGCCCAGATAGACCCGACTCT
CGTGATCGTCACCTCCARCACCAACATGTGCECCATGATTGACGEGRACTCAACGACCTTCGAACACC
AGCAGCCETTECAAGACCEEATETTCAAATTTGAACTCACCCCCCATOTACATCATGACTTTGEEAAG
GTCACCAAGCAGGAAGTCAARGACTTTTTCCEETGGECAARAGCATCACGTEGTTGAGGTGGAGCATGA
ATTCTACGTCAAAARGGETGGAGCCAAGAAAAGACCCGCCCCCAGTEACGCAGATATAAGTGAGCCCA
AACCECTGCCCCAGTCAGTTECGCAGCCATCGACGTCAGACGUCEAAGCTTCEGATCAACTACGCAGAL
AGGTACCAARACAAATGTICTCCTCACGTGGGCATGRATCTGATGCTETTTCCCTGCAGACAATGCGA
GAGRATGAATCAGAATTCAAATATCTGCTTCACTCACGGACAGRAAGACTGTTTACGAGTGCTTTCCCG
TETCAGAATCTCAACCCETTTCTGTCGTCAAARAGCGCGTATCACARACTGTGCTACATTCATCATATC
ATGEGAAAGGTGCCAGACGCTTGCACTGCCTGCGATCTCETCARTGTGCATTTEGCATCGACTGCATCTT
TGAACAATARATGATTTAAATCACCTATCCCTCGCCCATCETTATCTTCCAGATTGECTCGACCACACT
CTCTCTGAAGGAATAAGACAGTGETGGARGCTCAAACCTGGCCCACCACCACCARAGCCCECAGAGCE
GCATAAGGACGACAGCAGGEETCTTETCCTTCCTACETACAAGTACCTCEGACCCTTCAACGGACTCG
ACAACCCAGAGCCGCTCAMACGRGGCAGACGCCECGECCCTCCAGCACCGACAARGCCTACCGACCGEECAG
CTCGACAGCCEAGACAACCCETACCTCARGTACAACCACGCCGRACGCGGAGTTTCAGGAGCGCCTTAR
AGMAGATACGTCTTTTEEGEECAACCTCECACCGAGCAGTCTTCCAGGCGARARAGAGEGTTCTTGAAC
CTCTGGECCTEGTTGAGGAACCTETTARGACGGCTCCGEGARARARGAGGCCEGTAGAGCACTCTCCT
GTGGAGCCAGACTCCTCCTCGEGARCCGCABAGGCGCECCAGCAGCCTGCARGARARRGATTGAATTT
TGETCAGACTGGAGACGCAGACTCAGTACCTGACCCCCAGCCTCTCEGACAGCCACCAGCAGCCCCCT
CTGETCTGGGRACTAATACCATGECTACAGECAGTCGCECACCAATCCECAGACARTARCGAGGGCGCC
GACGGAGTGGETAATTCCTCCGGARATTECCATTGCGATTCCACATGGATGCGCGACRGAGTCATCAL
CACCAGCACCCGAACCTCGGCCCTECCCACCTACAACAACCACCTCTACRRACARATTTCCAGCCAAT
CAGGAGCCTCGAACGACAAT CACTACTTTGGCTACAGCACCCCTTGEEGETATTTTGACTTCAACAGA
TTCCACTGCCACTTTTCACCACCTGACTGGCAAAGACTCATCAACARCAACTAGGGATTCCGACCCAR
GAGACTCAACTTCAAGCTCTTTARCATTCAAGTCARAAGAGATCACGCAGRATGACGETACGACGACGA
TTECCAATAACCTTACCAGCACGETTCACATETTTACTGACTCGGAGTACCAGCTCCCGTACATCCTC
GGCTCGECGCATCARAGEATCCCTCCCECCOTTCCCAGCAGACGTCTTCATGATGCCACAGTATGCATA
CCTCACCCTEAACAACGEGAGTCAGGCAGTAGCGACGCTCTTCATTTTACTGCCTCEAGTACTTTCCTT
CTCAGATGCTECGETACCEGAAACAACT TTACCTTCAGCTACACTTTTGAGGACGTTCCTTTCCACAGT
AGCTACGCTCACAGCCAGACTCTECACCETCTCATGAATCCTCTCATCGACCAGTACCTGTATTACTT
GACCAGAACAAACACTCCAAGTCCAACCACCACGCACTCAAGGCTTCAGTTTTCTCAGGCCCEAGCGA
CTGACATTCEACACCACTCTAGGAACTCECTTCCTEGACCCTET TACCGUCAGCAGCGAGTATCAAAG
ACATCIGCGEATAACARCARCRGTGAATACTCETGCGACTGGRAGCTACCARGTACCACCTCRAATGGCAG
AGACTCTCTCATGAATCCOEEECCOGECCATEECAAGCCACARGGACCGATGAAGAAAAGTTTTTTCCTC
AGAGCGEEETTCTCATC T TTGGGAAGCAAGGCTCAGAGAAARCAAATGTGAACATTGAARAGGETCATG
ATTACAGACGAAGRGGAAATCGEARCAACCAAT CCCGTEGCTACGGAGCAGTATGETTCTGTATCTAC
CAACCTCCAGAGAGGCAACAGACAAGCAGCTACCGCAGATGTCAACACACAAGCGUGTTCTTCCAGGCA
TEETCTCECAGCACAGACATETECTACCTTCAGGEGCCCATCTGGECARAGCATTCCACACACGEACGGA
CATTTTCACCCCTCTCCCCTCATCEETCCATTCCGACTTAARCACCCTCCTCCACAGATTCTCATCAR
GAACACCCCGGETACCTECGAATCCTTCCACCACCTTCACTGCEGCARAGTTTGCTTCCTTCATCACAC
AGTACTCCACGEEACAGETCAGCETEGAGATCGAGTGGRAGCTGCAGARGGARAACAGCARACGCTGS
AATCCCGAAATTCAGTACACTTCCARCTACARCARAGTCTGTTARTCGTGGACTTACCGTGGATACTAA
TGECGTGTATTCAGAGCCTCGCCCCATTGECACCAGATACCTGACTCGTAATCTATAATTCCTTGTTA
ATCAATAAACCGTTTAATTCGTTTCAGT TGAACTTTGATCTCTGCGTATTTCTTTCTTATCTAGTTTC
CATGECTACGTAGATAAGTAGCATGECECETTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGCAGTT
GECCACTCCCTCTCTECGCECTCACTCECTCACTEAGECCGEECEACCARAGGTCGCCCEACGCCCGE
GCTTTGCCCEGECGECCTCAGTCAGCGAGCEAGCECGCAGAGAGGGAGTGGC AR
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AAV-3A, (SECUENCIACOMPLETA, GENBANK ACCESO NO. NC 001729 ¥
MURRMATSU ET AL. (1996) VIROLOGY 221:208 -
TTGECCACTCCCTCTATGCEGCACTCGCTCGCTCEATEGGECCTEGCEACCARAGETCGCCAGACGEALCE
TGCTTTCCACGCTCCGECCCCACCEAGUEAGCEAGTGCECATAGRGEGAGTGGCCAACTCCATCACTRAGA
GGTATGGCAGTGACGTAACGCGAAGCGCGCGAAGCGAGACCACGCCTACCAGCTGUETCAGCAGTCRGG
TGACCCTTITTGCGACAGTTTGCEACACCACGTGGOCECTGAGGEGTATATATTCTCGAGTGAGCGANCCA
GGAGCTCCATTTTGACCGOGAAATTTGAACGAGCAGCAGCCATGCCAEGEETTCTACGAGATTGTCCTGA
AGGTCCCGAGTCGACCTGGACGAGCGCCTGCCGGGCATTTCTARCTCGTTTATTAACTGGGTGGCCGAGA
AGGRATGGGACGTGCCGCCCGATTCTGACATGGATCCGARTCTGATTGAGCAGGCACCCCTGACCGTGG
CCGAAANGCTTCAGCGCGAGTTCCTGCTGCAGTGECGCCECATGACTAAGCCCCCGGAGGCCCTCTTTT
TTGTCCAGTTCCGAAAAGCGECGACGACCTACTTCCACCTGCACGTCCTGATTGAGACCATCCGGETCARAT
CCATGETCGTCCCGCCCCTACCTEAGCCAGATTAAAGAGARGCTGGTGACCCGCATCTACCGCEGEETCG
AGCCGCAGCTTCCGAACTGGTTCGCAGTGACCARBACGOGARATGGUGCCCEEEELCCEAATAAGGETCE
TGGACGACTGCTACATCCCCAACTACCTGCTCCCCAAGACCCAGCCCEGAGCTCCAGTGEGCGETGGACTA
ACATGGACCAGTATTTARGCGCCTGTTTGAATCTCGCGGAGCGTARACGGCTGGTGGCGCAGCATCTGA
CGCACGTCTCGCAGACGCAGGAGCAGARCAAAGAGAATCAGARCCCCAATTCTGACGCGCCGETCATCA
GGTCAAAAACCTCAGCCAGGTACATGGAGCTGCTCGGGTCECTGETCGACCGCGGEATCACGTCAGAAR
AGCARTGGATTCAGGAGGACCAGGCCTCGTACATCTCCTTCAACGCCCCCTCCARCTCGCGGTCCCAGA
TCRAGGCCGCGCTGGACAATGCCTCCARGATCATGAGCCTCGACAARGACGGCTCCGEACTACCTGGTGE
GCAGCAACCCGCCGGAGGACATTACCAAARATCGGATCTACCAAATCCTGGAGCTGAACGGGTACGATC
CGCAGTACGCGGCCTCCETCTTCCTGGGCTEEECGCARAAGAAGT TCGGGRAAGAGGAACACCATCTGGC
TCTTTGGGCCGGCCACGACGGETRAARACCARCATUGCGEAAGCCATCGCCCACGCCGTGCCCTTCTACG
GCTGCGTARACTGGACCARTGASAACTTTCCCTTCAACGATTGCGTCGACRAGATGGTGATCTGGTGGE
AGGRGGEGCARAGATGACGGCCARGGTCETGEAGAGCGCCAAGGCCATTCTGGGCGGARGCARGGTGIGCG
TGGACCARAAGTGCARGTCATCEGCCCAGATCGAACCCACTCCCGTGATCGTCACCTCCAACACCAACA
TGTGCGCCGTGATTCGACGEGARCAGCACCACCTTCGAGCAT CAGCAGCCGCTGCAGGACCGEATGTTTG
AATTTGARCTTACCCGCCETTTGGACCATGACTTTGGGAAGGTCACCAARCAGGAAGCTAAAGGACTTTT
TCCGGTAGECTTCCCATCACGTCACTGACGTCGCTCATGAGTTCTACGT CAGARAGGETGGAGCTAAGA
ARCGCCCCGCCTCCARTGACGCGGATGTAAGCGAGCCAAARACGCGGAGTEGCACCGTCACTTGCECAGCCEA
CRACGTCAGACGCGEAAGCACCGCCGEACTACGCGGACAGGTACCAARACAARTGTTCTCGTCACETGE
GCATGAATCTGATGCTTTTTCCCTGTAAARCATGCGAGRGAATGARTCARATTTCCARTGTCTGTTTTA
CGCATGGETCARAGAGACTETGEGGAATGCTTCCCTGEAATGTCAGAATCTCAACCCEGTTTCTGTCGTCA
ARARGARGACTTATCAGRAACTGTGTCCAATTCATCATAT CCTGGGAAGGGCACCCGAGATTGCCTGTT
CGGCCTGCGATTTGGCCAATGTGGACTTCGCGATGACTGTGTTTCTGAGCARATARATGACT TAAACCAGGT
ATGGCTGCTGACGETTATCTTCCAGATTGECTCEAGCGACARACCTTTCTGARGGCATTCGTCAGTEGTGGE
GCTCTGARACCTGEAGTCCCTCAACCCAAAGCGAACCAACAACACCACGACANCCGTCGGEGTCTTGTG
CTTCCGGGTTACARATACCTCGGACCCCGTAACGCACTCGACAAACGAGAGCCGGTCAACGAGEOGGAC
GCGGCAGCCCTCGAACACCGACAAAGCTTACGACCAGCAGCTCAAGGCCGGTGACAACCCGTACCTCARG
TACARACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTTCAAGARGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTTGGC
AGARGCAGTCTTCCAGGCCARAAAGAGGATCCTTEAGCCTCTTGGTCTGGT TGAGGARGCAGCTAAAACS
GCTCCTGGARRGARGGGGGCTETAGATCAGTCTCCTCAGGAACCGGACTCATCATCTGGTGTTGCCARA
TCGGGCAAACAGCCTGCCAGARARAGACTARATTTCGETCAGACTGGRAGACTCAGAGTCAGTCCCAGAC
CCTCAACCTCTCGGAGAACCACCAGCAGCCCCCACARGTTTGGGATCTAATACRATGGCTTCAGGCGET
GGCGCACCAATGGCAGACAATAACGAGGGTGCCEATGEAGTGGCTAATTCCTCAGGAAATTGGCATTGC
GATTCCCAATGGCTGGECGACAGAGTCATCACCACCAGCACCAGARCCTGGGCCCTGCCCACTTACAAL
ARCCATCTCTACAAGCARATCTCCAGCCAATCAGGAGCTTCARACGACARCCACTACTTTGGCTACAGC
ACCCCTTGGEGGTATTTIGACTTTAACAGAT TCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTC
ATTAACAACRACTGGGEATTCCGGCCCARGAAACTCAGCTTCAAGCTCTTCARCATCCAAGTTAGAGGG
GTCACGCAGAACGATGGCACGACGACTATTGCCAATARCCTTACCAGCACGGTTCAAGTGTTTACGGAC
TCGGAGTATCAGCTCCCGTACGTGCTCCGGETCGECECACCARGGCTGTCTCCCGCCATTTCCAGCGGAC
GTCTTCATGGETCCCTCAGTATGGATACCTCACCCTGAACARCGGRAGTCARGCGGTGGGACGCTCATCC
TTTTACTAGCCTGGAGTACTTCCCTTCACACGATGCTAACCACTGCGARATAACTTCCANTTCAGCTATACC
TTCGAGGATETACCTTTTCACAGCAGCTACGCTCACACGCCAGAGTTTGEGATCGCTTGATGAATCCTCTT
ATTGATCAGTATCTGTACTACCTGAACAGAACCCAAGGARCAACCTCTGGAACAACCAACCAATCACGE
CTGCTTTTTAGCCAGGCTGGGCCTCAGTCTATGTCTTTGCAGGCCAGAAATTGGCTACCTGGGCCCTGC
TACCGECARCAGRCGACTTTCAAACGACTGCTAACGACARCARCAACAGTAACTTTCCTTGCACAGCGGCC
AGCAARTATCATCTCAATCGCCGCGACTCGCTGETEAATCCAGGACCAGCTATGGCCAGTCACARGGAC
GATGARGARAAATTTTTCCCTATGCACGGCAATCTAATATTTCGCAARGANGGCACARACGECAAGTARC
GCAGAATTAGATAATGTAATGATTACGGATCAAGAAGAGATTCCTACCACCAATCCTATGECARCAGES
CAGTATGGRACTGTGGCARATAACTTGCAGAGCTCARATACAGCT CCCACGACTCGGRAACTGTCAATCAT
CAGGGGGCCTTACCTGGCATGETETGECAAGATCGTCACGTCTACCTTCAAGGEGACCTATCTGGGCARAG
ATTCCTCACACGGATGCGACACTTTCATCCTTCTCCTCTGATGGGAGGCTTTGEGACTGAAACATCCGCCT
CCTCAAATCATGATCARRAATACTCCGGTACCGGCARATCCTCCGACGACTTTCAGCCCGGCCAAGTTT
GCTTCATTTATCACTCAGTACTCCACTGGACAGGETCAGCGTGGRAATTCGAGTGGGRAGCTACAGARAGAA
AACAGCAARCGTTCGAAT CCAGAGATTCAGTACACTTCCAACTACAACAAGTCTGT TAATGTGGACTTT
ACTGTAGACACTRATGGTGTTTATAGTGAACCTCGCCCTATTGGAACCCGGTATCTCACACGAAACTTG
TGAATCCTGGTTAATCARTARACCETTTAATTCGTTTCAGT TGAACTTTGGCTCTTGTGCACTTCTTTA
TCTTTATCTTGTTTCCATGGCTACTGCGTAGATAAGCAGCGGCCTGCEECGCTTGCGCTTCGCEGTTTA
CAACTGCTGGTTAATATTTAACT CTCGCCATACCTCTAGTGATGCAGTTGGCCACTCCCTCTATGCGCA
CTCGCTCGCTCGGTGGEGCCTEECEACCAAAGETCGCCAGACGGACGTGCTTTGCACGTCCGGCCCCAC
CGAGUGAGCGAGTGCGCATAGAGGEAGTGGCCAA
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ARV-3B, SECUENCIACOMPLETA!, GENBANK ACCESONO. NC 001863
TGGCCACTCCCTCTATGCGCACT CGCTCACTCEGTGEAACCTEECGACCARAGETCGCCAGACGGACET
GCTTTGCACCTCCGGCCCCACCEAGCEAGCEAGTCCCCATACGRGGEAGTGCCCAACT CCATCACTAGAG
GTATGGCAGTGACGTAACCGCGAAGCGCGCGAAGCCAGACCACCCCTACCAGCTGCGTCAGCAGTCAGGT
GACCCTTTTGCGACAGTTTCCGACACCACGTGGCCGCTGAGGETATATATTCTCGAGTGAGCGAACCAG
GAGCTCCATTTTGACCGCGAAATTTGRAACGAGCAGCAGCCATGCCGEEGETTCTACGAGATTGTCCTGAA
GGETCCCGAGTGACCTGGACGAGCACCTGCCGEGCATTTCTAACTCGTTTGTTARCTGEGTGGCCGAGAA
GGRATGGGAGCTGCCGCCEGATTCTGACATEGATCCGAATCTGATTGAGCAGGCACCCCTGACCGTGGC
CGRARRGCTTCAGCCGCGAGTTCCTGGTGGAGTGECGCCECGTGAGTAAGGCCCCGGACGCCCTCTTTTT
TGTCCAGTTCGAARAGGGGGAGACCTACTTCCACCTGCACGTGCTEATTGAGACCATCGGEGTCARATC
CATGGTGGTCGGCCCCTACGTGAGCCAGATTAAAGAGAAGCTGGTEACCCGCATCTACCGCEGGGETCEA
GCCGCAGCTTCCARACTGGTTCGCGETGACCAAAACGCGAAATGGCCCCGGGGECEECAACAAGGTGET
GGRCGACTGCTACATCCCCAACTACCTGCTCCCCAAGACCCAGCCCGAGCTCCAGTCEGCETGGACTAR
CATGGACCAGTATTTAAGCGCCTGTTTGAATCTCGCGEAGCGTARACGELTEETGGCECAGCATCTGAL
GCACGTGTCGCAGACGCAGGAGCAGAACARAGAGAATCAGAACCCCAATTCTGACGOGCCGETCATCAG
GTCAARAACCTCAGCCAGGTACATGGAGCTEETCGGGTGECTGETEGACCGCGGGATCACGTCAGRARR
GCRATGGATTCAGGRGGACCAGGCCTCGTACATCTCCTTCAACGCCGCCT CCARCTCGCGGTCCCAGAT
CARGGCCGCGCTGGACAATGCCTCCAAGATCATGAGCCTGACAAAGACAGCTCCGGACTACCTGETCGE
CAGCARMCCCGCCGEAGGACATTACCAAAAATCGGATCTACCAAATCCTGGAGCTGAARCGGGTACGATCC
GCAGTACGCGGCCTCCGTCTTCCTGEGCTEECUCCAALAGARGTTCCCCAAGACCARCACTATCTGGCT
CTTTGGGCCGGCCACCACCOCGTAAAACCAACATCCUGGAAGCCATCGCCCACGLCGTGCCCTTCTACGSE
CTGCGTAAACTGGACCAATGAGAACT TTCCCTTCAACGATTGCGTCGACARGATGETGATCTGGTGGGA
GGAGGCCARGATGACGGCCAAGGTCETGGAGAGCGCCAAGGLCAT TCTEEGCEEAAGCAMGGTGCGCGT
GGACCAAARGTGCAAGTCATCECCCCAGATCGAACCCACTCCCGTGATCGTCACCTCCARCACCAACAT
GIGCGCCGTGATTGACGEGARCAGCACCACCT TCGAGCATCAGCAGCCGCTGCAGGACCGEGATGTTTAA
ATTTGRACTTACCCGCCGTTTGGACCATGACTTTGCGAAGGT CACCAAACAGEAAGTAARGGACTTTTT
CCGGTEGGCTTCCEATCACGTEACTGACGTGGCTCATCGAGTTCTACGTCAGARAGGGTCCGAGCTRAAGAR
ACGCCCCGCCTCCARTGACGCCEATGTAAGCGAGCCARAACCGCAGTGCACGTCACTTGCGCAGCCGAC
ARCGTCAGACGCGGAAGCACCEGCGCACTACGCGCACAGEGTACCARAACAAATGTTCTCGTCACGTGGE
CATGAATCTGATGCTTTTTCCCTGTARAACATGCGAGAGAATGAATCARATTTCCAATGTCTGT TTTAC
GCATGGTCARAGAGACTGTGECGAATGCTTCCCTGGAATGTCAGAATCTCARCCCGTTTCTIGTCGTCRA
ARAGRAGACTTATCAGARACTCTGTCCAATTCATCATATCCTGEEAAMGGGCACCCEGAGATTGCCTGTTC
GGCCTCCGATTTGECCAATGTEGACTTGEGATGACTGTGTTTCTGAGCAATARATGACTTARACCAGGTA
TGGCTGCTGACGGTTATCTTCCAGAT TGGCTCGAGGACAACCTTTCTGAAGGCATTCGTGAGTGGTGGE
CTCTGARACCTGGAGTCCCTCRACCCAARAGCGAACCAACARACACCAGCACAACCGTCGGGETCTTGTGC
TTCCGGGTTACARATACCTCGGACCCGETAACGGACTCGACAAAGGAGAGCCCETCAACCAGECGGALG
CGGCAGCCCTCGRACACGACARAGCTTACGACCAGCAGCTCAAGECOGETGACAACCCGTACCTCAAGT
ACAACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCETCTTCAAGARAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTTGGCA
GAGCAGTCTTCCAGGCCAARRAGAGGATCCTTGAGCCTCTTGGTCTGET TGAGGARGCAGCTARRACHS
CTCCTGGARAGANGAGGCCTCTAGAT CAGTCTCCTCAGGAACCGGACTCATCATCTGGTGTTGGCARAT
CGGGCRARACAGCCTGCCAGARAAAGACTARATTTCGETCAGACTEGCGACTCAGAGTCAGTCCCAGACT
CTCAACCTCTCGGRGAACCACCAGCAGCCCCCACAAGTTTCGGGATCTAATACRATGGCT TCAGGCGGTG
GCGCACCAATGGCAGACAATAACGAGGGTGCCCATGGAGTGGGTAATTCCTCAGGAAATTGGCATTGCG
ATTCCCAATGGCTGGECGACAGAGTCATCACCACCAGCACCAGAACCTGGGCCCTGCCCACTTACAALCA
ACCATCTCTACAAGCAAATCTCCAGCCAATCAGGAGCTTCAAACGACAACCACTACTTTGGCTACAGCA
CCCCTTGGEGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGECAGCGACTCA
TTAACAACAACTGCCCATTCCGEGCCCAAGAAACTCAGCTTCAAGCTCTTCAACATCCAAGTTARAGAGG
TCACGCAGAACGATGECACGACGACTATTGCCAATARCCTTACCAGCACGGT TCAAGTGTTTACGGALCT
COGAGTATCAGCTCCCGTACGTGCTCGEETCEECECACCAAGGCTGTCTCCCGCCATTTCCAGCGGACG
TCTTCATGETCCCTCAGTATGGATACCTCACCCTEGARCARCGGARAGTCAAGCGGTGGGACGCTCATCCT
TTTACTGCCTGGAGTACTTCCCTTCGCAGATGCTAAGGACTGGAAATAACTTCCAATTCAGCTATACCT
TCGAGGATGTACCTTTTCACRGCAGCTACGCTCACAGCCAGAGTTTGEAT CGCTTCGATGAATCCTCTTA
TTGATCAGTATCTGTACTACCTGAACAGAACGCAAGEAACRACCTCTGGAACAACCAACCAATCACGGC
TGCTTTTTAGCCAGGCTGGGCCTCAGTCTATGTCT TTECAGGCCAGAAT TGGCTACCTGGGCCCTGCT
ACCGGCAACAGACACTTTCARAGACTGCTAACCACAACAACAACAGTAACTTTCCTTGGACAGCGGCCA
GCAAATATCATCTCAATGGCCGCGACTCCCTGETGAATCCAGCGACCAGCTATGECCAGTCACRAGGACG
ATGARGAAALATTTTTCCCTATGCACGGCAATCTAATATTTGGCAAMGAAGEGACAACGGCARGTAACG
CAGARTTAGATARTGTAATGATTACGGATEGARGAAGAGATTCGTACCACCAATCCTGTGGCARCAGRAGC
AGTATGGARCTGTGGCARATAACTTGCAGAGCTCAAATACAGCTCCCACGACTAGRACTGTCAATGATC
AGGGEGCCTTACCTGGCATGETCTEGGCARGATCGTGACGTETACCTTCAAGGACCTATCTGGGCAARGA
TTCCTCACACGGATGGACACTTTCATCCTTCTCCTCTGATGGGAGGCTTTGEACTGAAACATCCGCCTC
CTCARATCATGATCARAAATACTCCGCTACCCGGCAARTCCTCCCACGACT TTCAGCCCGGCCAAGTTTG
CTTCATTTATCACTCAGTACTCCACTGGACAGGTCAGCGTGGARATTGAGTCCGAGCTACAGARAGARA
ACAGCAARCGTTGGARTCCAGAGATTCAGTACACTTCCAACTACAACAAGTCTGI TAATGTGGACTTTA
CTGTAGACACTARTGGTGTTTATAGTGAACCTCGCCCTATTGGAACCCGGTATCTCACACGAAACTTGT
AATCCTGGTTARTCAATAAACCGTTTAATTCGTTTCAGTTGAACTTTEGCTCTTGTGCACTTCTTATCT
TATCTTGTTTCCATGGCTACTGCGTAGATARGCAGCGECCTGCAGCGCTTGCGCTTCGCGETTTACAAC
TGCTCGTTAATATTTAACTCTCGCCATACCTCTAGTGATEGAGTTGGCCACTCCCTCTATGCGCACTCG
CTCGCTCGGTGGEEECCGGACGTGCAARAGCACGTCCETCTEGCEACCTTTGETCGCCAGECCCCACCHAG
COAGCGAGTGCGCATAGAGAGAGTGGCCAA
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AAV-4, SECUENCIACOMPLETA , GENBANE ACCESO NO. NC 00ls2g Y

CHIORINT AT AL. {1997) J. VIROL., 71:6823 ~
TTGGCCACTCCCTCTATGCGCGCTCGCTCACTCACTCGGCCCTEGGAGACCAAAGGTCTCCAGACTGCCE
GCCTCTGGCCGGCAGGGCCGAGTCAGTGAGCGAGCGCGCATAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCATCTAG
GTTTGCCCACTGACGTCAATGTCGACETCCTAGGGTTAGGGAGGTCCCTATATTAGCASTCACGTGAGTG
TCGTATTTCGCGGAGCGTAGCGEAGCGCATACCARGCTGCCACGTCACAGCCACGTGETCCETTTGCGA
CAGTTTGCGACACCATGTGGT CAGGAGGGTATATAACCGCGAGTGAGCCAGCGAGGAGCTCCATTTTGT
CCGCGARATTTTGAACGAGCAGCAGCCATGCCGGEGETTCTACGAGATCATACTAAAGETGCCCAGCEACT
TGGACGAGCACCTGCCCGECATTTCTGACTCTTTTGTGAGCTGCGETGECCCAGAAGGAATGGAAGCTEC
CGCCGGATTCTGACATGGACT TGAATCTGAT TGAGCAGGCACCCCTCGACCGTGECCCAAAAGCTGCAAC
GCGAGTTCCTGGTCGAGTGGCGCCECETGACTAAGGCCCCEEAGGCCCTCTTCTITTGTCCAGTTCGAGA
AGGGGEACAGCTACTTCCACCTGCACATCCTGCTCGAGACCETGGGCGTCAAATCCATGGTGGTGGGCT
GCTACGTGAGCCAGATTARAGAGARGCTGGTGACCCGCAT CTACCGCGGEETCGAGCCGCAGCTTCCEA
ACTGGTTCGCGGTGACCAAGACGCGTAATGGCGCCGCAGGCECGERACANAGGTGGTGGACGACTGCTACA
TCCCCARCTACCTGCTCCCCARGRCCCAGCCCGAGCTCCAGTGGGCGTGGACTAACATGGACCAGTATA
TAAGCGCCTGTTTGRATCTCGCGGAGCGTARACGGCTGGTGGCCCAGCATCTGACGCACGTGTCGCAGA
CGCAGGRAGCAGAACAAGGAAAACCAGARACCCCAATTCTGACGCGCCGGTCATCAGGTCARARACCTCCG
CCAGGTACATGGAGCTGETCGGGTGGCTCCTGGACCGCGGGATCACCTCAGAAAAGCAATGCATCCAGS
AGGACCAGGCGTCCTACATCTCCTTCAACCCCECCTCCAACTCCCGGTCACARATCARAGGCCECECTCE
ACAATGCCTCCARAATCATGAGCCTGACAAAGACGGCTCCGGACTACCTGGTGEGCCAGAACCCECCGE
AGGACATTTCCAGCAACCGCATCTACCGAATCCTCGAGATGAACGEGETACGATCCGCAGTACGCGGCCT
CCGTCTTCCTGGECTGCECGCARARAGRAGT TCGEGAAGAGGRACRCCATCTGGCTCTTTGGGCCGGCCA
CGRCGEGTARRACCARCATCGCGGARGCCATCGCCCACGCCETGCCCTTCTACGGCTGCGTGAACTGGA
CCAATGAGAACTTTCCGTTCAACGATTGCGTCGACARGATGETGATCTGGTGEGAGCAGGECARGATGA
CGGCCAAGGTCGTAGAGAGCGCCARGGCCATCCTGCCCGCGAAGCAAGGTGCGCGTGEACCAAALMITGCA
AGTCATCGGCCCAGATCGACCCARCTCCCETGATCGTCACCTCCAACACCAACATATGCGCGETCATCG
ACGGARACTCGACCACCTTCAAGCACCAACRACCACTCCAGGACCGCATGTTCAAGTTCGAGCTCACCA
AGCGCCTAGAGCACGACTTTCCCAACGTCACCAAGCACGAAGTCARAAGACT TTTTCCGETGGGCETCAL
ATCACGTGACCGAGGTGACTCACGAGTTTTACGTCAGARAGGETCGAGCTAGAAAGAGGECCCGCCCCCA
ATGACGCAGATATAAGTGAGCCCAAGCGGECCTETCCETCAGTTGCCCAGCCATCCGACGTCAGACGCGE
AAGCTCCGGTGGACTACGCGGACAGGTACCAARRCARATGTTCTOGTCACGTGGGTATGARTCTGATGC
TTTTTCCCTGCCGGCARTGCGAGAGARTGRAT CAGARTGTEGACATTTGCTTCACGCACGEGETCATCG
ACTGTGCCGAGTGCTTCCCCGTGTCAGAATCTCAACCCGTCTCTGTCGTCAGAAAGCGGACGTATCAGA
AACTGTGTCCGATTCATCACATCATCCEGAGGECCCCCGAGGTGECCTCCTCCGCCTGCGRAACTGGCCA
ATGTGGACTTGGATGACTGTEACATGCGAACAATAAATGACTCAAACCACATATCGACTCGACGGTTACCTT
CCAGATTGGCTAGAGGACAACCTCTCTCGAACGCCTTCCACAGTGCTCCGCGCTGCAACCTGGAGCCCCT
ARACCCAAGGCARATCAACAACATCAGGACAACGCTCGGGGETCTTGTGCTTCCGGGITACAAMTACCTC
GGACCCGGCAACGGACTCGACAAGGGGGAACCCCTCAACGLAGCGEGACGECGECAGCCCTCGAGCACGAC
AAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAGGCCGGTGACRACCCCTACCTCAAGTACARCCACGCCGACGCGGAG
TTCCAGCAGCGGCTTCAGGGCGACACATCGTTTGGGGGCARCCTCGGCAGAGCAGTCTTCCAGGCCARA
AAGAGGGTTCTTGAACCTCTTGGTCTGGTTGAGCAAGCCEETGACGACGGCTCCTGGAAAGAAGAGACTS
TTGATTGAATCCCCCCAGCAGCCCGACTCCTCCACGGGTATCGGCARAAAAGGCAAGCAGCCGGCTRAA
RAGARGCTCGTTTTCGAAGACGARACTGCAGCAGECEACGEACCCCCTGAGGCATCAACTTCCGGAGCC
ATGTCTGATGACAGTGAGATGCGTECAGCAGCTGGCCCGAGCTCCAGTCGAGGGCGGACAAGGTGCCGAT
GGAGTGGGTAATGCCTCGOGTGATTGGCATTGCCGATTCCACCTGETCTCGAGGGCCACGTCACGACCACT
AGCACCAGAACCTGGGTCTTGCCCACCTACAACAACCACCTCTACAAGCGACTCGGAGAGAGCCTGCAG
TCCAACACCTACAACGGATTCTCCACCCCCTGEEGATACTTTGACTTCAACCGCTTCCACTGCCACTTC
TCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATCARCAACAACTGGGGCATGCGACCCAAAGCCATGCGGGTCARA
ATCTTCAACATCCAGGTCARGGAGETCACGACGTCGAACGGCGRAGACAACGETGGCTAATAACCTTACC
AGCACGGTTCAGATCTTTGCGGACTCGTCGTACGAACTGCCGTACGTGATGGATGCAGGTCAMGAGGGC
AGCCTGCCTCCTTTTCCCAACGACGTCTTTATGGTGCCCCAGTACGGCTACTGTGGACTGETGACCGGEC
AACACTTCGCAGCRACRGACTGACRGARATACCTTCTACTCCCTECAGTACTTTCCTTCGCAGATGCTG
CGGACTGGCAACAACTTTGARATTACGTACAGTTTTGAGAAGGTGCCTTTCCACTCGATGTACGCGCAC
AGCCAGAGCCTGEACCGGCTGATGAACCCTCTCATCGACCAGTACCTGTGGEGACTGCAATCGACCACT
ACCGGAACCACCCTGAATGCCGGGACTGCCACCACCAACTTTACCAAGCTGCOGGCCTACCAACTTTICC
AACTTTAARAAGARCTGGCTGCCCEGGCCTTCAAT CARGCAGCAGGGCTTCTCAARGACTGCCAATCAA
AACTACAACATCCCTGCCACCGGGTCAGACAGTCTCATCARATACCGAGACGCACAGCACTCTGGACGEA
AGATGGAGTGCCCTGACCCCCGGACCTCCAATGGCCACGCCTCEACCTGCCEACAGCAMGTTCAGCAAC
AGCCAGCTCATCTTTGCGGGGCCTRAARCAGAACGGCAACACGGCCACCGTACCCGGGACTCTGATCTTC
ACCTCTGAGGAGGAGCTGGCAGCCACCAACGCCACCGATACGGACATGTGGCGGCAACCTACCTGGCGET
GACCAGAGCAACAGCAACCTGCCGACCCTCGACAGACTGACAGCCTTCGCGGAGCCGTGCCTGGAATGETC
TCECAARARCAGAGACATTTACTACCAGGCTCCCATTTCCGCCAAGATTCCTCATACCGATGGACACTTT
CACCCCTCACCGCTGATTGGTGGETTTGEGCTCGAAACACCCCCCTCCTCARAATTTITATCAAGRACACC
CCGGTACCTGCGAATCCTGCRAACGACCTTCAGCTCTACTCCGGTARRCTCCTTCATTACTCAGTACAGC
ACTGGECCAGGTGTCEETGCAGATTGACTGGGACAT CCAGRAGGAGCGGETCCARAACGCTGGAACCCCCAG
GTCCAGTTTACCTCCAACTACGGACAGCAAAACTCTCTGTTGTGGGCTCCCGATCGCGGCTGCGABATAC
ACTGAGCCTAGGGCTATCGGTACCCGCTACCTCACCCACCACCTGTAATAACCTGTTAATCAATAAACC
GOTTTATTCGTTTCAGTTGAACTTTGCTCTCCETGTCCTTCTTATCTTAT CTCGTTTCCATGGCTACTG
CGTACATAAGCAGCGGCCTGCEECECTTGCGCTTCGCGGTTTACAACTGCCGGTTAATCAGTAACTTCT
GGCARACCAGATGATGGAGTTGGCCACATTAGCTATGCGCGCTCGCTCACTCACTCGGCCCTGGAGACT
ARAGGTCTCCAGACTGCCGECCTCTGGCCCGCAGGGCCEAGTGAGTEGAGCGRAGCGCGCATAGAGGGAGT
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AAV-5, SECUENCIACOMPLETA), GENBANK ACCESO NO. NC 006152 Y CIORINI
ET AL, (1999) J. VIROL. 73:1309 B
CTCTCCCCCCTGTCECATTCECTCGCTCGCTGGCTCATTTGGOGGEETGGCAGCTCARAGAGCTGCCAG
ACCACGGCCCTCTGECCGTCGCCCCCCCARACGAGCCAGCEGAGCGAGCGRACGCGACAGGGEEGRAGAGT
GCCACACTCTCAAGCAAGGAGGT TTTETARGCAGTGATGTCATAATGATCTAATGCTTATTETCACGCG
ATAGTTAATGATTARCAGTCATGTGATGTGTTTTATCCAATAGCGARCGAANGCGCGCGTATEGAGTTCTCG
CEAGACTTCCGGGEGETATARAAGACCGAGTGAACGAGCCCGCCGCCATTCTTTGCTCTGGACTGCTAGAG
GACCCTCGCTGCCATGGCTACCTTCTATGAAGTCATTGTTCECETCCCATTTGACGTEGAGGARCATCT
GCCTGGAATTTCTGACAGCTTTGTGGACTGEGTAACTGETCARATTTGEGAGCTGCCTCCAGAGTCAGR
TTTAAATTTGACTCTGGTTEGAACAGCCTCAGTTGACGATGECTGATAGAATTCGCCEGCETETTCCTGTA
CGAGTGEAACAAAT TTTCCAAGCAGGAGTCCAAAT TCTTTCTGCAGTTTGARARGCEATCTCARTATTT
TCATCTGCACACGCTTGTGGAGACCTCCERCATCTCTTCCATCETCCTCEECCECTACGTGAETCAGAT
TCECGCCCAGCTGETGAAAGTEETCT TCOAGGEAAT TEAACCCCAGATCAACGACTEEGTCGCCATCAC
CAAGGTAAAGAAGCGCGGAGCCAATARAGGTGGTEGATTCTCEETATATTCCCECCTACCTGCTGCCGRA
GGETCCRACCGEAGCTTCAGTGEECETEEACAAACCTEEACGACGTATARATTAGCCGCCCTERAATCTGGA
GGAGCGCAAACGECTCETCRCRCAGTTTCTGGCAGAATCCTCECAGCACTCECAGCAGGCEGCTTCGCA
GCGTGAGTTCTCGGCTGACCCGETCATCARAAGCAAGACTTCCCAGRARTACATGECGCTCCTCAACTG
GCTCGTGGAGCACGGECATCACTTCCGAGAAGCAGTCEATCCAGCARAATCAGGAGAGCTACCTCTCCTT
CRACTCCACCGGCAACTCTCEEAGCCAGATCAAGGCCACEOTCGACAACCCCACCARAATTATCAGTCT
GACAAAAAGCGCGGTCEACTACCTCETGGEEAGCT CCETTCCCEAGGACATTTCAARARACRAGARTCTG
GCAAATTTTTGAGATGAATEGCTACGACCCGECCTACGCCGEEATCCATCCTCTACGGCTGETGTCAGCG
CTCCTTCAACAAGAGGAACACCGTCTCECTCTACGCGACCCGCCACGACCGGCARGACCARCATCGCGGA
GGCCATCGCCCACACTGTGCCCTTTTACGGC TGCETGRAAC TEGACCAATGARRACTTTCCCTTTRATGA
CTGTGTGGACAARATGCTCATTTGGTGCCAGGAGGGARRGATCGACCAACRAGETGGTTGARTCCGCCAR
GGCCATCCTGGGGEECTCARAGETGCGGGTCGATCAGARATGTARATCCTCTGTTCARATTGATTCTAC
CCCTGTCATTGTAACTTCCAATACAAACATGTGTGTGETCGETCEATGEEAATTCCACCGACCTTTGAACH
CCAGCAGCCGCTCEAGEACCACATGSTTCARATTTGAACTGACTARGCGGCTCCCGCCAGATTTTCGCAR
GATTACTAAGCAGEAAGTCAAGGACTTTTTTGCTTGEGCAAACCTCAATCACGETGCCGGTEACTCACGA
GTTTARAGTTCCCAGGGAATTGGCGGGAACTARAGGGGCGEAGAARTCTCTARAACGCCCACTGGGTGA
CGTCACCAATACTAGCTATAAALGTCTGGAGANSCGGECCAGGCTCTCATTTGTTCCCGAGRACGCCTCG
CAGTTCAGACGTGACTGTTGATCCCECTCCTCTECGACCEGCTCAATTGEGAATTCARGGTATGATTGCRR
ATCTGACTATCATCCTCAATTTGACAACATT TCTAACRAATGTGATAAATGTGAATATTTGAATCGGGG
CAARARATGGATGTATCTGTCACRATETARCTCACTGTCARATTTGTCATGGGATTCCCCCCTGGERARA
GGAAAACTTGTCAGATTTTGGGGATT TTGACGATGCCARTARAGAACAGTARATARAGCGAGTAGTCAT
GICTTTTGT TGATCACCCTCCAGATTGGTTGGAAGARGTTCCTGARGETCTTCGCEAGTTTTTGGGCCT
TEAAGCGEECCCACCEARACCAAAACCCAATCAGCAGCATCAAGATCARGCCCATEETCTTGTGCTGCC
TGGTTATAACTATCTCEEACCCEEARACGOTCTCCATCAAGCAGAGCCTCTCARCACGECACGACCGAGET
CGCCGCEAGAGCACCACATCTCETACAACCAGCAGCTTGAGGCGECAGACRACCCCTACCTCARGTACAR
CCACGCGGACGCCGAGTTTCAGGAGRAGCTCGCCGACGACACAT CCTTCGGGEEGARACCTCGGRARAGEC
AGTCTITCAGGCCAAGARAAGGETTCTCERAACCTTTTEECCTGGTTGARGAGEGTGCTAAGACGGCCCC
TACCGEAAAGCGEATAGACGACCACTTTCCAARAACGAAAGRAGGCTCGEACCEAAGAGGACTCCRAAGCC
TTCCACCTCGTCAGRCGCCEARAGCTEGACCCAGCGEATCCCAGCAGCTGCARATCCCAGCCCARCCAGC
CTCAAGTTTGGGAGCTGATACAATGTCTGCEERAGGTEECEECCCATTECECEACAATARCCARGATEC
CGATGGAGTGGGCAATGCCTCGGEAGATTEGCATTGCGATTCCACGTGGATGEGCEACAGAGTCGTCAC
CRAGTCCACCCGAACCTGEETECTECCCAGCTACAACAACCACCAGTACCGAGAGAT CARRAGCGGLTC
CGTCEACCEAACGCAACGCCAACGCCTACTTTEEATACAGCACCCCCTGEGGETACTTTGACTTTAACCG
CTTCCACAGCCACTCCAGCCCCCEAGACTGECALAGACTCATCAACAACTACTGEEGCTTCAGACCCCG
GTCCCTCAGAGTCARAATCTTCAACATTCAAGTCARAGAGCTCACGETCCAGCACTCCACCACCACCAT
CGCCARCAACCTCACCTCCACCGTCCAAGTETTTACGGACGACGACTACCAGCTGCCCTACGTCGTCGG
CRAACGGGACCGAGGEATECCTECCEECCTTCCCTCCECAGGTCTTTACGCTGCCGCAGTACGGTTACEC
GACGCTGAACCGCCACAACACAGARAATCCCACCGAGAGGAGCAGCTTCTTCTGCCTAGAGTACTTTCC
CAGCARGATGCTEAGAACCEECAACAACTTTCAGTTTACCTACAACT TTGAGGAGETGCCCTTCCACTC
CAGCTTCGCTCCCAGTCAGARCCTCT TCAAGCTGGCCAACCCECTCGTCCACCAGTACTTGTACCGCTT
CGTGAGCACAAATAACACTCECEGACTCCAGTTCAACAAGRACCTGGCCGGEACGATACGCCARCACCTA
CAAMAACTGGTTCCCGEEECCCATEGGCCGARACCCAGGGCTGGRACCTGGGECTCCGGGETCAACCGIGC
CAGTGTCAGCGCCTTCGCCACGACCAATACCATCGAGCT CCAGGECEGCGAGTTACCAGGTGCCCCCGCA
GCCGARCGGCATGACCAACAACCTCCAGEGCARCAACACCTATGCCCTGCAGRACACTATGATCTTCAR
CRAGCCAGCCCEGCGAACCCGGEGECACCACCECCACGTACCTCGAGGGCARCATGCTCAT CACCAGCGAGAG
CGAGACGCAGCCEGTGAACCGCGTEGCETACAACGTCGECEEECAGATCGCCACCAACARCCAGAGCTC
CACCACTGCCCCOGCERCCGECACGTACAACCTCCAGGARATCGTGCCCGGCAGCETGTGGATCGAGRAG
GGACCTGTACCTCCAAGCACCCATCTGGECCAAGATCCCACAGACGGGECGCECACTTTCACCCCTCTCC
GGCCATGGGCAGATTCCCACTCARACACCCACCGCCCATGATGCTCATCARAGAACACGCCTGTGCCLGG
ARATATCACCAGCTTCTCGEACGTGCCCETCARCAGCTTCATCACCCAGTACAGCACCEGGCAGGTCAC
CGTGEAGATGGAGTCCEAGCTCAAGAAGCGAAAACT CCAAGAGETEGARCCCAGAGATCCAGTACACARA
CAACTACAACGACCCCCAGTTTGTCCACTTTGCCCCEGACAGCACCEEGGARTACAGARCCACCAGACC
TATCGGAACCCGATACCTTACCCGACCCCTTTAACCCATTCATGTCGCATACCCTCAATAAACCGTGTA
TTCGTGTCAGTAARATACTGCCTCTTGTEETCATTCAATGAATAACAGCTTACAACATTTACARRRACCT
CCTTGCTTGAGAGTCTGGCACTCTCCCCCCTAETCACATTCRCTCGCTCGCTGECTCGTTTGEGGGEECG
ACGGCCAGAGGGCCETCATCTAGCAGCTCTTTEAGCTACCACCOCCCCARACGAGCCAGCCGAGCGAGCG
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AAV-6, SECUENCIACOMPLETA , GENBANK ACCESONO. NC 001862
TTGGCCACTCCCTCTCI‘GCGCGCTCGCTCGCTCACTGM:&CCGGG CGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCG
GGCTTTGCCCCGGCAGCCTCACTGAGCGAGCGACGCGCECAGAGACCGAGTGGCCAMACTCCATCACTAGE
GGTTCCTCGACGCGTGGAGTCGTCGACGTGAATTACGTCATAGGETTAGGEAGGTCCTETATTAGAGGTC
ACGTGAGTGTTTTGCGACATTTTGCGACACCATGTGETCACGCTGEGTATTTARAGCCCGAGTGAGCACS
CAGGGTCTCCATTTTGAAGCGEEAGGTTTGAACGCGCAGCECCATGCCEEEGETTTTACGAGATTGTGAT
TRAGGTCCCCAGCGACCTTGACGAGCATCTGCCCGGCATTTCTGACAGCTTTGTGAACTGGGTGGCCGA
GAAGGAATGGEAGTTGCCGCCAGATTCTGACATGCGAT CTGAATCTCGATTGAGCAGGCACCCCTGACCAT
GGCCGAGAAGCTGCAGCGCCACTTCCTGETCCAGTGECECCECATEAGTAAGGCCCCEAAGECOCTCTT
CTTTGTTCAGTTCGAGARGGGCEAGTCCTACTTCCACCTCCATATTCTEETGGRGACCACGGEEGETCAA
ATCCATGGTGCTGGGCCGCTTCCTGAGTCAGATTAGGEACAARGCTGCTCCAGACCATCTACCCCGGGAT
CCAGCCCACCCTGCCCAACTGGTTCGCGGTGACCAAGACGCETAATGGCECCECAGGGGEEAACAAGET
GGTGGACGAGTGCTACATCCCCAACTACCTCCTECCCARGACT CAGCCCEAGCTGCAGTGGGCGTGEAL
TAACATGGAGGAGTATATAAGCGCGTIGTTTAAACCTGGCCGAGCGCARACGGCTCETEGCACACEACCT
GACCCACGTCAGCCAGACCCAGGAGCAGARCAAGGAGAAT CTGAACCCCAATTCTGACGCGCCTGTCAT
CCGGTCAARARACCTCCGCACGCTACATGGAGCTEGTCEGETCEGCTCETAGCACCCCAGCATCACCTCCAA
GAAGCAGTGGATCCAGGAGGACCAGGCCTCGTACATCTCCTTCAACGCCGCCTCCAACTCGCGGTCCCA
GATCARGGCCGCTCTGGACAATGCCGGCAAGAT CATGGCECTGACCARATCCACGCCCCACTACCTEGT
AGGCCCCGCTCCGCCCGCCGACATTAAAACCARCCGCATTTACCGCATCCTGGAGCTGAACGGCTACGA
CCCTGCCTACGCCGGCTCCOTCTTTCTCGECTGGGCCCAGARAAGGTTCCGAARACGCAACACCATCTG
GCTGTTTGGGCCGGCCACCACCGGCAAGACCAACATCECGGRAGCCATCGCCCACGCCCTGCCCTTCTA
CGGCTGCGTCAACTGGACCAATGAGRACTTTCCCTTCARCGATTGCGTCGACARGATGGTGATCTGGTS
GGAGGAGGGCAAGATGACGGCCARAGGTCGTCGGASTCCEGCCARGGCCATTCTCGGCGECAGCAAGGTGCG
CGTGGRCCARAAGTGCAAGTCGTCCGCCCAGATCGATCCCACCCCCGTGATCGTCACCTCCAACACCAR
CATGTGCGCCGTGATTGACGGGAACAGCACCACCTTCGAGCACCAGCAGCCETTGCAGGACCEGATGETT
CAAATTTGARCTCACCCGCCGTCTGEAGCATEGACTTTCGCARAGGTCGACAAAGCAGGAACTCAAACAGTT
CTTCCGCTGGGCGCAGGATCACGTGACCGAGGTEGCECATGAGTTCTACGTCAGAARGGGTGGAGCCAA
CRAGAGACCCGCCCCCGATCACGCGEATAAAAGCCAGCCCARGCEEGCCTGCCCCTCAGTCGCGEATCC
ATCGACGTCAGACGCGGRAGGAGCTCCGETGEACTTTGCCGACAGGTACCAAAACAAATGTTCTCGTCA
CGCGGGCATCCTTCAGATGCTGTTTCCCTECARAACATGCEAGAGAATGAATCAGAATTTCARCATTTG
CTTCACGCACGGGACCAGAGACTGTTCAGAATGTTTCCCCGGCGTGTCAGARTCTCAACCGGTCGETCAG
ARAGAGGACGTATCGGARAACTCTGTGCCATTCATCATCTGCTCGEGCGGGCTCCCGRAGATTGCTTGCTC
GGCCTGCGATCTGGTCAACGTGGATCTGGATGACTGTGTTTCTGAGCAATAARTGACTTARACCAGGTA
TGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCT CGAGGACAACCTCTCTCAGGGCATTCGCAACTGGTGGS
ACTTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCARAAGCAGGACGACGGCCCCCGTCTGGTGC
TTCCTGGCTACARGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGEGCGAGCCCGTCAACGCGGCGGATG
CAGCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCARAGCGCETGACAATCCGTACCTGCGST
ATAACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGACGCATCTECAAGARCGATACGTCTTTTGGGCGCAACCTCGGGC
GAGCRAGTCTTCCRGGCCAAGAAGAGGGTTCTCGAACCTTTTGGTCTGGTTGAGGARGGTGCTARGACEG
CTCCTGGARAAGAANACGTCCGETAGAGCAGTCGCCACRAGRGCCAGACTCCTCCTCCGGCATTGGCARGA
CAGGCCAGCAGCCCGCTARRARGAGACTCAATTTTGETCAGACTGGCGACTCAGAGT CAGTCCCCGACC
CACARCCTCTCGGAGRACCTCCAGCAACCCCCGCTGCTGTGGGACCTACTACAATGACTTCAGGCGGTC
GCGCACCAATGGCAGACAATAACGAAGGCGCCEACGCAGTCCCTAATGCCTCAGGARATTGGCATTGCG
ATTCCACATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGRACATGGGCCTTGCCCACCTATARCA
ACCACCTCTACARGCARATCTCCAGTGCTTCARCGGEGECCAGCAACGACARCCACTACTTCGECTACA
GCACCCCCTGCGGGTATTTTCGATTTCAACAGAT TCCACTGCCATTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGAC
TCATCRACARCAATTGEGGATTCCEGCCCAAGAGACTCAACTTCRAGCTCTTCAACATCCARAGTCARGG
AGGTCACGACGAATGATGGCGTCACGACCATCGCTAATAACCTTACCAGCACGGTTCAAGTCTTCTCGG
ACTCGGAGTACCAGTTCECCGTACGTCCTCGGCTCTGOGCACCAGGGCTGCCTCCCTCCGTTCCCGECEG
ACGTGTTCATGATTCCGCAGTACGECTACCTAACGCTCAACAATCGCAGCCAGGCAGTGEAACCGTCAT
CCTTTTACTGCCTGGARTATTTCCCATCGCAGATGCTGRAGAACGGGCAATARCTTTACCTTCAGCTACA
CCTTCGAGGACGTGCCTTTCCACAGCACGCTACGCCCACAGCCAGAGCCTGGACCGECTGATGARTCCTC
TCATCGACCAGTACCTGTATTACCTGAACAGAACTCAGARTCAGTCCGGAAGTGCCCAAARCAAGGACT
TACTGTTTAGCCCCGEGT CTCCAGCTGECATETCTETTCAGCCCAAARACT GGCTACCTGGACCCTGTT
ACCCGCAGCAGCCCGTTTCTAAAACAARAACAGACAACAACAACAGCARCTTTACCTEGGACTEGTGCTT
CAARATATAACCTTAATGGGCGTGAATCTATAATCAACCCTGGCACTGCTATGGCCTCACACRAAGACS
ACAAAGACAAGTTCTTTCCCATGAGCCETETCATGATTTTTGGAAAGGAGAGCGCCGGAGCTTCAARCA
CTGCATTGGACAATGTCATGATCACAGACCAAGAGGAART CARAGCCACTARCCCCCTGECCACCGARAA
GATTTGGGACTGTGGCAGTCAATCTCCAGAGCAGCAGCACAGACCCTGCCGACCGGAGATGTGCATGTTA
TGGGAGCCTTACCTGGAATGETGTGGCAAGACAGAGACCTATACCTGCAGGCTCCTATTTCGGGCCARRA
TTCCTCACACGGATGEACACTTTCACCCATCTCCTCTCATGGGCGGCTTTGGACT TAAGCACCCGCCIC
CTCAGATCCTCATCAAARACACGCCTETTCCTGCCAATCCTCCGGCAGAGTTTTCGGCTACARAGTTIG
CTTCATTCATCACCCAGTATTCCACAGGACARGTGAGCGTGGAGRTTGAATGGGAGCTGCAGRARGARA
ACAGCAAACGCTGGAATCCOGARGTGCAGTATACATCTRACTATGCARAATCTGCCAACGTTGATTTCA
CTGTGGACAACAATGGACTTTATACTGAGCCTCGCCCCATTGGCACCCGTTACCTCACCCGTCCCCTGT
ARTTGTGTGTTAATCARTARACCGGTTAATTCGTGTCAGTTGAACTTTGGTCTCATGTCGTTATTATCT
TATCTGGTCACCATAGCARCCGGTTACACATTAACTGCTTAGTTGCGCTTCGCGAATACCCCTAGTGAT
GGAGTTGCCCACTCCCTCTATECGCGCTCEGCTCGCTCGETGGEGCCGECAGAGCAGAGCTCTECCGTCT
GCGGACCTTTGGTCCACAGGCCCCACCEGAGCEAGCGAGCCCGCATAGAGGGAGTGGGCRAA
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ARY-7, SECUENCIACOMPLETA, GENBANK = ACCESONO. AFS513851 vy @GAQ ET

AL. (2002) PNAS 99:11854
TTGGCCACTCCCTCTATGCGCGCTCGCTCECTCEETGEEGCCTECEEACCARAGGTCCGCAGACGGCAG
AGCTCTGCTCTGCCGECCCCACCGAGCEAGCGAGCGCECATAGAGCCGAGTCECCAACTCCATCACTAGS
GGTACCGCCAAGCECCTCCCACGCTECCEOGTCAGCECTEACGTARATCACETCATAGGEEAGTEETCC
TETATTAGCTGTCACGTGAGTECTTTTOCHACAT T TTGCGACACCACGTGGCCATTTEAGEGTATATATE
GCCGAGTCAGCGAGCAGGATCTCCATT TTEACCECGARATTTGAACGAGCAGCAGCCATGCCEEETTTS
TACGAGATCGTGATCARGETGCCGAGCGACCTGEACGAGCACCTGCCEEECATTTCTGACTCATTIGTS
AMCTGGGTGGCCCAGAAGGAATGGEAGCTECCCCCAGATTCTEGACATEEGATCTCGAATCTGATCGRAGCAG
GCACCCCTGACCGTGGCCGAGAAGCTECAGCACGACTTCCTEGATCCAATCCCECCACCTEAGTAMNGGCT
CCGEAGGCCCTETTCT T IGTTCAGTTCEAGRAGEGCEACGAGCTACTTCCACCTTCACGTTCTGATGEAG
ACCACGGEEGETCARGTCCATEETGCTAGGCCGCTTCCTGAGTCAGAT TOGGEAGARAGCTGETCCAGACT
ATCTACCGCGGGETCGAGCCCACGCTGCCCAACTGGTTCECECTGACCARGACGCETRAATEGCECCEED
GGGGGEGEAACAAGGTGGETCEACGAGTCCTACATCCCCAACTACCTCCTECCCARGACCCAGCCCRAGCTE
CAGTGGGCGTGGACTAACATGEAGEAGTATATARAGCGCGTETTTGAACCTGGCCGAACGCARACGGCTT
GTGGCGCAGCACCTGACCCACETCAGCCAGACGCAGGAGCACAACAAGEAGAATCTEGAACCCCAATTCT
GACGCGECCCETGATCAGCETCARAAACCTCCECGCACTACATGEAGCTEETCEEGETEECTGETECACCAS
GECATCACCTCCGAGAAGCAGTGGATCCAGGAGGACCAGGCCTCGTACATCTCCTTCAACGCCGCCTCT
ARCTCGCGGETCCCAGATCAAGGECCGCGCTECACRATECCGECARAGATCATCGCGCTCACCRARTCCGCE
CCCGACTACCTGGTGGEECCCTCGCTCCCCOCGEACATTAALACCAACCGCATCTACCGCATCCTGEAC
CTGAACGGGTACGATCCTGCCTACGCCEECTCCETCTTTCTCEECTEEECCCAGARARAGTTCEGGAAG
CGCARCACCATCTGGCTCTTTEGGCCCGCCACCACCGECANGACCARCAT TGCGEGARGCCATCGCCCAC
GCCGTGCCCTTCTACGGCTGCATCARCTGHACCAATGAGARCTTTCCCTTCARCGATTGCGTCGACALG
ATGGTGATCTGGTCGGACGAGEGCAAGATEACGGCCARGGTCGTCGAGTCCGCCAAGGCCATTCTCGGEC
GGCAGCAAGGTGCGCETEEACCAAAAGTGCARGTCETCCGCCCAGATCGACCCCACCCCCATEGATCGETC
ACCTCCAACACCAACATGTECGCCGTGATTGACGGGARCAGCACCACCTTCGAGCACCAGCAGCCCTTG
CAGGACCGGATGTTCAAATTTGAACTCACCCGCCATCTGGAGCACGACT TTGECARGCTEGACGARGCAG
GAAGTCAARGAGTTCTTCCGCTEECCCACTGATCACGTGACCGAGGTGECGCATGACTTCTACGTCAGA
AAGGGLGEAGCCACCARAAGACCCGECCCCCCATGACGUGEATATAAGCGAGCCCARNGCGEGCCTECCCT
TCAGTCGCGGATCCATCCACGTCAGACGCEEARGGAGCTCOGETEGACTTTECCGACAGGTACCAAAAC
AAATGTTCTCGTCACGCGCGCATGATTCAGATGCTGTTTCCCTGCARARCGTCCGAGAGAATGAATCAG
AATTTCAACATTTGCTTCACACACGEGETCAGAGACTGTTTAGAGTGTTTCCCCEGGCETETCAGAATCT
CAACCGGTCGTCAGAARRAAGACGTATCGGARACTCTGCGCGATTCATCAT CTGCTGGGECCGGGCGCCC
GAGATTGCTTGCTCGGCCTGUGACCTGETCAACGTCEACCTGEACGACTGCETTTCTGAGCAATAAATG
ACTTARACCAGGTATGGCTGCCEATGETTATCTTCCAGATTGGCTCGRACCACAACCTCTCTGAGGGCAT
TCECGAGTEETGAGACCTGRAAACCTGEAGCCCCCARACCCAAAGCCARCCAGCAAARGCAGGACAACEG
CCGGEETCTGETGCTTCCTEECTACAAGTACCTCGGACCCTTCARCGEACTCGACAAGGEGEEAGCCCET
CAACGCGGOGEACGCAGCGECCCTCGAGCACGACARAGGCCTACGACCAGCAGCTCARAGCGGETGACAR
TCCCTACCTGCGETATARACCACGCCEACGCCERAGTTTCAGGAGCGTCTGCARGAAGATACGTCATTTGG
GOGCAACCTCGEGCGAGCAGTCT TCCAGEOCALGAAGCGEETTCTCGRACCTCTCGETCTGETTGAGGA
AGGCHCTARGACGGCTCCTECAARGARAGRGACCGETAGAGCCGTCACCTCAGCGTTCCCCCEACTCCTC
CACGEGCATCEGCAAGAANCGECCACCAGCCCECCAGAAAGAGACTCAATTTCGGTCAGACTGELGACTC
AGAGTCAGTCCCCGACCCTCRACCTCTCGEAGRACCTCCAGCAGCGCCCTCTAGTCTGGCATCTGGTAC
AGTEGCTECAGGCCETCECCECACCAATGECAGACAATAACCGARCCTGCCGALCGGAGTGGETAATGCCTC
AGGAAATTGGCATTGCCATTCCACATGGCTGGEECEGACAGAGTCATTACCACCAGCACCCEAACCTGGEGET
CCTGCCCACCTACAACAACCACCTCTACAAGCAAATCTCCAGTGARACTGCAGGETAGTACCAACGACAA
CACCTACTTCGGCTACRGCACCCCCTGGGEEETAT T TTCGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACC
ACCTGACTGCCAGCGACTCATCARCAACAACTCEECATTCCGGCCCARGARGCTGCGETTCAAGCTCTIT
CAACATCCAGGTCARGGAGGTCACGACGRATGACGGCETTACGACCATCGCTAATAACCTTACCAGCAC
GATTCAGGTATTCTCGCACTCCEANATACCAGCTGCCGTACGTCCTCEECTCTGCGCACCAGGECTGECCT
GCCTCCGTTCCCCGCGEACGTCTTCATGATTCCTCAGTACGGCTACCTGACT CTCAACARTGGCAGTCA
GTCTCTGGGACGTTCCTCCTTCTACTGCCTGEAGTACTTCCCCTCTCAGATGCTGACGARCGEGCAACAA
CTTTGAGTTCAGCTACAGCTTCGAGGACGTCCCTTTCCACAGCAGCTACGCACACAGCCAGAGCCTGGA
CCGGCTGATGAATCCCCTCATCGACCAGTACTTCTACTACCTGGCCAGAACRCAGRGTARCCCAGGAGG
CACAGCTGGCAATCGGGAACTCCAGTTTTACCAGGRECCEECCTTCARCTATEGGCCGAMCARGCCAAGAA
TTGETTACCTGGACCTTGCTTCCGGCARCAMLAGAGTCTCCRAAACGCTGGATCARRACAACARCAGCRA
CTTTGCTTGGACTGGTCCCACCARATATCACCTGAACGGCAGARACTCGTTGETTAATCCCGGCGTCGC
CATGGCAACTCACAAGGACGACEAGCGACCGCTTTTTCCCATCCAGCGGAGTCCTGATTTTTGGAAARAC
TGGEAGCAACTARCARAACTACATTGEAAAATGTGTTRAATGACARATGARAGARGAANTTCEGTCCTACTAA
TCCTGTAGCCACGCGAAGAATACGEGATAGTCAGCAGCAACTTACAAGCGGCTAATACTGCAGCCCAGAC
ACAAGTTGETCAACARCCAGGGAGCCTTACCTGCCATGETCTGCCAGRACCGEGACGTGTACCTGCAGEG
TCCCATCTGGGCCARGATTCCTCACACGGATGGCAACTTTCACCCGTCTCCTTTGATGEECEECTTIGG
ACTTAAACATCCECCTCCTCAGATCCTGATCAAGAACACTCCCETTCCCGOTAATCCTCCGEAGGTETT
TACTCCTGCCARGTTTGCTTCETTCATCACACAGTACAGCACCGGACARGTCAGCGTGGRAANTCGAGTG
GGAGCTGCAGARAGEARAACAGCAAGCGCTGEAACCCAGAGATTCAGTACACCTCCAACTTTGAAANGCA
GACTGGTGTGGACTTTGCCET TGACAGCCAGEGTGTTTACTCTCGAGCCTCGCCCTATTGGCACTCGTTA
CCTCACCCGTAATCTGTAATTGCATGTTAATCAATAAACCGATTGATTCGTTTCAGTTCGAACTTTGETC
TCCTETGCTTCTTATCTTATCAGTTTCCATAGCARCTGGTTACACATTAACTGCTTGEETGCECTTCAL
GATARGAACACTGACCTCACCGCCCTACCCCTAGTCATGEAGTTGGCCACT CCCTCTATGCELGLCTCGL
TCGECTCGETGGEGCCTECGEACCAAAGGTCCHCAGACGECAGAGCTCTGCTCTGCCEECCCCACCGAGT
GAGCGAGCGCGCATAGAGGEAGTGGECCRA
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CAGAGRGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGEGETAGCGCGARACGCECCTCCCACGCTEGCCGCETCAGT
GCTGACGTAAATTACGTCATAGGGGAGTGGTCCTGTATTAGCTGTCACGTGACTGCTTTTGCGGCAT
TTTGCEACARCCACGTGGCCATTTGAGGTATATATGGCCGAGTGAGCGAGCAGGATCTCCATTTTGAC
CGCGAAATTTGRACGAGCAGCAGCCATGCCGEGCTTCTACGAGATCGTEATCAAGETGCCGAGCGAC
CTGGACGAGCACCTGCCGGGCATTTCTGACTCGTTTGTGAACTGGETGECCGAGAAGGAATGGGAGC
TGCCCCCGGATTCTGACATGGATCGGAATCTGATCGAGCAGGCACCCCTGACCGTGGCCGAGRAGLT
GCAGCGCGACTTCCTGGTCCAATGGCGCCACETGACGTAAGGECCCCEEAGECCCTCTTCTTTGTTCAG
TTCGAGAAGGGCGAGAGCTACTTTCACCTACACAT TCTEATCGAGACCACCGEGGETCAAGTCCATEG
TGCTAGGCCGCTTCCTGAGTCAGATTCGGGARAAGCTTGGTCCAGACCATCTACCCGCEGGGETCGAG
CCCCACCTTGCCCAACTGCTTCGCCOTCACCAAAGACGCCCTAATGGCECCGECEEGEGEGEAACARG
GTGGTGGACGAGTGCTACATCCCCANCTACCTCCTECCCARGACTCAGCCCGAGCTGCAGTGGGCET
GGACTAACATGGAGGAGTATATAAGCGCETECTTEGAACCTGGCCEAGCECARACGGCTCGTEGCECA
GCACCTGACCCACGTCAGCCAGACGCAGGAGCAGAACAAGGAGAATCTGAACCCCAATTCTGACGCG
CCCGTGATCAGGTCARARACCTCCGCGCGCTATATGGAGCTEGTCGGETGGCTGCTCGGACCGGGGCA
TCACCTCCGAGARAGCAGTGCAT CCAGGAGGACCAGGCCTCGTACATCTCCTTCAACGCCGCCTCCAA
CTCGCGGTCCCRGATCAAGGCCGCGCTGGACAATGCCGECARGATCATGGCGCTCGACCAAATCCGLG
CCCGACTACCTGGTGGGGCCCTCECTGCCCGCEGGACATTACCCAGAACCGCATCTACCGCATCCTCG
CTCTCAACGGCTACGACCCTGECCTACGCCGECTCCGTCTTTCTCEGCTGGGCTCAGAARARAGTTCGG
GARACGCRACACCATCTGGCTCTTTGGACCCECCACCACCGGCARAGACCAACATTGCGGARGCCATC
GCCCACGCCGTGCCCTTCTACGCGCTGCETCAACTGCACCARATGAGRACTTTCCCTTCARTGATTGCG
TCGACAAGATGGTGATCTGETGGGAGGAGCECAAGATGACGECCARGGTCGTGGAGT CCGCCAAGGC
CATTCTCGGCGGECAGCARGGTECGUGTGCGACCARAAGTGCARGT CGTCCGCCCAGATCGRACCCCALCC
CCCETGATCGTCACCTCCAACRCCAACATGTGCECCGTCGATTGACGGEGAACAGCACCACCTTCGAGC
ACCAGCAGCCTCTCCAGGACCGGATGTTTAAGTTCCGAACTCACCCGCCETCTGCGAGCACGACTTTGG
CARGGTGACARAGCAGGAAGTCARAGAGTTCTTCCGCTGGGCCAGTGAT CACGTEACCGAGETGGCG
CATGAGTTTTACATCAGAAAGGGCEEAGCCAGCAAAAGACCCECCCCCCATCACGCEGATARAAGCG
AGCCCAAGCGGEGCCTGCCCCTCAGTCGCGGATCCATCCGACGTCAGACGCGGAAGGAGCTCCGGTGGA
CTTTGCCGACAGGTACCAAARCAAATGTTCTCGTCACGCGGGCATGCTTCAGATECTGTTTCCCTGC
AAADACGTGCGAGAGAATGAATCAGAATTTCAACATTTGCTTCACACACGGEATCAGAGACTGCTCAG
AGTGTTTCCCCGGCETGTCAGAATCTCARCCAGTCETCAGARAGRGGACGTATCGGARACTCTGTGC
GATTCATCATCTGCTGGEGCGEECTCCCGAGATTGCTTGCTCGGCCTGCGATCTGGTCAACGTGGALC
CTGGATGACTGTGTTTCTGAGCAATAAATGACTTAAACCAGGTATCGCTGCCCGATGGTTATCTTCCA
GATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCCAGTGGTGGGCECTGAAACCTCGGAGCCCCGA
AGCCCAAAGCCAACCAGCAARAGCAGGACGACGGECCGGEGUETCTGGTGCTTCCTGGCTACANGTACCT
CGGACCCTTCAACGGACTCCGACARGGEGEEAGCCCETCAACCCEGUGGACGCAGCEGCCCTUGAGCAC
GACAAGGCCTACGACCAGCAGCTGCAGGCGEGTGACARTCCGTACCTGCGETATAACCACGCCGALG
CCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCCGAGCAGTCTTCCA
GGCCAAGAAGCGGETTCTCGAACCTCTCGEICTGETTEGAGGRAGGCGCTARGACGGCTCCTGGARAG
AAGAGACCGGTAGAGCCATCACCCCAGCGTTCTCCAGACTCCTCTACGGGCATCGGCAAGRAAGGCC
ALCRAGCCCGCCAGAAAARGACTCAATTTTGETCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTTCCAGACCCTCA
ACCTCTCGGAGAACCTCCAGCAGCGCCCTCTGETGTGECACCTAATACAATGECTGCAGGCGGTGGC
GCACCAATGGCAGACAATAACGARGGCGCCEACCCAGTGEETAGTTCCTCGGGAAATTGGCATTCCG
ATTCCACATGACTGGGCCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAR
CAACCACCTCTACAAGCAAATCTCCAACGGGEACATCGGGAGCAGCCACCAACGACARCACCTACTTC
GECTACAGCACCCCCTGCGGETATTTTGACT TTAACAGATTCCACTGCCACTTTTCACCACGTGACT
GGCAGCGACTCATCAACAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGRGACTCAGCTTCARAGCTCTTCAACAT
CCAGGTCAAGGAGGTCACGCAGAATGARGGCACCAAGACCATCGCCAATARCCTCACCAGCACCATC
CAGGTGTTTACGGACTCGGAGTACCAGCTGCCGTACGTTCTCGGCTCTGCCCACCAGCGGCTGCCTGC
CTCCGTTCCCGGCGGACCTGTTCATGATTCCCCAGTACGGCTACCTAACACTCAACARCGGTAGTCA
GGCCGTGGCACGCTCCTCCTTCTACTGCCTECGAATACTTTCCTTCGCAGATACTCAGRACCOGCAAC
AACTTCCAGTTTACTTACACCTTCGAGGACGTECCTTTCCACAGCAGCTACGCCCACAGCCAGAGCT
TGGACCGGCTGATCGAATCCTCTGATTGACCAGTACCTEGTACTACTTGTCTCGGACTCAAACAACAGE
AGCCACGGCARATACGCAGACTCTGGECTTCAGCCARGGTEGGGCCTAATACAATGGCCAATCAGGCA
AAGMACTGGCTGCCAGGACCCTGTTACCGCCAACAACGCGTCTCAACGACAACCGGGCAAALCAACA
ATAGCAACTTTGCCTGGACTGCTGGEACCAAATACCATCTGARTGGAAGAAAT TCATTGGCTARATCC
TGGCATCGCTATGICAACACACAAAGACGACGAGCAGCGTTTTTTTCCCAGTAACGGGATCCTGATT
TTTGGCAAACAAAATGCTGCCAGAGACAATGCGGATTACAGCGATGTCATGCTCACCAGCGAGGAAG
ABATCAMAACCACTAACCCTGTGGCTACAGAGGAATACGGTATCGTGGCACGATAACTTGCAGCAGCA
AMDACACGGCTCCTCAAATTGGAACTGTCAACAGCCAGCGEGCCTTACCCAGTATCCTCTGGCAGAAC
CGGGACGCTGTACCTGCAGGETCCCATCTGGGCCAAGATTCCTCACACGGACGGCAACTTCCACCCGT
CTCCGCTGATGGGCGGCTTTCGCCTGARACATCCTCCGCCTCAGATCCTGATCAAGAACACGCCTGT
ACCTGCGGATCCTCCGACCACCTTCAACCAGTCAAAGCTGAACT CTTTCATCACGCARATACAGCACC
GGACAGGTCAGCGTGGAAATTGAATGGGAGC TGCAGRAGGAARACAGCARGCGCTGGAACCCCGAGA
TCCAGTACACCTCCAACTACTACAARTCTACAAGTGTGGACTTTGCTGTTAATACAGRAAGGCGTGTA
CTCTGARCCCCGCCCCATTGGCACCCGTTACCTCACCCGTAATCTGTAATTGCCTGTTARTCAATAR
ACCGGTTGATTCATTTCAGTTGAACTTITGGTCTCTGCG
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CAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGECGETAATCECEAAGCGCCTCCCACGCTECCGCGTC
AGCGCTGACGTAGATTACGTCATAGGGEAGTGETCCTETATTAGCTGTCACGTGAGTGCTTTTGEC
GRCATTTTGCGACACCACATGECCATTTGAGGTATATATGGCCCAGTCAGCGAGCAGGATCTCCA
TTTTGACCGCGRAATTTGAACGAGCAGCAGCCATGCCEEEUTTCTACGAGATTGTGAT CAAGETGE
CCGAGCGACCTGGACGAGCACCTGCCGEECATTTCTEGACTCTTTTETCGAACTAGGETAGCCGAGAR
GERAATCCGAGCTECCCCCEGATTCTGACATGGATCEEAATCTEAT CCAGCAGGCACCCCOTGACCE
TGECCEAGAAGCTGCAGCECGACT TCOTRRTCCALTECCECCECGTEAGTAAGGC CCOGRAGECC
CTCTTCTTIGTTCAGTTCGAGRAGRECEAGAGCTACTTTCACCTGCACGT TCTEGETCGACGACCAC
GEGGGTCARGTCCATCOTECTAGGCCGUTTCCTGAGTCAGATTCGERAGAAGCTEETCCAGACTA
TCTACCCCEGEATCCAGCCEACCCTECCCAACTEE T TCECEGTEACCAAGACGCETAATEGCECT
GGCGGGEGEEGAACRAGG TGOTEEACGAGTEGCTACATCCCCAACTACCTCCTGCCCAAGACTCAGCC
CGAGCTGCAGTGGGCGTGEACTAACATAGAGCAGTATATAAGCECETECTTGAACCTGGCCEAGC
GCAAACCECTCETEECECAGCACCTCACCCACGTCAGCCAGACCCACGAGCACGAACAAGGAGAAT
CTEAACCCCAATTCTGACGCGCCCETGATCAGETCARAANCCTCCCCCUBCTACATGCACCTCET
CGGGTGGCTGGTCGCACCGEGGCATCACCTCCCACAAGCAGTGEAT CCAGGAGGACCAGGCCTCAT
ACATCTCCTTCALCGCCGCCTCCAACTCCCEATCCCAGATCARAGGCCGCECTEGACAATECCGGE
ARGATCATGECGCTCGACCAAATCCECECCCEACTACCTEETAGGCCCTTCACTTCCEETAGACAT
TACGCAGAACCGCATCTACCCCATCCTECAGCTCAACGECTACCGACCCTECCTACGCCEGCTCCG
TCTTTCTCEGCTGCEECACAAARGAAGT TCEECEAARACGCAACACCATCTEECTGTTTCGGCCEGCC
ACCACGGGRAAGACCAACATCGCAGAAGCCATTECCCCACGCCETECCCTTCTACGECTGCETCAA
CTGGACCAATGAGAACTTTCCCTTCAACCGATTGCGTCGACAAGATGGTGATCTGETGERAGGAGS
GCAAGATGACGECCRAGGTCGTEGAGTCCECCARAGGCCATTCTCEGECEECAGCARACGTACETGTS
GACCAAAAGTGCAAGTCGTCCGCCCAGATCGACCCCACTCCCETGATCCTCACCTCCARCACCAR
CATGTGCGCCGTGATTCACCGGAACAGCACCACCTTCGAGCACCAGCAGCCTCTCCAGGACCGGA
TGTTTAAGTTCGAACTCACCCGCCGTCTEEAGCACGACTTTEECARGGTEACAARGCAGGAAGTC
ARAGAGTTCTTCCGOTGGECCAGTGATCACGTEACCGAGETEEGCECATGAGTTTTACGTCAGAAR
GEGCEEAGCCACCARMAAGACCCGCCCCCGATGACGCEGATAARAGCGAGCCCARGCGAEGCCTACC
CCTCAGTCGCGGATCCATCGACGTCAGACGCGGAAGGAGCTCCGGTGGACTTTCCCGACAGETAC
CAAAACARAATGTTCTCETCACGCGGGCATGCTTCAGATECTGCTTCCCTGCAAARCGTGCGAGAG
AATGAATCAGARTTTCAACATTTGCTTCACRACACGGGETCAGAGACTGCTCAGAGTGTTTCCCCS
GCGTGTCAGAATCTCAACCEETCETCAGAAAGAGGACGTATCGGARACTCTGTGCGATTCATCAT
CTGCTGEEGCEEGCTCCCGAGATTECTTECTCAGCCTECEATCTGETCARCATGEGACCTCGGATGA
CTCTATTTCTCACCAATAAATGACTTAAACCAGCTATGGCTGCCEATGATTATCTTCCACGATTEE
CTCGAGGACAACCTCTCTGAGCCCATTCECGACTEETEEECECTGRAAACCTEGAGC CCCHARGCC
CAAAGCCAACCAGCAARAAGCAGGACGACCGECCEEEETCTERTECTTCOTGGCTACAAGTACCTCG
GACCCTTCAACGCACTCCACAAGACGGEERAGCCCETCAACGCEECGCACGCAGCGECCCTCEAGTAC
GECARGGCCTACGACCAGCAGCTECAGGCEEGETGACAATCCATACCTGCAATATAACCACGCCGA
CECCGAGTTTCAGGAGCETCTGCAAGAAGATACGTCTTTTEGEEGEGCAACCTCGGECERAGCAGTCT
TCCAGGCCAAGAAGCOAGTTCTCAAACCTCTCEETOTAETTGAGCGARGECGCTAAGACCGECTCCT
GGARAAGAAGAGACCGETAGAGCCATCACCCCAGCEGTTCTCCAGACTCCTCTACGGGCATCGGCAA
GAAACGCCCAACACGCCCECCACGARRAAAGACTCAATTTTGETCACGACTCGEGCGACTCAGAGTCAGTTC
CAGACCCTCAACCTCTCEGAGAACCTCCAGCAGCGCCCTCTEE TG IGEEACCTARTACAATGGCT
GCAGECEAETEECECACCAATGECAGACAATAACGAAGGCGCCEACCGAGRTERAGTAATTCCTCGGEG
ARATTGGCATTGCCATTCCACATGACTGECGEACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGEG
CATTGCCCACCTACARACAACCACCTCTACAAGCARATCTCCAATGCAACATCOGEAGGAAGCACC
ARCGACAACACCTACTTTGGCTACAGCACCCCCTGEGEAETATTTTCACTTCAACAGATTCCACTC
CCACTTCTCACCACGTEACTGECAGCGACTCATCARCAACANCTEEEGATTCCEGCCAAAGAGAL
TCAACTTCAAGCTETTCAACATCCAGETCAAGCAGCTTACCACCAACCAAGCCACCAAGACCATC
GCCAATAACCTTACCAGCACCGTCCAGETCTTTACGGACTCGEGAGTACCAGCTACCGTACGTCCT
AGGCTCTECCCACCAAGGATGCCTECCACCETTTCCTGCAGACGTCTTCATGCTTCCTCAGTACG
GCTACCTGACGCTCAACAATCEAAGTCARGCETTAGGACETTCTTCTTTCTACTETCTGGAATAC
TTCCCTTCTCAGATGCTGAGRAACCEECAACAACTTTCACGT TCAGCTACACTTTCEAGGACCTGCC
TTTCCACAGCAGCTACGCACACAGCCACGAGTCTAGATCCACTCGATGAACCCCCTCATCGACCAGT
ACCTATACTACCTGGTCAGARACACAGACARCTGGAACTGGEEGAACTCRAAACTTTGGCATTCAGC
CRAAGCAGGCCCTAGCTCAATGECCAATCAGGCTAGAAACTGEGETACCCOAAECCTTIGCTACCGTCA
GCAGCGCGTCTCCACAACCACCAACCAAMATANCARCAGCAACTTTGCGTGCACGGGAGCTGCTA
BATTCAAGCTGAACGGGAGAGACTCGCTAATGAATCCTERCETGGCTATGGCATCGCACARAGAC
GACGAGGACCECTTCTTTCCATCAAGTGECCTTCTCATATTTGGCAAGCAAGGAGCCEGEARCGA
TOCAGTCCACTACACGCCAGGTECTCATTACAGATGAGGAAGARATTARAGCCACCARCCCTOTAG
CCACACACGARTACCEACGCAGTEECCATCAACALCCAGECCECTAACACGCAGGCGCAAACTEGA
CTTGTGCATARCCAGREAGT TAT TCCTAGTATCGTC TEECAGAACCGECACGTETACCTEOAGEG
CCCTATTTGRCECTAAAATACCTCACACAGATGRCAACTTTCACCCETCTCCTCTEGATEGETGGAT
TTEGACTAGAAACACCCACCTCCACAGATTCTAATTAAAAATACACCAGTAGCCAGCAGATCCTCCT
CTTACCTTCAATCAAGCCAAGCTGAACTCTTTCATCACGCAGTACRAGCACGEGGACALAGTCAGCAT
GEAAATCGAGTGEEAGCTECAGRAACAAAACACGCARGCACTCGAAT CCAGAGATCCAGTATACTT
CAAACTACTACAAATCTACARATETGGACTTTGCTGTCAATACCARAGH TG ' TACTCTEAGCCOT
CECCCCATTCETACTCETTACCTCACCCETAAT T IETAATTGCCTGTTAATCAATAAACCEGTTA
ATTCOTTTCACTTCAAC TTTGOTCOTOTECS
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ATGCCGGGCTTCTACGAGATCGTCATCAAGCTGCCEGACGCGACCTEGACGAGCACCTECCGEGEC
ATTTCTGACTCGTTTGTGAACTGEGCTGGCCGAGAAGGAATGEGAGCTGCCCCCEGATTCTGAC
ATGGATCGGAATCTGATCGAGCAGGCACCCCTGACCETGECCGAGARGCTCCAGCECEACTTC
CTGGTCCACTGGCGCCGCGTGAGTAAGGCCCCGGAGCGCCCTCTTCTTTGTTCAGTTCGAGAAG
GGCGAGTCCTACTTCCACCTCCACGTTCTCGTCCGAGACCACGEEEETCAACTCCATAETCCTG
GGCCGCTTCCTGAGTCAGATCAGAGACAGECTAGTEGCAGACCATCTACCECEEGETCEAGCCC
ACGCTGCCCAACTGGETTCCCGATGACCAAGACGCCARATGGCECCEGCGECEGGAACARGETG
GTGCACGAGTGCTACATCCCCAACTACCTCCTGCCCAAGACCCAGCCCGAGCTGCAGTGGECG
TGGACTAACATGGAGEAGTATATAAGCGCETGTCTARACCTCGCGGAGCETARACGGCTCGTG
GCGCAGCACCTGACCCACGTCAGCCAGACGCAGGAGCAGAACAAGGAGAATCTGAACCCGAAT
TCTGACGCGCCCGETGATCAGETCAAAAACCTCCGCGCGCTACATEEGAGCTGETCOGETGGCTG
GTGGRCCGGGGCATCACCTCCGAGRAAGCAGTGGATCCAGGAGGACCAGACCTCGTACATCTCC
TTCARCGCCGCCTCCAACTCGCGETCCCAGATCAAGGCCGCECTEGACAATECCEGARAGATC
ATGGCGCTGACCAAATCCGCGCCCGACTACCTGGTAGGCCCEGTCCTTACCCGCGBACATTAAG
GCCAACCGCATCTACCGCATCCTGGAGCTCAACGGCTACCGACCCCGCCTACGCCEGCTCCGTC
TTCCTGGGCTGGECGCAGAAAAACTTCCETARACGCAACACCATCTGGCTGTTTEGECCCGCC
ACCACCGGCAAGACCAACATCGCGGAAGCCATAGCCCACGCCGTGCCCTTCTACGGUTGCGTE
AACTGGACCAATCGAGAACTTTCCCTTCAACGATIGCGTCGACAAGATGGTGATCTGGTGGGAS
GAGGCECAAGATGACCGCCAAGGTCGTGGAGT CCGCCARAGGCCATTCTGGGCGGAAGCAAGGTG
CGCETGGACCARRAGTGCARGTCCTCGGCCCAGATCGACCCCACGCCCGTGATCGTCACCTCC
AACACCAACATGTGCGCCETGATCEACGGGAACAGCACCACCTTCGAGCACCAGCAGCCGCTG
CAGGACCGCATGTTCAAGTTCGAGCTCACCCGCCGTCTGCAGCACGACTTTGGCAAGGTGACC
AAGCAGGAAGTCAAAGAGTTCTTCCGCTGGGECTCAGGATCACGTGACTGAGGTGEGCGCATGAG
TTCTACGTCAGAAAGGGCGGAGCCACCAAMAGACCCGCCCCCAGTGACGCECGATATAAGCGAG
CCCAAGOGGGCCTGCCCCTCAGTTCCGGAGCCATCEACGT CAGACGCGGAAGCACCGGTGGAC
TTTGCGGACAGGTACCAAAACARATGTTCTCGTCACGCGGGCATGCTTCAGATGCTGTTTCCC
TGCARGACATGCGAGAGAATGAAT CAGAATTTCAACGTCTGCTTCACGCACGGGGTCAGAGAC
TGCTCAGAGTGCTTCCCCGGCGCGTCAGARATCTCAARCCCGTCGTCAGARARRAGACGTATCAG
ABACTGTGCGCGATTCATCATCTGCTGGGGCGGGCACCCGAGATTGCGTGTTCGGCCTGCGAT
CTCGTCAACGTGGACTTGGATGACTGTGTTTCTGAGCAATARATGACTTARAACCAGGTATGGC
TGCTGACGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAARCCTCTCTGAGGGCATTCGCCAGTGGTG
GGACCTGAAACCTGEGAGCCCCGAAGCCCAAGGCCAACCACGCAGAAGCAGGACGACGECCGGEG
TCTGGTGCTTCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGCACTCCGACAACGGGGAGCCCGT
CAACGCCOCGCACGCAGCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCALAGCGEG
TGACAATCCGTACCTGCGGTATAACCACGCCGACGLCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGRAAGA
TACGTCTTTTGGCGGCAACCTCGGGCEAGCAGTCTTCCAGGCCAAGAAGAGCGGTACTCGAACC
TCTGGGCCTGETTGAAGRAGGTGCTAAAACGGCTCCTGGAAAGAAGAGACCGTTAGAGTCACC
ACAAGAGCCCGACTCCTCCTCGGGCATCGGCAAAARAGGCAAACAACCAGCCAGAARGAGGCT
CAACTTTGAAGAGGACACTGGAGCCGGAGACGGACCCCCTGAAGGATCAGATACCAGCGCCAT
GTCTTCAGACATTGAAATGCGTGCAGCACCGGGCCCAAATGCTGTUGATGCGGGACAAGGTTC
CCGATGGAGTGGETAATGCCTCGGGTCATTGCCATTCGCGATTCCACCTGETCTGAGGGCAAGGT
CACAACAACCTCCGACCAGAACCTGGGTCTTGCCCACCTACAACAACCACTTGTACCTGCGTCT
CGGAACAACATCAAGCAGCAACACCTACARCGGATTCTCCACCCCCTGGGGATATTTTGACTT
CAACAGATTCCACTGTCACTTCICACCACGTGACTGGCAARGACT CATCAACRACARCTGGEG
ACTACGACCAMRAGCCATGCGCGTTAAAATCTTCAATATCCAAGTTAAGGAGGTCACARCGTC
GAACGGCGAGACTACGGTCECTAATAACCTTACCAGCACGGTTCAGATATTTGCGGACTCGTC
GTATGAGCTCCCGTACGTGATGGACGCTGGACAAGAGGGGAGCCTEGCCTCCTTTCCCCAATGA
CGTGETTCATGGCTGCCTCAATATGGCTACTGTGECATCETCGACTGGCCAGARATCAGAACCAMAC
GGACAGARARCGCTTTCTACTGCCTGGAGTATTTTCCTTCGCARATGTTCAGAACTGGCRACAA
CTTTGAARATGGCTTACAACTTTCAGAAGGTGCCGTTCCACTCAATGTATGCTCACAGCCAGAG
CCTGGACAGACTGATGAATCCCCTCCTGGACCAGTACCTGTGECACTTACAGTCGACTACCTC
TGGAGAGACTCTGAATCAAGGCAATGCAGCAACCACATTTGGAAAAATCAGGAGTGGAGACTT
TGCCTTTTACAGARAGARACTGECTGCCTGGAECCTTGTGTTAAACAGCAGAGATTCTCARAALC
TGCCAGTCAAAATTACRAGATTCCTGCCAGCGGGGGCAACGCTCTGTTAARGTATGACACCCA
CTATACCTTAARCAACCGCTGGAGCAACATCGCGCCCEGACCTCCAATGGCCACAGCCGCACC
TTCGGATGGGCACTTCAGTAACGCCCAGCTTATATTCCCTGGACCATCTCTTACCGGANATAC
AACAACTTCAGCCAACAATCTGTTATTTACATCAGAAGAAGARATTGCTGCCACCARACCCARG
AGACACGGACATGTTTCGCCAGATTCGCTCGACAATAATCAGAATGCTACAACTGCTCCCATAAC
CGGCARCGTGACTGCTATGCGAGTGCTGCCTGECATGCTCTCGCARARCAGAGACATTTACTA
CCAAGGGCCAATTTGGGCCAAGATCCCACACGCGGACCGGACATTTTCATCCTTCACCGCTGAT
TGETGGETTTCGACTGAAACACCCGCCTCCCCAGATATTCATCAAGAACACTCCCGTACCTGC
CAATCCTGCGACAACCTTCACTGCAGCCAGAGTGGACTCTTTCATCACACAATACAGCACCGG
CCAGGTCGCTGTTCAGATTGAATGGGAAATTGAAARAGGAACGCTCCARACGCTGGAATCCTGA
AGTGCAGTTTACTTCARACTATGGGAACCAGTCTTCTATETTGTGGGECTCCTGATACAACTGG
GAAGTATACAGAGCCGECGGGTTATTGGCTCTCGTTATTTGACTAATCATTTGTAA
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CCGCGAGTGAGCGAACCAGGAGCTCCATTTTGCCCGCGAATTTTGARCGAGCAGCAGCCATGC
CGGGATTCTACGAGATTGTCCTGAAGGTEGCCCACCGACCTEGACGAGCACCTGCCTGGCATTT
CTGACTCTTTTGTAAACTGGETGCGCECAGAAGGARATGGECAGCTECCECCGGATTCTGACATGG
ATCTGAATCTGATTGAGCAGECACCCCTAACCGTGGCCEARRAGCTGCAACGCGAATTCCTGG
TCGAGTGGCGCCGCETGAGTAAGGCCCCGGAGGCCCTCTTCTTTGTTCAGTTCGAGAAGGGAG
ACAGCTACTTCCACCTACACATTCTGGTGGAGACCGTGGGCGTCGAARATCCATGGTAGTEGGECC
GCTACGTGAGCCAGATTAARGAGAAGCTGGTGACCCGCATCTACCGCGEEETCGAGCCGCAGC
TTCCCGAACTGGTTCGCGGETGACCAAGACGCGTAATGGCGCCGGAGECGGGAACAAGETGETGG
ACGACTGCTACATCCCCAACTACCTGCTCCCCAAGACCCAGCCCGAGCTCCAGTGEGECGTGEA
CTAATATGGACCAGTATTTAAGCGCCTGTTTGAATCTCECGEGAGCEGTARACGGCTGETGECEC
AGCATCTGACGCACGTGTCGCAGACGCAGGAGCAGAACAAAGAGAACCAGAATCCCAATTCTG
ACGCGCCGGTGATCAGATCAAARLCCTCCGCGAGGTACATGRAGCTGGTCGEGTEGCTGETGGE
ACCGCGGGATCACGTCAGARARAGCAATGGATCCAGGAGGACCAGGCCTCTTACATCTCCTTCA
ACGCCGCCTCCAACTCGCGGTCACAAATCAAGGCCGCACTEGACAATAGCCTCCARATTTATGA
GCCTGACAAAANCGGCTCCGGACTACCTGETCGGGARACAACCCUECCCGAGCGACATTACCAGCA
ACCCGGATCTACAAAATCCTCGAGATGAACGEETACGATCCECACSTACGCGGCCTCCETCTTCC
TGGGCTCGECGCAARAGAAGTTCGGCAMCAGCGAACACCATCTGECTCTTTGGCGCCGECCACGA
CCCCTARAACCAACATCGCTGAAGCTATCECCCACGCCETGCCCTTTTACGEGCTGCETGAACT
GCACCAATGAGAACTTTCCGTTCAACGATTGCGTCGACAAGATGETGATCTGCTGGEAGGAGG
GCAAGATGACGGCCAAGGTCGTGCAGCTCCECCAAGGCCATTCTEGGGCGCGAACGCAAGETGCGECG
TGGACCRAARAGTGCRAAGTCATCGGCCCAGATCGACCCAACTCCCGTCATCGTCACCTCCAACA
CCAACATGTGCGCGETCATCGACGGAAATTCCACCACCTTCGACGCACCAACAACCACTCCAAG
ACCGGATGTTCRAGTTCGAGCTCACCAAGCGCCTGCAGCACGACTTTGGCAAGGTCACCAAGC
AGGAAGTCAAGGACTTTTTCCGGTGGGCETCAGAT CACGTGACTGAGGTGTCTCACCAGTTTT
ACGTCAGAAAGGGTCGAGCTAGAAAGAGGCCCGECCCCCAATGACGCAGATATAAGTGAGCCCA
AGCGGGCCTGTCCETCAGTTGCCCAGCCATCCACGTCAGACGCEGAAGCTCCGGTGGACTACG
CCGACAGGTACCAAMAACAAATGTTCTCGTCACGTGGGCATGAATCTGATGCTTTTTCCCTGCC
GGCAATCGCCAGAGAATGAATCAGAATGTGGACATTTGCTTCACGCACGGGGTCATGGACTGTG
CCGAGTGCTTCCCCGTGTCAGAATCTCAACCCGTGTCTGTCGTCAGARAGCGGACATATCAGA
BACTGTGTCCGATTCATCACATCATGGEGAGGGCGCCCCGAGGTGGCTTECTTCCGGCCTGCGATC
TGGCCRARATGTGGACTTGGATGACTGTGACATGGAGCAATARATGACTCAAACCAGATATGACT
GACGETTACCTTCCAGATTEGCTAGAGGACAACCTCTCTGAAGACATTCGAGAGTGETGGGCG
CTGCAACCTGGAGCCCCTARACCCAAGGCARATCAACAACATCAGCACAACGCTCGGGETCTT
GTGCTTCCCGETTACAARATACCTCCGACCCGGCAACGGACTTCGACAAGGGGGAACCCGTCARC
GCAGCGGACGCGGCAGCCCTCGAACACGACAAGGCCTACCGACCAGCAGCT CARGGCUCGGTGAC
AACCCCTACCTCAAGTACAACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGCAGCGTCTTCAAGAAGATACG
TCTTTTGGGGGCAACCTCGGACGAGCAGTCTTCCAGGCCARAAAGAGGATCCTTGAGCCTCTG
GGTCTGGTTGAGGAAGCGGCTAAGACGGCTCCTGGRAAAARGAGACCTGTAGAGCAATCTCCA
GCAGAACCGGACTCCTCTTCGGGCATCOGCAAATCAGGCCAGCAGCCCECTAGAAAAAGACTG
AATTTTGGTCAGACTGGCGACACAGAGTCAGTCCCAGACCCTCAACCACTCGGACAACCTCCC
GCAGCCCCCTCTGETGTGGCGATCTACTACAATGGCTTCAGGCGGTCGCGCACCAATGGCAGAC
AATAACGAGGAATACCAATGCGAGCTGEATAATTCCTCAGCAAATTGGCATTGCGATTCCCAATGG
CTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGCACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACARTCAC
CTCTACAACGCAAATCTCCAGCCAATCAGGAGCCACCAACGACAACCACTACTTTGGCTACAGC
ACCCCCTGGGGETATTTTGACTTCAACAGATTCCACTGCCACTTTTCACCACGTGACTGGCAA
AGACTCATCAACAACARCTGGGGATTCCGACCCAAGAGACTCAACTTCAAGCTCTTTAACATT
CAAGTCAAAGAGGTCACGCAGAATGACGGTACGACGACGATTGCCAATAACCTTACCAGCACG
GTTCAGGTGTTTACTGACTCCGAGTACCAGCTCCCETACGTCCTCGGCTCGGCGCATCAGGGA
TGCCTCCCGCCGTTCCCAGCAGACGTCTTCATGGTCCCACAGTATGCGATACCTCACCCTGAAC
AACGGGAGTCAGGCGEGTAGGACGCTCTTCCTTTTACTGCCTGGAGTACTTTCCTTCTCAGATG
CTGCGTACTGGAAACAACTTTCAGTTTAGCTACACTTTTGAACGACGTGCCTTTCCACAGCAGC
TACGCTCACAGCCAAAGTCTGCACCGTCTCATGAATCCTCTGATCGACCAGTACCTGTACTAT
CTGAACAGCACACAAACAGCCAGTGGAACTCAGCAGTCTCGGCTACTGTTTAGCCRAGCTGGA
CCCACCAGTATGTCTCTITCAAGCTAARAACTGGCTGCCTGGACCTTGCTACAGACAGCAGCGT
CTGTCAAAGCAGGCAAACGACAACAACAACAGCARCTTTCCCTGGACTGGTGCCACCAAATAT
CATCTGAATGGCCGGGACTCATTGGTGAACCCGGGECCCTGCTATGGCCAGTCACAAGGATGAC
AAAGADRAGTTTTTCCCCATGCATGGAACCCTGATATTTGGTAAAGAAGGAACAARATGCCAAC
AACGCGGATTIGGAAAATGTCATGATTACAGATGAAGAAGARATCCGCACCACCAATCCCGTG
GCTACGGAGCAGTACGGGACTGTGTCAAATAATTTGCAAAACTCARACGCTGGTCCAACTACT
GGAACTGTCAATCACCAAGGAGCGTTACCTGGTATGETCTGGCAGGATCGAGACGTGTACCTG
CAGGGACCCATTTGGEGCCAAGATTCCTCACACCGATGBACACTTTCATCCTTCTCCACTGATG
GGAGGTTTTGGGCTCAAACACCCGCCTCCTCAGATCATGATCAAAAACACTCCCGTTCCAGCC
AATCCTCCCACAAACTTTAGTGCGGCAAAGTTTGCTTCCTTCATCACACAGTACTCCACGLGA
CAGGTCAGCGTGGAGATCGAGTGGGAGCTGCAGAAGGAGAACAGCALRACGCTGGAATCCCGAA
ATTCAGTACACTTCCAACTACAACAAATCTGTTAATGTCGGACTTTACTGTCGGACACTAATGGT
GTGTATTCAGAGCCTCGCCCCATTGGCACCAGATACCTCGACTCGTAATCTGTAATTGCTTGTT

LATCAATAAMCCGGTTAATTCG
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CCARATCAGATGCCGCCGGTCGCCGCCGGTAGECEGGACTTCCEGTACARGATCGCGGACARTTACGTCATTT
CCTGTGACGTCATTTCCTGTGACGTCACTTCCAGTAGECEECACTTCCGCAATTAGAGTTEACTCTEGECCAR
CTTGCTTGGEETTGCCTTGACACTAAGACAAGCEECECECCECTTETCTTACTGECACGTCAACCUCAAGCEC
TGGCCCAGAGCCARCCCTAATTCCAGAAGTCCCGCCCACCGGAAGTGACGTCACAGGARARATGACGTCACAGSE
AATGACGTAATTGTCCGCCATCTTGTACCGCGAAGTCCCCCCTACCEGCEECCACCEGOCCCATCTEATTTAST
GTCTTCTTTTAARTTT TAGCGEGCT T T T I I CCCECCTTATGCARATEEECAGCCATT T TARGTET T ICACTAT
AARTTTTATTGGT CAGTTTTGTARCGGTTRARAATGEGCGEAGCGTAGGCGGEGACTACAGTATATATAGCACGG
CACTGCCGCAGCTCTTTCTTTCTGGECTGCTTTTTCCTGEACT TTCT TGO TCTTTTTTETCGAGCTARCTAACA
GGTATTTATACTACTTGTTAACATACTARCATGGAGCTATTTACACCGEGGTECTTCALAGTTTCT TCTRAATETTC
TGEACTETGCTAACGATAACTGETGGTGCTCTTTACTGGATTTAGACACTTCTGACTGEGARACCACTAACTCE
TACTAACAGACTARTGGCAATATACTTARGCAGTETEGECTTCTARGCTTEACTTTACCCCECCECCCRACTACCC
GEETGCTTGTAC T T TT T TC ARG T AGAA TCTAAC AL A TTTGAAGAAGECTATCATATTCATGTGETTATTGEEGEE |
GGCCAGGETTARRCCCCAGAAACCTCACAGTGTGTGTAGAGGGETTATTTAATAATGTACTTTATCRACCTTGT
AARCTGARRATGTARAGCTARAATTTTTGCCAGGALTGACTACAMAAGGCARRTACT TTAGRCATGEACGAGCRG
TTTATAGARAAACTATT TAATGAAR AN TACCT TTARATGTTETATGETETGTTACTAATAT TEATGGATATE
TAGATACCTGTATTTCTGCTACTTTTAGARGGGEGAGCTTECCATGCCAAGARACCCCGCATTACCACAGCCAT
AARTGACACTAGTRACTGATGCTGEAGAGTCTAGCEGCACAGEEGCAGAGETTETCCCAATTAATEECGANGGEA
ACTAAGGCTAGCATAAAGTTTCARACTATGEGTALAACTGCTTGTETCAARACAGAGTGTTTACAGAGEATARGT
GEARACTAGTTGACTTTARACCAGTACACTTTACTRAGCAGTAGTCACAGTCCGAAGTTTTCARATTCARAGTGC
ACTAARAMCTAGCARTT TATAARGCAACTANT TTAGTGCC TACARGCACATTTCTATTGCATACAGACTTTCRG
CAGGTTATGTGTAT TAAAGACAATAAAATTGTTARATTGTTACTTTGTCARAMRCTATGACCCCCTATTAGTGG
GGCAGCATGTGTTRAAGTGGATTGATARRRAATGTGGCAAGARMAATACACTGTGEGTTTTATGGGCCGCCARG
TACAGGARAAACARACTTGGCAATGGCCATTGCTARAAGTGTTCCAGTATATGGCATCCTTAACTEGCARTALT
GARARACTTTCCATTTAATGATGTAGCAGGGAARAGCTTGETGETCTGGGATCAAGGTATTATTARGTCTACRA
TTCTAGAAGCTGCARAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCACCAGGGTAGATCAAAARATGCGTGGARGTGTAGT
TGTGCCTGGAGTACCTETGGTTATAACCAGCAATGATGACATTACTT TTGTTGTARGCGGCAACACTACAACE
ACTGTACATCGCTARAAGCCTTAARAGAGCCAATEETAANGTTALACTTTACTEGTAAGATECAGCCCTGACATGG
GGTTACTAACAGAGGCTGATGTACAACRCTCGCTTACATGGTETAATGCACAAAGCTCGEGACCACTATGAARR
CTGGECAATAMACTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGRATGCCCTCCACCCAGACCTCCARACCACT
CCAATTETCACAGACACCAGTATCAGCAGCAGTGETGGTCAAAGCTCTEGAACGAACTCAGTGAAAGCAGCTTTT
TTAACCTCATCACCCCAGGCGCCTGGARCACTEGRAALCCCCECGCTICTAGTACGCCCATCCCCGEGACCAGTTC
AGGAGAATCATTTETCGEAAGCTCAGTTTCCTCCGAAGTTGTAGCTGCATCGTGEEAAGARGCCTTCTACACA
COTTTCECAGACCAGTTTCGTGAACTGTTAGTTGGOETTCATTATGTETCCCACGETGTALRGGGETTTACCTG
TETGTTETGTGCARCATATTAACAATAGTGEGGEAGECTTGGEACTTTGTCCCCATTGCATTAATGTAGGGGC
TTOGTATAATGEATGGARATTTCGAGAATTTACCCCAGATTTGETECEATGTAGCTGCCATETEEGAGCTTCT
AATCCCTTTTCITGTCCTAACCTCCAARRAATCTGCTTACCTGTCTGCGAT TCCARAGCTTTGTAGATTATGAGT
ARMGARRMGTGGCARATGETGEEAALGTGATGATALATTTGCTARAGCTGTGTATCAGCARTTTGTGGAATTTT
ATGAARAGGTTACTGGARCAGACTTAGAGCTTATTCARATATTARAAGATCACTATAATATTTCTTTAGATAR
TCCCCTAGAAARRCCCATCCTCTCTETTTCGACTTAGTTGCTCGTAT TARARATARCCTTARARACTCTCCAGAC
TTATATAGTCATCATT TTCARAGTCATGCACAGTTATCTGACCACCCCCATGCCTTATCATCCAGTAGCAGTC
ATGCAGRACCTAGAGCAGARAATGCAGTATTATCTAGTCAAGACTTACACRAGCCTOGAECARGTTAGCGETACA
ACTACCCGGTACTRACTATGTTGGGCCTCGCAATCAGCTACARGCTGGEGCCCCCGCARLAGTGCTETTGACAGT
GCTECARGGATTCATGACTTTAGGTATAGCCAACTGGCTAAGT TGGGAATAMATCCATATACTCATTGGACTG
TAGCAGATGAAGCAGCTTTTARARAATATABAAAATGARACTGGCTTTCAAGCACAAGTACTAARAGACTACTT
TACTTTARAAGETGCAGCTECCCCTETAGCCCATTTTCAAGEGARGTTTACCEEAACGTTCCCGCTTACAACGCC
TCAGAARAATACCCAAGCATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACTEETGCAGERAGEGGETGECAGTA
ATCCTGTCAAARGCATGTGGAGTGAGEGGGCCACT T TTAGTGCCAACTCTGTARCTTGTACATTT TCCAGACAE
GITTTTAATTCCTTATGACCCAGAGCACCATTATAAGGTGTTTTCTCCCGCAGCAAGCAGCTGCCACAATGCC
AGTGGARAGEACGGCARAGETTTGCACAATTAGTCCCATAATGEEATACTCAACCCCATACAGATATTTAGATT
TTAATGCTTTARATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGT T TCAGCACTTAATTCGARALATTATGGAAGTATAGCTCC
TEATECTTTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTCTTAAGGATGTTACAGACARLACTGCAGGEGGEETACAG
GTTACTCGACACGCACTACAGGGCGCCTATCCATGTTAGTAGACCATGAATACARGTACCCATATGTGTTAGGAC
ARAGGETCAGGATACTTTAGCCCCAGAACTTCCTATTTEGGGTATACTTTCCCCCTCAATATGCTTACTTAMCAGT
AGGAGATETTAACACACAAGGAATCTCTGGAGACAGCADAALAATTAGCAAGTGALAGAATCAGCATTTTATGTT
TTCGAACACAGTTCTT T TCAGCTTT TAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGTTTCCTCCAGTGC
CCCCAGRAAATTTAGAGGGCTGCAGTCAACACTTTTATGAAATGTACARTCCCTTATACGGATCCCGCT TAGE
GETTCCTGACACATTAGGAGGTEACCCARAATT TAGATCTTTAACACATGARGACCATESCAATTCAGCCCCAR
ARCTTCATGCCAGGECCACTAGTAAACTCAGTGTCTACAARAGEAGGEAGACAGCTCTARTACTGGAGCTGGAL
AAGCCTTAACAGGCCTTAGCACAGGCACCTCTCAARRACACTAGRATATCCTTACGCCCTGGGCCAGTGTCACA
GCCATACCACCACTGEGACACACGATAARTATGTTCCAGCAATAAATGCCATTTCTCATGETCAGACCACTTAT
GETAACGCTGARGACAANGAGTATCAGCAAGGAGTEEETAGATTTCCARA T GAMARARNGANCAGCTAAAACAGT
TACAGGEGTTTARACATGCACACCTATTTCCCCRATARAGGAACCCAGCRATATACAGATCARATTGAGCGCCC
CCTAATGATGECETTCTGTATGCAACAGAAGAGCCCTTCACTATCARAGCCAGCTGTGEGACTARAATTCCARAT
TTAGATGACAGT TTTAARACTCAGTTTGCAGCCTTAGGAGGATGGGETT TCGCATCAGCCACCTCCTCARATAT
TTTTAAAAATATTACCACARAGTEGEGCCAAT TGEAGGTATTAALATCAATGGERATTACTACCTTAGTTCAGTA
TOCCETGAGAATTATGACAGTAACTATGACATTTAAATTGGEGCCCCETAARGCTACGGGACGETEGAATCCT
CRACCTGGAGTATATCCCCCECACGCAGCAGETCATTTACCATATCTACTATATGACCCCACAGCTACAGATG
CAARRCAACACCACAGGCATGGATACGAAAAGCCTGAAGAATTGTGEACAGCCAAAAGCCATETECACCCATT
GTAAACACTCCCCACCGTGCCCTCAGCCAGCATGCCTAACTAARMCCCCCACCAGTACCRACCCAGACTGTACCT
GCCCCCTCCTGTACCTATARGRACAGCCTAACACAL M AGATATAGACRAATGTAGRATTTARGTACT TAACCRAGR
TATGARCAACATGTTATTAGRATGT TAAGATTGTGTRATATGTATCARAATTTAGAARAANTAMACATTTGTTG
TGETTAAAAALTTATET TETTECGCTTTAARAA TTTARAACRAGACACCAANTCAGATGCCGCCGETCRCCGC
CGGTAGGCGGEACTTCCGETAC A AGATGGCEGACANTTACATCATTTCC TETERCEGTCATTTCCTGTGACGTC
ACTTCCGGTGGEECEEGEACTTCCGEAATTAGGOTTGGUTCTAGECCAGCGCTTEEGETTCACGTGCCACTAAGH
CRAGCGEGCGCOCCECTTGTCTTAGTETCARGECAACCCCAAGCARGCTGGCCCAGAGCCARCCCTAATTCCGE
ARCTCCCGCCCACCEERAGTEACETCACAGGAAATGACGTCACAGGARATGACETAATTGTCCGCCATCTTGET
ACCGGERAGTCCCGCCTACCGGCGGCGACCGGCGGCATCTGATTTGG
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ATTTTTAGAACTGACCAACCATGTTCACGTAAGTGACGTGATGRCGyGCGCTGCGCGCGCGCCTTC
GGACGTCACACGTCACTTACGTTTCACATGETTGGTCAGTTCTAAAMATGATAACCGCETT
GTTTARACCAAGGCGCGARAAGGARL TGGGGGTGGTTTAAAGTATATAAGCAACTACTGAAQTCHG
TTAGTTATCTTTTCTTTCATTCTGTGAGTCGAGACGCACAGAAAGAGAGTAACCAACTARCCATGG
CTGGARATGCTTACTCTGATGAAGTTTTGGGAGCAACCAA TTAAAGGABRAARLG
AAGTGTTCTCATTTGTTTTTAAAAATGAAAATGTTCAA TGAA GAEARGAIATCGGATGGAATA
GTTACARARAAAGAGCTGCRGGAGGACGAGCTGARATCTTTACAACGAGGAGCGGARACTACTTGGG
ACCARAGCGAGGACATGGAATGGEAAACCACAGTGGATGAAATGACCARAAACCARGTATTCATTT
TTGATTCTTTGGTTARAAAATGT TTATT TGAAGTGCTTAACACAARGAATATATTTCCTGGTGATG
TTAATTGGTTTGTGCAACATGAATGGGGARRAGACCAAGGCTGGECACTGCCATGTACTAATTGGAG
GARAGGACTTTAGT CAAGCTCAAGECAAATCETGCAGAAGCGCAACTAAATETTTACTGGAGCAGAT
GETTGETAACAGCCTGTAATGTGCAACTAACACCAGCTGAAAGAATTARACTAAGAGARATAGCAG
AAGACERATGAGTGGGTTACTCTACTTACTTATAAGCATARGCAAACCAAAAAAGACTATACCAAGT
GTGTTCTTITTGGARACATGATTGCTTACTATT TTTTAACTARAAAGARAATARGCACTAGTCCAC
CAAGAGACCGGAGGCTATTTTCTTAGCACTGACT CTGGCTGGARAACTAACTTTI TRARAGARAGGCG
AGCGCCATCTAGTGAGCAAACTATACACTGATGACATGCGGCCAGARACGGTTGARAACCACAGTAA
CCACTGCGCAGGAAACTAAGCGCGGCAGAAT TCAAACTARAMMGAAGTTTCTAT TAARACTACAC
TTAARGAGCTGCTGCATAAAACGAGTAACCTCACCAGAGGACTGGATGATGATGCAGCCAGACAGTT
ACATTGAAATGATGGCT CARCCAGGTGGAGAAARACCTGCTGARAAATACGCTAGAGATTTEGTACAC
TAARCTCTAGCCAGARCCARAACAGCATT TGACTTAATTTTAGAAARAGCTGAAACCAGCALRACTAA
CCAACTTTTCACTGCCTGACACAAGAACCTGCACGAATTTTTGCTTTTCATGGCTGGARCTATGTTA
ARGTTTGCCATGCTATT TGCTGTGTTTTAARCAGACARAGGAGGCARARAGAAATACTGTT TTATTTC
ATGGACCAGCCAGCACAGGCAAATCTATTATTGCACAAGCCATAGCACAAGCAGTTCGGCAATGTTG
GTTGCTATBATGCAGCCAATGTAAECTTTCCATTTAATGACTGTAﬁCAALAAGAACTTGATTTGGG
TAGAAGARGCTGGTAACTTTGGACAGCARGTAAACCAGTTTAARGCCATTTGCTCTGCGTCAAACTA
TTCGCATTGATCAQRAAGGAQAAGGCAGCAAACAGAT GARCCAAEACCAGTCATCATGACCACAA
ATGAGARACATTACAGTGGTCACAATACGCCTGCEAAGAAAGACCAGAACACACTCAACCAATCAGAG
ACAGAATGCTTAHCATTCRT“TAACACATACCTTGCCTGGTGACTTTGGTiTGGTTGACAAAAATG
ARTGGCCCATGATTTGTGCTTGGTTCCTARAAGAATGETTACCAAT CTACCATGGCARGCTACTGTG
CTAAATGGEG CAAAGTTCCTGATTGGTCHGAAAACTGGGCGGAGCLAAAGGTGCCAACTCCTATAA
ATTTACTAGGTTCGGCACGCTCACCATTCACGACACCGARAACTACGCCTCTCAGCCAGAACTATG
CACTAACTCCACTTGCATCGGATCTCGAGCACCTGGCTTTAGAGCCTTGGAGCACACCAAATACTC
CTGTTGCEGEECACTGCACAAACCCAGAACALTGGEGAAGCTGETTCCAAAGCCTGCCAAGATGEIC
AACTGAGCCCAACTTGGT CAGAGATCCAGGAGGATTTGAGAGCGTECTTCGGTGCGGARCCGTTGA
AGARARGACTTCAGCGAGCCGCTGAACTTGEACTAAGGTACGATGGCGCCTCCAGCTARRARGAGCTA
ARRGAGGTAAGGGTTTAAGGCGATGGTTGGTTGCTCEGG TATTAATGTT TAATTACCTGTTTTACAG
GCCTGAAATCACTTGGTTT TAGGTTGGGTGCCTCCTGGCTACAAGTACCTGGGACCAGGGAACAGC
CTTGACCAAGGAGARCCAACCAATCCATCTGACGCCGCTGCCAAACGAGCACGACGAGECCTATGAT
CAATACATCAAATCTGGAARAAATCCTTACCTGTACTTCTCTGCTGCTCGATCARCGCT TTATTGAC
CAARCCAAGGACGCCARAGACTGGGGACGGCAAGGTTGGETCACTACTTTTTTAGAACCAAGCGCGCT
TTTGCACCTAAGCTTGCTACTGACTCTGRACCTGGAACTTCTGATGTARGCAGAGCTGGTAAACGC
ACTAGACCACCTGCTTACATTTTTATTAACCAAGCCAGAGCTAARAARAAACTTACTTCTTCTGCT
GCACAGCAAAGCAGTCARACCATGAGTGATGGCACCAGCCAACCTGACAGCGGARACGCTGTCCAC
TCAGCTGCAAGAGTTGAACGAGCAGCTGACGGCCCTGGAGECTCTGEGEETAGECGCTCTGGCEGE
GGTGGCETTEGETCTTTCTACTGGGTCTTATGATAATCAARACCCATTATAGATTCITGCGTCGACGGC
TGGGTAGAAATTACTGCACTAGCAACTAGACTAGTACATTTAARACATGCCTAARTCAGAARACTAT
G, T CATGCCAAMAGATGATG

TA
GCARACTCAATGGAARCACTTGGTTTCTACCCCTGGAAACCAACCATAGCATCACCATACAGETAC
TATTTTTGCGTTGACAGAGATCTTTCAGTCGACCTACGARRAATCAAGARAGGCACAGTTGARCATART
GTGATGGGAACACCAARAGCAATGAATTCTCAATTTTTTACCATTCGAGAACACACARCARANTCACA
TTGCTCAGAACAGGGGAOGAATTTGCCACAGGTACTTACFACTTTGACACAAAITCAGTTAAACTC
ACACACACGTGGCAAACCAACCGTCAACTTGGACAGCCTCCACTGCTGTCAACCTTTCCTuAAGCT
GACACTGATGCAGGTACACTTACTGCTCAAGGEAGCAGACATGCGAACAACACANLTGGGGETTAL
TGGGTGAGTGAAGCAATCAGEACCAGACCTGCTCAAGTAGGATTTTGTCAACCACACAATUACTTT
GARGCCAGCAGAGCTGGACCATTTGCTGCCCCRAARANGTTCCAGCAGATATTACTCARGGACGTAGAC
BAARGAAGCCAATGGCAGTGTTAGATACAGTTATGGCAARCAGCATGEGTGAAAATTGGGCTTCACAT
GGACCAGCACCAGAGCGCTACACATCGGATGAAACRAGCTTTGGT TCAGGTAGAGACACCRARGAT
GGTTTTATTCAATCAGCACCACTAGTTGTTCCACCACCACTARATGGCATTCTTACARATCCAAAC
CCTATTGGGACTAAAANTGACATTCATTTTTCAAATETTTTTARCAGCTATGGTCCACTAACTGCA
TTTTCACACCCAAGTCCTGTATACCCTCAAGGACAAATATGGGACARAGARCTAGATCTTGAACAC
AARCCTAGACTTCACATARCTGCTCCATTTGTTTGTAAAAACAATGCACCTGGACARRTETTGETT
AGATTAGGACCAAACCTAACTGACCAATATCGATCCAAACGCACCCACACTTTCTAGANTTGTTACA
TACGGTACATTTTTCTGGAAAGGAAAACTAACCATCAGAGCARAACTTAGAGCTAACACCACTTGS
ARCCCAGTGTACCAAGTAAGTGCTGAAGACAATGGCAACTCATACATCAGTATARCTAANTGGETTA
CCARCTGCTACTGCARACATGCAGT CTETGCCGCTTATAACAAGACCTGT TGCTAGARATACTTAC
TARCTAACCATGCTTTTTCTTTCTGTACTT CATATATTATTAAGACTAATAAAGATACAACATAGA
AATATAATATTACGTATAGATTTAAGARATAGAATAATATGGTACTTAGTAACTGTTAAAAATAAT
AGAACCTTTGGAATAACAAGATRGTTAGTTGGTTAA“GTTAGETRGAATAAGAAGATCATGTATAA
TGAATAAAAGGGTGGAAGGGTGETTGCGTAGGTTAATGT TAGATAGAATARGANGATCATGTATAAT
GAAT&AAAGGGTGGAAGGGTGCTTGGTRGGTATTCCCTTAGACTTGATGTTAAGGACCAAAAAAAT
AATAAAACTTTTTTARAACTCAACCAAGACTACTGTCTATTCAGTGAARCCAACTGARCCAT TAGTA
TTACTATGTTTTTAGGGTGGGAuGG GGGAGATACATGTGTTCGCTRTGAGCGAACTGGTACTGGT
TGGTTGCTCTGCTCARCCRAC GCARRG TCTGGTTGCTTCAGCGCAACCAACCAGT
%CCAGTTCGCTCHTAGCGAACACRTGTATCTCCCACCCTCCCACCCTAAAAACATAGTAATACTAA
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CTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCAATCAGGGGA&GBBGAA&TGACGCAHGTTCCGG
TCACATGCTTCCGGTGACGCACATCCGGTGACGTAGTTCCGGTCACGTGCT TCACGTGTT
TCCGGTCACGTGACTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTGACGTGTTTCCGGCTGTTAGGTTGACCAC
GuGCATGCCGCGCGGTCAGCCCAATAGTTAAGCCGGAAAC&CGTCACCGGAAGTCACATGACCGG
ARGTCACGTGACCGGAAACACGTGACAGGARGCACGTGACCGGRAACTACGTCACCGGATGTGCGT
CACCGGAAGCATGTCACCGGAACTTGCGTCACTTCCCCCTCCCCTGATTGGCTGGTTCGARCGAA
CGAACCCTCCAATGAGACT CAAGGACAAGAGGATATTTTGCGCGCCAGGAAGTGACCTGCARTGC
CACCCTATATAARGCCAGGARACTTCCGGTTTAGTTCATTCGTTACTCTGCTCTCAGAGAGAACGG
ACCTCAGETCEGACAGATGECACTTTCTAGGCCTCTTCAGATTTCTTCTGATAAATTCTATGAAG
TTATTATTAGATTATCATCGGATATTGATCAAGATGTCCCCGGTCTGTCTCTTAACTTTG AGARA
TGGCTTTCTACCGGAGT TTGGGAGCCCACGGECATC ARCAT CATGTGAATCTACCGAT
GGTGACCTTGGCAGAGAAGATCAAGAACATTTTCATACAAAGATGGAATCAGTTCAACCAGGACG
ARACGGACTTCTTCTTTCAACTGGAAGAAGGCAGTGAGTACATTCATCTTCATTGCTCTATTGCC
CAGGGCAATGTACGGTCTTTTGTTCTCGGGAGATATATGTCTCAGATAAAAGACTCTATCATAAG
AGATGTATATGAAGGGAAACARATCAAGATCCCCGATTGGTTTGCTAT TACTAAARCCAAGAGEG
GAGGACAGAATAAGACCGTGACTGCAGCATACATACTGCATTACCTTATTCCTAAAAAGCAAC
GAACTGCAATGGGCCTTTACCAATATGCCTTTATTCAPTGCTGC”GCTCTTTGTCTGCAAAAGCG
GCRAGAATTGCTGGATGCATTTCAAGAARGTCATTTGECTGCCCCTTTACCTGATCCTCAAGCAT
CAACTGTGGCACCGCTTATTTCCAACAGAGCCGCAAAGAACTATAGCAACCTTGTTGATTEGCTC
ATTGAAATGGGGATARCATCTGAGAAGCAATGGCTCACTGAGAACCGAGAGAGCTACAGAAGCTT
TCAARGCAACTTCTTCARATAATAGACAAGTCGAAAGCTGCACTECGAAAATGCCCGTGCTGARATCT
TATTGACAAAGACTGCAACTGATTACCTGATAGGAAAAGACCCTGTCCTGGATATAACTAAGAAT
AGGGTCTATCAARTTCTGARRATGAATAACTACARCCC AAGTATCCTGTGCGG
CTGGGTGAAGRGAGAGT TCAACAARAAGARACGCCAT. TGGCTCTACGGACCTGC CCACCGG
AGACCAACATTGCAGAAGCTATTGCCCATGCTGTACCCTTCTATGGCTGTGTTAACTGGA“TAAT
GAGAACTTTCCTTTTAATGATTGTGT TGATARARTGCUTGATTTGGTGGGAGGAGECAAAAATGAC
TAATRAGCGTTGTTGAATCTGCRAAAAGCAATTTTGGGCAGGGT CTGCTGT CCGEGGTAGACCAGAART
GTARAGGATCTGTTTGTATTGAACCTACTCCTGTAATTATTACTAGTAATACTGATATGTGETATG
ATTGTTGATGGCAACTCTACTACAATGGAACATAGARTACCATTAGAGGAGCGTATGTTTCARAAT
TGTCCTATCACATAAATTGGAGCCTTCTTTTGGAAAAATTTCTAAAAAAGAAGTCAGAGAATTTT
TCABATGCGCCAATGACAAT CTAGTTCCTGTTCTGTCTGAGTT CARAGTCCGAACTAATGAACAA
ACCAACTTGCCAGAGCCCGTTCCTGAA AGCGAACGAGCCGEAGGAGCCTCCTAAGATCTGGGC
TCCTCCTACTAGGGAGGAGT TAGAAGAGCTTTTAAGAGCCAGCCCAGAATTGTICTCATCAGTCG
CTCCAATTCCTGTGACTCCTCAGARCTCCCCTCGAGCCTARGAGAAGCAGGAACAATTACCAGGTA
CGCTGCGCTTTGCATACTTATGACARATTCTATGGATGTATTTGAATGTATGGAATGTGAGAAAGC
AAACTTTCCTGAATTTCAACCTCTGGGAGAAAATTATTGTGATGAACATGGGTGGTATGATTGTG
CTATATGTARAGAGTTGARRAATGAACTTGCAGAAATTGAGCATGTGTTTGAGCTTGATGATGCT
GAALAAT GAACAATAAAGATGACTCAAAGCAGATATGTCTACTTTTTTAGATTCTTTTGAAGAGTG
GTATGAGACTGCAGCCGCCTCGTGECGGAATCTCAARAGCTGGAGCCCCTCAGCCAAAACCAAACC
AGCAGTCTCAGTCTGTGTCTCCAGACAGAGAACCCGAACGAAAAGATAATAATCGGGGCTTTGTA
CTTCCTGGCTATAAGTA TGGGCCTGGTAACGGCCTGGATARAGGCCCACCTGTCAATAAGGC
GGACAGCGTCGCGCTTGAACACGACAAGGCCTATGACCAGCAGCTTAAAGCGGGAGACAACCCAT
ATATAAARTTCAATCACGCTGACCAGGACTTTATAGATAGCCTCCARGACGACCAGTCATTCGGA
GGTAATCTTGCGARAGGCTGTATTTCAGGCCAAARAACGTATCTTAGAGCCATTTGGCCTAGTAGA
AGATCCTGTCAACACGGCACCTGCAAAAAAARATACAGGEAAGCTTACTGACCATTACCCAGTAG
TTAAGAAGCCTAAACTTACCGAGGAAGT CAGTGCGGCAGCTCETAGCAGTGCCGTACARCGACGGA
GGAGCCACCECGGAGEGCACCGAACCTGTGECAGCATCTEARATGECAGRGGGAGGAGGLGGAGC
TATGGGCGACTCTTCAGGGGGTGCCGATGGAGTGGGTAATGCCmCGGGAAATTGGCATTGCGATT
CCCAATGGATGGCAAACACAGT CATCACAAAGACCACCAGAACCTGGGTCCTGCCAAGCTACALC
ARCCACATCTACRAAGCAATTACCAGCGGAACCTCTCARGATGCARATGTCCAGTATGCAGGATA
CAGTACCCCCTGGGGETACTTTGATTTCAACCGCTTCCACTCGCCACTTCTCCCCTAGAGACTGGC
AGAGACTTATCAACAACCATTGGGGAATCAGACCCAAGTCTCTTAAATTCAAGATCTTCAATGTC
GTCAAAGAAGTCACARCGCAGCGATCAGACAAAGACCATTGCAAACAATCTCACCTCAACAAT
TCAAGTCTTTACGGATGATGAGCATC CTCCCGTATGTCCTGGGCTCGOCTACGGAAGGCACCA,
TGCCGCCGTTCCCGTCGEGATGTCTATGCCCTGCCGCAGTACGEGTACTGCACAATGCACRCCAAC
CAGAATGGACCACGETTCAATGACCGTAGTGCATTCTACTGCTTAGAGTACTTCCCTAGTCAGAT
GCTRAAGAACRGGCAACAACTTTGAGTTCACATTTGACT TTGAAGAAGTTCCTTTCCATAGCATGT
TCGCTCATTCACAGGACTTAGACAGGCTGATGAACCCCCTAGTGCGAT CAATACCTCTGGAATTTC
ARTGAGGTAGACAGCAGCAGARAATGCTCAAT TTAARAAGGCTCTGARAGGLGCTTATGGCACCAT
GGGCCGCAATTGGCTGCCAGGRCCTAAATTCCTGGATCAAAGAGTTAGGGCCTACACAGGAGGAA
CAGACAACTATGCAAACTGGAACATCTGGAGTAATGGCGAACAAGETCGAATTTGAAAGACAGACAG
TATC TCCTACAACCCGGACCTGTGTCAGCTACTTACACAGAAGGGGAGGCTTCCAGCCTTCCAGC
TCARAATATTTTAGGGATAGCTAAAGATCCATACAGAT CAGGCAGCACTACAGCAGGAATAAGTG
ACATTATGGTCACCCAAGAACAAGAAGTAGCACCTACAAATGCAGTACGGGTGCAAACCATATGGT
AGGACTGTAACGAA AARCARAACACTACTACAGCTCCTACAAGTTCA GATCTuGATGTTCTTGG
AATGGTTTGGCAGAACAGGGATATATATCTGCAGGGACCT GCARAAR
TACCGAAGACTGATGGTAAATTCCA“CCTTCTCCGAATCTCGGAGGATTTGGCCTGCACAATCCA
CCACCGCAGETGTTCATCAAGAATACACCAGTGCCTGCAGACCCTCCAGTAGARTACGTGCACCA
GAAGTGGAATTCCTACATAACCCAGTACTCTACGGGCCAGT GTACAGTAGRGATGETGTCAGAGC
TGAGARAAGAGAATTCARAGAGATCGAACCCAGAAATCCAGTTCACCAGTAATTTCAGTALRCAGA
ACAAGCATAATGTTTGCACCTAATGAAACTGGTGGATAIGTAGAAGATAGATTGATTGGAACCAG
ATATCTAACTCARAATCTGTARATTCTGTGTARAAATTCAAATAAAGCACTTCCTGGCGCGCAAR
ATATCCTCTTGTCCTTGAGTCTCATTGGAGGGTTCGTTCGTTCGAACCAGCCﬁhTCRGGGGAGGG
GGAAGTGACGCAA GGTCACATGCTTCCGGTGACGCACATCCGETGACGTAGTTCCGGTCA
CGTGCTTCCTGTCACGTGTTTCCGGTCACGTGACTTCCGGTCATGTGACTTCCGGTGACGTGT”T
CCGGCTTAACTATTGGGCTGACCECEGCGCATGCEGCATEETCAACCTAACAGCCGGARACACGTCA
CCGGAAGTCACATGACCGGARGTCACGTGACCGGAALACACGTGACAGGARGCACGTGACCGGAAC
TACGTCACCGGATGTGCGTCACCGGAAGCATGTCGACCGGAACTTGCGTCACTTCCCCCTCCCCTG
ATTGGCTGGTTCGAACGAACGAACCCTCCAATGAGA
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PARVOVIRUS DE SERPIENTE 1 SECUENCIA COMPLETA. GENBANK ACCESO NO.
NC 006148 ~ FARKAS ET AL. (2004) J. GEN, VIROL. 85:555
CGCCCCACCCCTAGTGATCGCGCGCGCTCTCTCTTGGGGCCTG ACGGCCCAAGGCCGTCAGCT
GCCGAGCTTCGCTCGGCAGGCCCCARCAGAGACCGCGCGCGATCACTAGGGETGGGGCGAGTG
CCCTGCTCAACGGGTTTTTTGGTGGGCGGAGCAATGACGTCRGCGGACATGTCTGGACATGTC
TTTGAGCAAGTCCATATARGGAGTTCCGCCGGATATGCAAATGAGCAATCGCGCAAAGCATTT
TGGGTAGTCACCATCAATAARAAGGACAGCAA GAAAGATGACGCCCCATAATTTTAATAGGAA
TT TTAACCAIGGCGTTTTACGAGGTTGTGTTTCGTTTGCCAAGAGACAATAACAACTTGTTGG
ATGAAGATAGATATCAGCCACGAGTTGAAAGARGAAGATGACTGGCCTGAGCGAATATTTARAC
GTGAAGATGCCAGCTTTATCGGACTAGCGTATGCTGTGCTAA TGAAATTCGGAGATTCTTTG
GAAAGGAACTACAATGGTTTGCCCAGGTTGRATGGTGTCCTACTGCTGGTTACCACATGCATG
AAGCTGAGTAACCAGACTTATGGAAGAAAGGTCAATGAACTGGECTT
GCCGTATAGTCGATACCTTTGGCCTAATTAATCCAGAAGAAGTCATCAGTACCCATTATGTTA
AA ATGGACATAARAAGGTGAGAGTCATTCACCTAGAGTCTTATTTGARGAACTACT
T AAAG CTTTAGCTCCTCCCAATTATACCGAGGAAGGACACTATAAANCAGAGGAAG
AAGTCGTGCTGTGGGCATTTACGAATATCGTCGCTTGGAAGCCATTCGTGCGGARTCTCATCA
AGAGATCGGAGCTAGCGACTGTTCCTAAGCAACCAGAGAATCCGGCGGGRGACGGACCGGCAC
CTCGAGTGACTGCAGGARCCCGCCATTTTATGEAAACCATCCACTGGTTOGTGARACATGGAR
TTACTACAGAACGAGAATTCTGCCACGCCAACCGCCCTTTGTACCTGTCTATGCTGGCTTCTA
CTTCGGGTGCTGEGCAGATTAARAGAGCGCTGCACCAGGCGAAACACATGATGACCAGCACCA
TGTCAGCAGAGGATTACCTGACAACAGAAGAGGATGTGATCGAACCACCTACTGAAAATAGAR
TCTACAAGATTATGAAACTGAAT CGCTATGATCCAGAACTACCAGCTGCTCTCTTCTACGGCT
GGACCTGCAAGAACTTTGGCAAGAGAAACACCATCTCGCTGTATGETC CAGCTACTACCGGCA
ABACCATCATCGCTCAAGCTATTGCACATGCTGTTRAAACTGTTTGCTGGTGT TAATTGGACTA
ATGAARACTTTCCCTTCTGTAACTGTCCAGGGAAACTGCTTATCTGCTGGCAGGAGGGCAAGA
TGACAARCAAAATGCTGGAGACGGCTAAATGTATACTGGGGGGATCTGCTGTACCTGTAGACA
TCAARGGCARAACCCGCTGARATGTGTCCTCRAAACA CCCTGTRTTATTACTACCAA TACTAACA
TGTGTCAAGTATATCGATCGTAATACGTTCTAGCTTTGAGCACCAACARCCC AGAGGAACGCA
TGTTTATGTTCAGACTTAATACTAAACTGCCATCGACCTTTGG”AAGATCACAGAAGAGGAAG
TCAAACAGTTTATTACCTGGGGCEAGCAGCTTAAAGGTTCAAGTTCCACATCAGTTCAGAGTGC
Cg%ggé%ﬁGGAG GTATAAAAGESCCAGCCCCCOAGGCEAAAGCTCATTCTTCGGATGAGCCGC

GCTTTTCTTGTACCGAATGTTATCCTGAATTCGCTTGATGACATGGACAAGCGAACAATAAACTT
ACT GATAACAGRTATGGATTTTCTCGATGATTTCTTTGCAGATAAATATAAAGAGACTGTTAA
CGAACTCGGTARACCGGT CAATCCTAAACCTGTAARACACATTAGCGAAGCTCACTCGCAACC
GGCAGCAGGAGGGGCTTTGTGGTGCCTGGGTATCGGTATCTTGGGCCTGGTAATAGCTTGGA
CCGTGGAAAGCCCGTTAACAAAGCAGACGAGGCTGCTAAAAAGCACGATCAAGAATACGATCA
ACAGCTTAAAGCGGGAGACAATCCCTACATAAAATATAAT CACGCGGACGAACAGTTCCAGAA
AGACCTACAAGGTGATACCAGTCTAGCCGGCAACGC GGC”AACGCTCTATTTCAAGGCAAAAA
GACTCTACTAGCGCCCCTTGGCCTACTAGAGACCCCTGTCGGCAARACGTCTGAAAAGCACAL
ATTAGACGAATACTATCCTAAAGCTAARRRGGCCARACAAGGCTTGCAGATACCAGCTCCACC
TAAAGGCGGAGAAGAAGAAGCTACATCETCACAATCTGGAGCGAGCCCAGCAGGTTCCGATAC
TAGCGGCACATCTGTCATGGCTACAGGAGGAGGCGETCCGATGGCAGACGATARCCAGGGCGC
CGAGGGAGTGGGTAATTCCTCAGGTGATTGGCATTGCGATACCAAGTGGATGGGAGACCACGT
CATTACAAAGTCAACCAGAL CTTGGGTGCTCCCCACTTACGGGAATCATCTCTACGGGCCTAT
CAACTTTGACGGCACCACAGGTTCGGGTG GCAGCCTATGCAGGATACAAGACTCCCTG
GGGGTACTTTGACTTCAATCGATTCCATTGCCACTTCTCCCCCCGAGACTGGCAAAGACTCAT
CAACAACCACACAGGCATCAGGCCGAAAGGACTCAAAATCAAAGTCTTTAACGTCCAAGTCAA
AGAAGTTACAACACAACGATTCAACGAAANCAATTGCCAACAATCTCACCAGCACCGTACAGAT
CTTTGCGGACGAGAACTACGACTTACCATATGTATTAGGCAGTGCTACACAAGGCACATTTCC
TCCATTTCCCARTGATGTATTTATGTTACCACAATATGCTTATTGTACACTTCAAGGARRTTC
GGGGARATTTGTAGATAGAAGTGCCTTTTATTGTT TAGAATATTTTCCTTCACAAATGCTGAG
AACAGCGAAACRATTTTCAGTTCCAGTTTARATTTGAAGAACTTCCCTTTCATTCTGCATGGEC
ACAGAGTCAAAGCCTAGACAGATTGATCAATCCGTTGCTTGATCARTATCTGATAGGAGACTA
TGGAACAGATGCATCACGAAACCTTATTTAT CACAGAGCTGGTCCAAATGATTTGAATGAATT
CTACAAGAATTGGGCACCTGCACCCTATGAATGTATCLACRATATTAACAGCAGTGHTAATAC
CAAGAATGCTAATTCTATAAATGCTTCAARTTCTACCAACAAATGGCGGACTACAAGGAAGACA
AGCATGGGATGCTCCAGGATTTGTTCAAGCTAuTACCTATCAAGGTGCAGCAGCAGGACAATC
TCTTCTTAATGGCGTACTTACTTTCGATARARAGTTCAGCTRACTACTTCATCTCCAGCTGCTAC
TGCAGTAAACAGAACAATTGAACGACCAAATACAGGGTACCAATAATTTTGGTAATGCTAGAAR
TAACATTGTTGCTATCAATCAACAAACGARAGGAACAAATCCAACAACAGGTAGTACATCTCA
ATTTGAGACAATGCCAGGTATGETGCTEGETCTAATAGAGACATTTACTTACAGGGGCCTATTTG
GGCTARAATTCCAAATACAGATGGACATTTTCATCCTTCTCCCAGAATCGGGTGGTTTTGGATT
BADACRTCCTCCGCCTATGATTCTGATCARARATACACCAGTTCCTGCTGATCCTCCAACTAC
CTTCAATCCAATGCCACAGACTAGTTTCATTACTGAATACRGTACAGGACAAGTAACTGTTGA
AATGTTGTGGGAGGTACAGAAAGAATCCTCCAAAAGATGGAATCCAGAAGTACAGTTTACTTC
CAATTTTGGAACTTCAGATCCAGCTGTTGATGGAATACCCGTTTGGAATTAATAATTTGGGTAC
TTATGTTGAATCTAGACCTATTGGAACTCGTTATATTTCTARAACACTTGTAAATAATARARAT
TGTCAAATTTGCACTAAGAATTGTTGTCACGTGGTTGTTTACATGCTTGCTAAAACACGCCCA
CCAAMRAACCCGTTCAGCAGGCCACTCGCCCCACCCCTAGTGATCGCGCGCGCTCTCTCTTGG
GGCCTGCCGAGCGAAGCTCGGCAGCTGACGGCCTTCGGCCGTLAGGCCCCAAGAGAGAGCGCG
CGCGATCACTAGGGGTGGGGCE
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» UEAIDQTICA NATADYIONT T09
EASENTHHT A YDTANIAA SAJOSTSAAA DFTDMITEHL ADTNSNONNE EoCHDII TN NADARSOMN DANAVANISY HWISISIOWA STI/MDATAST T0S
ISAYRDY VoODIAAIEE EAAMHTIOM ITDIATDIL AMDIMHATE ITEDIIN0 Ta00HEALLS NOQIAYIANL NSIATASTAd ICWSSA0a T0%
AINASESTTTY MYSIADTEIN YOEEMMTAR TADANAAANE NIMNADOAAd ATHYIVAVIN IMOLINGDIT MDD [EMYTIASYY A0dQADNITT TOE
TIATENSSTA HACOATAD TULMTTSHIY SUNTTTDII0 SYSNSTUNAS TASHCOADIM UMASIIENIA TMONTHNASY SIMSEIAIY SNANONEIND TOZ
TOIDSAHLTE CYATDREETT NIOVSTAREN NIMEMITIAN DIATIANATA DHCANINDDD VEIRIIATIAYS MNALIZHTS0 AVOINTORIL OSAREIAWS 10T
STOSIANTIH THARESOMAT OAITISEES LINMIATIAT JTIIWALION DAATIINIIS HddTHMICOL AMAAISOSTD JTHAINIAIA YATASAATEW T

9ZTRVESIad

» OHATDOCIUA NATIOVLINA TO9
AAEOWTHHTE DDIOAMDIN. SAGOSESAAL DEFTDFEHT ADTNSNONN FOOEDAT TN NRDAHISMN OASIVANISY VISLSIOYA SHEATIZAST TOS
QUISTHNROD VOSMMALITH FASAHTIM LIAMIATCT MDIIHIT TTELDAWI0 TdO0HEALIS NOTIAMOWNT NSIATAAIAA ITUSSINCT T0%

T0

STOSIANTIH THIFASOMAT DAIDISETNS LINVEATIA JTEdVATTOd CENIITITIAS EdFTEMICOL AMIAASISTD JIHEENIAdA SATANASINN T
OTTNVCSdEL
*0 HATDAFIAAN ATIOYIIWAd TO9
NISWTHHTAD TORNDIANS AGOSHSALA) HIOMIDOELA JINSNONRE SCHDdITVIN HOAHISOMD ASAVANISVE VISISIOVAS RIAMDITASIA TOS
WASTITDDY SOMIALIAIE ASANHOIMY ASIACHIA MOIHI T TEDLINEITYT dOOHEILISN SATAUININ SIATAQIAAL Tvssoian 0¥
VANSOOTTE YSHANIEIN SHEMMTARIA ADANAEANEN IMNADDEIAN ITHYTYAVINTG dDOLINIDT M TIGDEDDIL WMOTINSYYA OJARONTTIT TO€
MATHNSSIOE ATOONTACA VINIISHDD VNOTERIIOS YSNSVYNAST ASYOCEOIMD MASITENMANT MOATHEWNANYS IMSYIAGYIS NANONEDINOE TOZ
GIDSAHITHED YATDRMEIIN TS TACHAN IMEMITEA0L YETTANATAD HAADINDDER ONEIALAYAM NI LIJETOHA THOITIEEIO STREIAMSH T0T

ALIFNTAHA HAASH oMEd OALTISTRNS DIMIATIAY STIIVALTOE JEATIINIAS HIFTEMIOOL AMIAASASTD JTHAMATIAN YATAHAALYN T
¥EVYTSIT

«0 SATDO0IAAN N IODYIOYId 109
IOENTHETAD TOADHANS ADOSESALLD TIOOIOHLY DINSNONE SXRDETININ MOAHISOING XMOVANTISYE YISISIOVAS HammIdasTd TOS
VOSTTADDTY SOMDIARSTHE ARANEOTM ASCIATTHEIA MOJMHITRIEL TEDLIRHEAYT JO0HEALISN SATAYOININ SIATAAIAAT OVSsunodn T0%
SO YSHAATY I SEEMMTANNT ADINALANEN IMNADDAAAN JHYTYEVING ¥OLIVITIM TINDEDDLL WMOTIASYVA OdAADNTAIL TOC
ATMNSSTAE AGOCONTATA VINITSHDD YNITYIIOS MSNSYHNAST ASVDIEOIMG MHSITONANT MONTIWAIYS IMSHIAGYUS NANONNOE TOT
BIBSARITHD YATDEIIN TOVS TACHAN IMUMOYTHERL MTTIANATAD AAAMINDEEN DNIIIIATAM NATIAATONA THOIDENIO STOREIANSH TO0T
ASLIENIAHN HAZSTFOMASD AITTVACHIS SIMALNTIN YTEQVALTS OHATIINGGS HISTEMTIONL AMIAISOSTD JTHAHAGAAN AATNHRALTYH T

ELVYCSTHT
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OHATOAT TTANATIOVL
MOANEIATH HIADTIOAT MAAS AJADTTXTT Qﬁ.ﬁ%ﬁ%ﬁu&%uﬁgﬁﬁz SYHYIS. TASTADId
qPOSAVE DOODIAL JHEEAHNHT TMEIICINd CRLLAMOITI TRLTEDLIN MaOTI00HAD LISNOATAYD MNINSIATAS IJATOWSSED
OaAINISDD TTRITSHAN] %%%Eﬁ%% ST TMTINGDES DOITUMITIA SYPAOIAADN
TITOIATANS STOAAGCOOA TAAVINL WDERNCTIY MTOSESNSYY NISTASTOIE TMOMT IATMEONTAN FAEIMSHTAd FaSNANONET
%E%%%Eﬂ%m% TADSIAMING SEMDLLLITEA MAOTOdHT: ANINTOTET FETARS
TANTIH THAAHSOMAT OALDISHONS LDINMEXTANT JLATVAL SEATIINGG I TEMIODL AMIAISAS FTHTANTIANA IATATRATEN

BAURIASODT TOISHANNY JINIDEEMMTA. WAQAXINA NENIMNADDA AJATHYIVEAY INLIILL SIMTINGTI DIINMENTAAS WADIORONT
STIATENSS  TAHAAIOODN nmﬁﬁa@;%&m%ﬁéa%% AATMOATINA SYSIMSATAT WASNANONTT
NOEDIOSAHL THOWATRLTEE %%@Emﬁ@%%@%%%ﬂﬁ AAINTOTAT HEINNS

TTH THAAASTNE. DIMEATAAS ITEAVALTOS OEATIINTGS STEMIOOL AMAAISASTO JTHIEAQIIA EATAHAAINN




(u02) gz 'Ol

x¥O) DINTITATDT T09
QSINETAMAD TOEDITOHIA NEDTOON¥OE NTARDEIOMN STNIAOTHAD DMDJANSNMN TIWId7ddAL NSSEIIAdA ISTIRLIETS MASINLAGYT TOS
DOTISYAVEN IOV IHEAMET ERIAIADNN TMEAIDIATD MLDDICATT WALTLDLIN QEIa00EEAL ISHOTANDI NINSIATAAL STIOASSITY T0%
BOA/ISOST THIWSEAAN JIOEEAMMTT IDIOADNALS NANIMIAODA AdAIHYIVEY INIMOLIVAD AIMALNDING SHCOMDATIS OWAVdARONA TOE
TITOMTNNNS TAHAASSONT ATAVSMITSN DIITYNT YN IOSHISNOISN ASTASHONAD IMOMESIIOH /A IMNNTYWA MOSIMSMTAd QUSSHNOSWY 10T
FOSEISSTYT ASHATORET TNTYY DA INIMEMITHS OMITIAYAT FOSAANINGD SIRIAMLTYAM (NIOIHTO0L AMINTOWIIO SARDTARSS TOT
TOSTIATAHK HALSHOMEAD ALFTEATTIS ARMAITIT ODEVATTAY JETINIIAIS Jdd[HMEHY AMNAASOSTD dTHOTIISIA ATATHASDIW T
LeWVSZdad
0 DINVITAADA TOS
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PLASMIDO VECTOR DE EGFP DE ITR DE SERPIENTE | eGFF)
Gmmmmmm&m TTTTICTAANTACATTCARRTATGTATCOGCTC
Azmgmnmmmmmmmmmmmmmm
CCTTATTCCCTTTTTTGOGGCA

ARG TG T TCCCTCCACGACTOOGT TACAT CAACTOGATCTCAACAGCOGTAAGATCCTTGAGAGTTTICGCCCC
GAAGRRCGTTTTCCAATEA AALGTTCTGCTATGTEGCGOGGETATTATCCOG T A'I'IGACUC’CHGGCR
MCTMKWMTMMWAWMWW
mmmmmﬂmmccm’mmmmmm
ACAI ATCGCGGATCATGT. TOGTTG
GGARCOGEAGCTGRATGARGCCATACCAAACGACCAGCCTCACACCACGATGCCTCTAGCAR
GCARACTATTARCTGCOGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGECAACAATTAATAGACTCEATCGACGCGGATARACTT
GCAGGACCACT TCTGOGCTORGCCCTTCCGGCTGECTEET TTATTGC IGATAAATCIGGAGOCGGTGAGCETGEETT
TOGOGGTATCAT TUCAGCACTGEGGCCAGATGGTAAGCCCICCOGTATOGTAGT TATC TACACGACGGGGAGTCAGH
CAACTATGGATCAACGAR A TAGA CAGATCGCIGAGATAGETGC CTCACTGATTAAGCATTGETAACTGTCAGACCAA

OGACTCGARARCOGGECACTGAGCECAAOGCARTTANTGTGAGTT

Pmmmewmmmmmmmcmmw
ACGCCAAGOGCOCAATTAACCOCTCA

CEATARGCTTCATCECOCCACCCCTAGTGAT CGGCCGRAGGTCGTCAGCTS

CGGATATGCARRTGAGCARTOECHCARAGCAT TTTGEGTAGTCACCATGAATARAAAGEACAGCARGARRGATGACG
COCCATAATTTTAATAGGAATTTTAACCATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCIGTEGATAACCGTATTACCG
TACOGCTCECOGCAGCOGAACGNCOGAGOECAGOGAGTCAG

OGCCCAATACGCARACOGCCTCTOCCOGOGOGTTCGO BATTCATTAATGCAGCTEGCACCACAGETTTCCOGACTG
GAARGOGEECAG TGAGOGCAACGCAAT T AR TG TGAGT TAGCTCACTCATTAGGCACCOCACGCTTTACACT ' TATCC
TTCCCGCTOGTATG TG TG TCEAAT TG TGACOGCATALCAAT TTCACACASGRAACAGCTATGACCATCGATTACGAR
TTGTTCT TS T TAACT TETTTAT TGCAGCTTA TAATGETTACARAT, TCACAARTTTCACAAATARR
GCATTTT T I TCACTGCAT T CTAGT TGTGGETTIGTCOCARACTCATCAATGTATCT TATCAS

CGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGOCGAGAGTCA TGETGEATG

CACCTOGGEOGOGGETICTTE TGGTGCGCTICCTGGACCTAGCCTICGGECATGG
CTTGAACAAGTCGTACTGCTTCA
POGAGGGTEGGCCAGEGCAL SIGCAGATEARCTTCASGGTCAGCTTGCOGTAGGTGGCATC

TTTTGGTGCCARARCARACTCOCH
ACGTCAATCGGETEGAGACT TEEAAATCCCOGTAAGTCARACCGCTATCCACGCCCATTGATGTACTGCCAARACTG
CATCACCATGGTARTAGCGATGACTAATACCTAGATGTACTGCCAAGTAGGARRGTCCCATAAGGTCATGTACTGGG
CATAATGOCAGGOGGECCATTTACOGTCATTGACGTCAATAGGECGOGTACT IGGCATATGATACACTTGATGTACT
GCCARGTUCOCAGTTTACCETARATACT CCACCCATTCACCTCANTGGAANGTCCCTATTCOCETTACTATTCACGT

ARGTTATETAACGGGTACCOGGEEATCCT
MWTMWWWAMWMWWTA
TTTCAGACAATGCCR

\TOCCCCTTTOGC
TGGOGAA
CAGOGTCACCGCTACACTTCO e TOGCTTICTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCOG
CGECACCTOGACCCC
ARARRACTTGA AGTGGGCCATOGCCCTEATACA

GICCAQGTICTTTAATAGTGEACTCTTGTTCCAARCTGGAACARCACTCAACCCTATCTCEGTCTATTCT TTTIGATT
TATAAGGGATTTTGCOGATTTCGGCCTATTGGTTARAAAARTGAGCTGATTTAACARARATT TAROGCGAATTTTAAC

ARAATHTTAACGCTTACAATTTAG F I G ) 3 4
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PLASMIDO REPCAP2 DE SERPIENTE (PSNREPCAP2)

TCCCCCGTTTCEETGATGACCEETGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCUEEAGACEETCACAGCTICTCTETAACCG
GATGCOGEEAGCACGACARGOCOGTCAGECCGOGTCAGCGEETETTCECEAGTGTCEGGGCTGECTTAACTATGCEEC
ATCAGAGCAGATTGTACTGACACTGCACCATATGCGOTCTEANATACCECACAGATECGTALAGEAGLEAMATACCGCA.
TCAGGALATTGTAAACGT T AATATTTTGTTAAAATTCGCCTTAAATTTTICTTAAATCAGCTCATTT T T TARCCAAT
AGGCCGARATCGECAAARTCCCTTATARATCAAANGAA TAGACCHAGRTAGGGTTEAGTGTTCTTCCAGTTTCCAMLD
AAGAGTCCACTATTAARGAACGTGGEACT CCAACGTCARAGEECEAARAACCOTCTAT CAGGEUGATGGCCCACTACG
TGAACCATCACCCTAATCAAGT T T TTTCCEGT CGAGGTGCOGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAALGEEAGCCCCT
GATTTAGAGCTTGACGGGEARAGCGECGAACCTEGCGAGGARGEARGCGAAGAAAGOGAAAGEAGCGGECGCTAGE
GOGCTGECAAGTETAGCGGETCACGCTECGOGTARCCACCACACCCECCECOCTTAATGORCCECTACAGEICECGETC
GUGCCATTCOCCCATTCAGGCTGCECAACTETTCCEAAGGGUEATCGETECOOGCCTCTTCECTATTACGECCAGCTGE

AGTCCATATAAGGAGTTCOCCOGEATATGCARATGAGCAATCGCGCARAGCATTITGCGGTAGTCACCATGEAATAARR.
AGGACAGCARGRAAGATGACGCCCCATAATTTTAATAGEAATTTTAACCATGGCGTTTTACGAGGTTGTGTTTCGTT
TGCCAAGAGACAATAACAACTTGTTGGATGAAGATAGATATCAGCCAGRGTTGAAACRAGAAGATGACTGGECCTGAG
GARTATTTAACCAGTGARGATGCCAGCTTTATCGGACTAGOGTATGCTCTGCTAAGTCGAAATTCGGAGATTCTTIGG
ARAGGARCTACARTGGETTTGCCCAGGTTGAATGCTGTCCTACTGCTGETTACCACATGCATGTITIGTTGAACCATC
CTARGCTGAGTAACCAGACTTATGGARGAAAGGTCAATGAACTEECTTCCCATATAGTCGATACCTTTGGCCTAATT
AATCCAGAAGAAGTCATCAGTACCCATTATGTTAAAAGCAACTATGGACATARAAAGGTCGAGAGTCATTCACCTAGA
GICTTATTTGARGAACTACT TTTTCAGRAAGACTTTAGCTCCTCCCARTTATACCGAGGANGGRAGACTATARARGAG
AGGRAGAAGTCCTGCTGTCGGCATTTACGAATATCGTCECTTGGARGCCATTCGTCCGRAATCTCAT CAAGAGATCG
GAGCTAGCGACTGTTCCTAAGCAACCAGAGAATCOGGOGEEAGACGEACCGECACCTCRAGTCACTGCAGGAACCCGE
CCATTTTATGGRAACCATCGACTGGTTGGTGARACATGGAATTACTACAGAACGAGAATTCTCCCACGCCAACICGCT
CTTTIGTACCIGTCTATGCIGGCT TCTACTTCECETGCTCEECAGAT TARAAGAGUGCTCGACTAGGUGARACACAT
ATGACCAGCACCATGTCAGCAGACCATTACCTGACAACAGANGAGCGATGTGATCGAACCACCTACTGAAAATAGART
CTACAAGATTATGAAACTGAATCGCTATGATCCAGAACTAGCAGCTGCTCTICTTCTACGGCTGGACCTGCARGRACT
TTGGCAAGRGARACACCATCTGGCTGTATGETCCAGCTACTACCGECAAAACCATCATCGCTCAAGCTATTGCACAT
GCTGTTARACTGTTTGCIGGTGTTAATTGGACT AATGAAAACTTTCCCTTCTGTAACTGTCCAGGGARACTGCTTAT
CTGGTGGGAGGRGCGCARGATGACAAACAAAATGE TGEAGACGECTAAATGTATACTGGGEEGATCTGCTGTACCTG
TAGRCATCARAGGCAAACCOGCTEGAAATGTGTCCTCARNCACCCTGTATTATTACTAGCAATACTARCATGTGTCAA
GIATATGATEETAATAGTTCTAGCTTTGAGCACCAAGAACCCCTAGAGGAACGCATGT TTATGT TCAGACTTAATAC
TARRCTGCCATOGACCTTTCGCARGATCACAGAAGAGEAAGT CAAACAGTTTATTACCTGEGCCGAGGAGCTTARAGG
TTCAAGTTCCACATCAGTTCAGACTGCCTACCACAGGAGAGTATAARAGGCCAGCCCCOUGAGGOGARAGCTCATICT
TCGGATGAGCCGCCARARGACGAAGGETCGCGCGTAT TGATGACTCTCTAACCAGGTATGTTARCAATATTGATGAGTC
AGCTACCAGTAGAGAAATCTTTCTAGAGATTGCTAATACTAATCAATGTATGTTGCATCATTGCTITTCTTGTACCG
AATGTTATCCTGAATTGCTTGATGACATCGACAAGGARCAATARACTTACTGATAACAGATATGGCTGCOGATGGETT
ATCTTCCRAGATTGECTCCAGGACRCTCTCTCTGAAGGARTAAGACAGTGATGEAAGCT CAAACCTGECCCACCACCA

TCGRACAGCGEAGACAMCCCGTACCTCAAGTACAACCACGCCGACGOCGAGT TTCAGGAGOGCCTTAAAGAAGATACG
TCTTTTGGGEGCARCCTCGGACGAGCAGTCTTCCAGGCGRAAANGAGGGTTCTTGAACCTCTCEGCCTGETTGAGGA
ACCTGTTAAGACGGCTCOGGGRAARAARAGAGECOGGTAGRGCACTCTCCTGTGEAGCCAGACTCCTCCTOGGRAACCG
GARAGGCEEGCCAGCACCCTGCARGAAAARGAT TGAAT TTIGGTCAGACTGGAGACGCAGACTCAGTACCTGACCCC
CAGCCTCTCGEACACCCACCAGCAGCCCCCTCTEETCTGGEARCTAATACGATCGCTACAGGCAGTGGCGCACCRAAT
GGCAGACAATAACGAGEGCGCOGACGGAGT GECTAATTCCTCGEEAAAT TGECATTGCGATTCCACATGGATGGEECG
ACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTEGECCCCTGCCCACCTACAACRACCACCTCTACAARCAAATTTCCAGC
CARTCAGGAGCCTCGAACGACAATCACTACTTTGGCTACAGCACCCCTIGGGEGTATTTTGACT TCARCAGATTCCA
CTGCCACTTTTCACCACGTGACTEGCAARGACTCATCAACAACARCTCGGGATTCCGACCCARGAGACTCAACTTCA
AGCTCTTTAACATTCAAGTCAAAGAGETCACGCAGAATEACGETACGACGACGATTGCCAATAACCTTACCAGCACG
GTTCAGGTGTTTACTGACTCGGAGTACCAGCTCCCGTACGTCCTCEECTCGRIGCATCRAACGGATGCCTCCCGCCETT
CCCAGCAGACGTCTTCATGGTGCCACAGTATGGATACCTCACCCTGAACARCGGGAGT CAGGCAGTAGGACGCTCTT
CATTTTACTGCCTGGAGTACTTTCCTTCTCAGATGCTEGCGTACCGRAAACAACTTTACCTTCAGCTACACTTTTCAG
GACGTTCCTTTCCACAGCAGCTACGCTCACAGCCAGAGTCTGGACCGTCTCATGAAT CCTCTCATCGACCAGTACCT
GIATTACTTGAGCRGAACARACACTCCARGTGGARCTACCACGCAGTCRAAGGCTTCAGTTITCTCAGGCCGARAGCGA
GTGACATTCGGGACCAGTCTAGEAACTGECTTCCTEEACCCTGTTACCGCCAGCAGCGAGTATCARAGACATCTGCG
GATAACARCAACAGTEAATACTCGTGGACTGGAGCTACCAAGTACCACCTCARTGECAGAGACTCTCTGGTGAATCC
GEGCCOGECCATEECAAGCCACARGGACGATGAAGAARAGTTTTTTCCTCAGAGCGGGETTCTCATCTTTGGERAGT
AAGGCTCAGAGARAACAMATGTOGACATTGAARNGGTCATCATTACAGACGANGAGGAAA TCAGGACANCCANTCCC
GIGGCTACGGAGCAGTATGGT TCTGTATCTACCAM CAGACAAGCAGCTACCGCAGATGTCAA
CACACARGEOGTTCITCCAGGCATGGTCTGECACGACACGAGATCTGTACCTTCAGEGGECCCATCTGGGCARAGATTC
CACACACGEACGEACATTTTCACCCCTCTCCCCTCATEGETGGATTCGEACTTAAACACCCTCCTCCACAGRTTICTC
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ATCARGAACACCCCGGETACCTGOGAATCCTTCGACCACCTTCAGTGCGECAARGTTTGCTTCCTTCATCACACAGTA.
CTCCACGGGACACETCAGCETGGRAGATCGAGTGERAGCTGCAGARGEAARACEGCARACCGCTEEAATCCCERAATTC
AGTACACTTCCAACTACRACARGTCTGT TAATGTGEACTTTACTGTGRACACTAATGGCCGTGTATTCAGAGCCTASC
CCCATTGGCACCAGATACCTGACTCGTAATCTGTART TGCTIGTTAATCAATAAACCGTTTAATTCGTITCAGTTGA
ACTTTCGTGTCEOGGCOGCTCGNTAAGCT T TIGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTCOGAGCTTEECETARTCATGGT
CATAGCTGTTTCCIGIGIGRAATIGTTATCOGCTCACAATTCCACACRACATACGAGCCGGARAGCATAAAGTG TARA
GOCTGEGETIGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT TAATTGCGTTCOGCTCACTGCCOGCTITCCAGTOGGERAMCCT
GTCGTGCCAGCTECATTAATGAATCGGCCAACGCECEEEEAGAGCCOEETTIGOGTAT TCGECGCTCTTCOGCTTCCT
CGCTCACTEACTCCCTGOECTCGGTCGTTCCGCTGOCGOCAGUCCTATCAGCI CACT CAAAGGOGGTAATACCGTTA
TCCACAGAATCAGGGEATAACGCAGGARAGRAACATGTGAGCAR A AGGCCAGCARAAGGC CAGGRACOGTAARAAGGC
CAOGTTGCTEECET T ITTCCATAGGCTCOGCCCCCCTGACGAGCATCACRAAAATCGACGCTCAAGTCAGRGGTEEC
GAAACCOGACAGEACTATRAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTEEAAGCTCCCTOSTGCGCTCTCCTGTITCOGACCCTG
CCGCTTACCGEATACCIGTCCGCCTTTCTCCCTTOGCEAAGCGTGGUECTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCT
CAGTTOGGETGTAGGTCETTOGCTCCARGCTGGECTGTETGCACGAACCCCCCETTCAGCCOAACCGCTGCGECCTTAT
COGGTRACTATCGTCTIGAGTCCARCCCGETARGACACGACT TATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATT
AGCAGRGCGAGEETATGTAGCCGETECTACAGRAGT TCTTGARGTGGTGECCTAACTACGEGCTACACTAGAAGGACAGT
ATTTCETATCIGOGCICIGCIGAAGCCAG T TACCTTCGGAARAACGAGT TGGTAGCTCTTGATCOGGCAAACRAACCA
COGCTEETAGCACTGETTTTTTICT T TCCAAGCAGCAGATTACGOGCARRAA LA AAGGATCTCAAGARGATCCTTTG
ATCTTTTCIACAGGGTCTCACGCTCACTCEAACGANAACT CACGTTARGGCATTTICGTCATGAGATTATCARAARRG
CGATCTTCACCTAGATCCTTTTARAATTARAARTGAAGT TTTARATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTIGETCIG
ACAGTTACCAATGCTTAATCAGTEAGGCACCTATCTCAGUEATCTGTCTATTTOCT TCATCCATAGTTGCCTGACTC -
CCOGTCETETAGATAACTACGATACGECAGGECTTACCATCTGGCCCCAGTGCTCCARTGATACCGCGAGACCCACG
CTCACCOGGCTCCAGATTTATCAGCAATAZACCAGCCAGCUGEAAGCECOGAGUECAGLAGTGGETCCIGCAACTTTAT
CCOGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGRGTAAGTAGT TCGCCAGTTAATAGT TTGCGCAACGTT
GTTGCCATTGCTACAGECATCGTGEIGTCACGCTCETCETTIGGTATEECTTCATTCAGCTCCGATTCCCARCGATC
AAGGCAAGTTACATGATCCCCCATETTETGCARA RAGCEGT TAGCTCCTTCEGTCCTCCEATCGTTGTCAGRAAGTA
AGCTTGECCGCACTC TTATCACTCATGE T TATGECAGCACTGCATAAT TCTCTTACIGTCATGCCATCCOGTARGATEC
T T CTGTEACTGETEAGTACTCARCCRAG TN T TCTEAGRATAG TETATGOGGOCACCEAGTTGCTCTIGCCCEEE
GTCAATACGGGATAATACCGCOGCCACAT. TCATTEERARACGTTCTTCGEGEGGCGAR
AACTCTCARGGATCTT.
TTTACTTTCACCACCGTTT
GAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTT T T TCRATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGOGGAT
ACATATTTGAATGTATTTAGAAARATARACARNTAGGEETTCOGOGCACATTTCCCCERARAGTGCCACCTGRCGTC
TAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAALAATAGCCETATCACGAGECCCITTCOSTC
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