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DESCRIPCIÓN 
 

Repeticiones terminales invertidas restrictivas para vectores virales 
 
Declaración de apoyo federal 5 
 
Esta invención se realizó con el apoyo del gobierno en virtud de GM0529299, HL066973, HL051818, AI072176 
otorgados por los Institutos Nacionales de Salud y AI007419 otorgado por el Instituto Nacional de Alergias y 
Enfermedades Infecciosas. El gobierno tiene ciertos derechos en la invención. 
 10 
Campo de la invención 
 
Esta invención se refiere a repeticiones terminales invertidas de parvovirus modificadas (ITR) que no interactúan 
funcionalmente con proteínas Rep grandes de tipo silvestre, proteínas Rep sintéticas que interactúan funcionalmente 
con las ITR modificadas, y métodos de uso de las mismas para la administración de ácidos nucleicos a una célula o 15 
un sujeto. Las modificaciones proporcionan una nueva interacción Rep-ITR que puede limitar la movilización del 
vector, aumentando la seguridad de los vectores virales. 
 
Antecedentes de la invención 
 20 
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 páginas 67-152 Nueva York, N.Y.) mientras que el tipo 5 se aisló 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) 25 
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 biología 
molecular de la infección específica del serotipo. La transducción de estos virus da como resultado de manera 30 
natural infecciones latentes, con la finalización 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 
patógenos y se cree que comparten un perfil de seguridad similar al AAV tipo 2 más ampliamente estudiado. (Carter 
y Laughlin (1984) en, The Parvoviruses páginas 67-152 Nueva York, N.Y.). 
 35 
La comprensión general de los mecanismos requeridos para la función en los orígenes de replicación ha crecido 
enormemente desde que se caracterizaron los primeros orígenes procariotas. Mientras que las interacciones ADN-
proteína necesarias para la replicación en procariotas, eucariotas inferiores y bacteriófagos son generalmente bien 
entendidas, los mecanismos empleados en la mayoría de los eucariotas superiores y virus de vertebrados, tales 
como AAV, todavía están siendo determinados. Las repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV et al. Parvovirus 40 
actúan como el origen de la replicación. Estos elementos flanquean el genoma corto, de cadena sencilla y poseen 
típicamente una estructura secundaria en forma de T. Las estrategias de replicación del género Dependovirus, 
incluidas las de AAV, han sido bien caracterizadas. Las proteínas virales no estructurales o de replicación (Rep) son 
los únicos factores necesarios para interactuar con la ITR con el fin de catalizar la replicación (Im y Muzyczka (1990) 
Cell 61: 447). La mayoría de los serotipos de AAV poseen orígenes de replicación altamente conservados con 45 
interacciones intercambiables ADN-proteína. Sin embargo, las proteínas Rep de varios serotipos interactúan 
exclusivamente con su ITR afín. El descubrimiento de los mecanismos que impulsan la especificidad de Rep-ITR 
promete ayudar en nuestra comprensión de las interacciones ADN-proteína en los orígenes virales de replicación. 
Estos hallazgos también prometen arrojar luz sobre cómo las proteínas eucarióticas y procariotas logran selectividad 
para los sustratos de ADN. 50 
 
El gen rep del AAV codifica cuatro proteínas 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 proteínas Rep más grandes 
transcritas del promotor p5 (Rep78 y Rep68) son esencialmente idénticas, excepto por los terminales carboxilo 55 
únicos generados a partir de transcritos no empalmados (Rep78) y empalmados (Rep68), respectivamente 
(Srivastava et al., (1983) J. Virol. 45: 555). Las dos proteínas Rep más pequeñas, 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 bioquímicas de Rep78 y Rep68 como implicadas en la replicación del 60 
AAV. Estos incluyen unión específica 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 escisión de endonucleasa específica del sitio en el sitio de 
resolución 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 así como actividades de 65 
ATPasa (Wonderling et al. (1995) J. Virol. 69: 3542). Además de estas actividades implicadas en la replicación, 
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Rep78/68 también regula la transcripción 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 integración 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. 5 
Virol. 71: 3299; La Martina et al. (1998) J. Virol. 72: 7653; Pieroni et al. (1998) Virol. 249: 249). 
 
Al igual que las proteínas Rep, las ITR del AAV están implicadas en casi todos los aspectos del ciclo de vida viral. La 
estructura secundaria de la ITR es necesaria para cebar la síntesis de la segunda cadena para permitir la 
transcripción de los genes virales (Hauswirth y Berns (1977) J. Virol. 78: 488). Las proteínas Rep de longitud 10 
completa contienen una región de unión a ADN N-terminal única que reconoce específicamente la ITR en el 
elemento de unión 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 15 
(1997) FEBS Lett. 20: 180). Esta horquilla, (en este documento, denominada "tallo de corte") contiene el sitio de 
resolución terminal (trs) donde Rep corta la ITR de una manera específica del sitio (Brister y Muzyczka (1999) J. 
Virol. 73: 9325). Esta escisión de ADN es importante para la replicación de la ITR cerrada y para iniciar rondas 
posteriores de replicación genómica. Los genomas replicados pueden experimentar replicación nuevamente o 
pueden encapsularse en presencia de las proteínas Rep más pequeñas (King et al., (2001) EMBO J. 20: 3282). 20 
 
Se han publicado las secuencias de ITR de doce serotipos de AAV humano/primate. Estas secuencias muestran 
típicamente un 80% o más de conservación de nucleótidos y se segregan en dos grupos (Hewitt et al. (2009) J. Virol. 
83: 3919). Las proteínas 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). 25 
Consistentemente, las proteínas Rep de AAV5 (Rep5) no pueden catalizar la replicación de la ITR de AAV2 (ITR2).  
 
La especificidad replicativa entre estos serotipos no existe al nivel de la unión, 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 conservación entre la 30 
secuencia de ITR2 y de ITR5, la estructura secundaria y la ubicación de los elementos necesarios para la interacción 
de Rep (RBE, RBE', trs, tallo de corte). El documento US20040197895 enseña un polinucleótido que comprende al 
menos una repetición terminal invertida (ITR) de parvovirus, donde dicha ITR comprende: (a) un primer elemento 
estructural (sitio de corte) que interactúa funcionalmente con una proteína Rep grande (Rep68 y/o Rep78 de un 
primer adenovirus asociado (AAV2) pero no interactúa funcionalmente con una proteína Rep grande de un segundo 35 
AAV y (b) un segundo elemento estructural (sitio de unión) que interactúa funcionalmente con la proteína Rep 
grande (Rep78 /68 de MV78 modificado) del segundo AAV (AAV5) pero no interactúa funcionalmente con la proteína 
Rep grande del primer AAV, en donde la ITR interactúa funcionalmente con una proteína Rep grande del AAV 
sintético (Rep78/68 de AAV5 modificado). El documento US20040197895 también enseña una proteína Rep grande 
sintética (Rep78/68 de AAV5 modificado) que comprende una primera porción (sitio de corte) que funcionalmente 40 
interactúa con un primer elemento estructural (sitio de corte) de una ITR de parvovirus (ITR parvoviral) y una 
segunda parte (sitio de unión) que interactúa funcionalmente con un segundo elemento estructural (sitio de unión) de 
una ITR de parvovirus (ITR parvoviral). 
 
Todos los vectores de AAV actuales en ensayos clínicos utilizan ITR2. Sin embargo, el uso de ITR2 con fines 45 
terapéuticos crea un riesgo de seguridad debido a la ubicuidad de AAV2 en la población humana, así como a otros 
AAV cuyas proteínas 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 población (Hewitt et 
al. (2009) J. Virol. 83: 3919). 
 50 
La presente invención proporciona una solución para la movilización de vectores mediante la creación de una nueva 
interacción Rep-ITR. Un vector que utiliza esta nueva interacción no puede ser movilizado por uno o más de los 
serotipos de AAV de tipo silvestre que infectan a humanos, ni los serotipos no humanos que pueden potencialmente 
infectar huéspedes humanos. 
 55 
Sumario de la invención 
 
La presente invención se refiere al descubrimiento de mecanismos únicos a nivel de ADN y proteína para lograr la 
especificidad de Rep-ITR y utiliza estos factores para crear nuevos orígenes de replicación de AAV. De este modo, 
un aspecto de la invención se refiere a un polinucleótido que comprende al menos una repetición terminal invertida 60 
(ITR) de parvovirus, en el que dicha ITR comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 21. La ITR 
interactúa funcionalmente con una proteína Rep grande sintética de AAV sintética. La invención se refiere además a 
un vector viral y a una partícula de parvovirus recombinante que comprende el polinucleótido de la invención. Se 
proporcionan adicionalmente formulaciones farmacéuticas que comprenden una partícula de virus de la invención en 
un vehículo farmacéuticamente aceptable. 65 
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Otro aspecto de la invención se refiere a una proteína Rep grande sintética que comprende la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 79. La invención se refiere además a polinucleótidos que codifican la proteína Rep 
grande sintética y vectores y células que comprenden el polinucleótido. 
 
Un aspecto adicional de la invención se refiere a un método para producir una partícula de parvovirus recombinante, 5 
que comprende proporcionar a una célula permisiva para la replicación de parvovirus: (a) una plantilla de parvovirus 
recombinante que comprende (i) una secuencia de nucleótidos heteróloga, y (ii) la secuencia de repetición terminal 
de parvovirus de la invención; (b) un polinucleótido que codifica una proteína Rep de la invención; en condiciones 
suficientes para la replicación y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante; mediante el cual se 
producen partículas de parvovirus recombinantes en la célula. 10 
 
Un aspecto adicional de la invención se refiere a un método para suministrar un ácido nucleico a una célula, que 
comprende introducir en una célula la partícula de parvovirus recombinante de la invención. 
 
Otro aspecto de la invención se refiere a una partícula de parvovirus recombinante de la invención para uso en un 15 
método de tratamiento de un sujeto mamífero, comprendiendo dicho método administrar al sujeto mamífero una 
célula que se ha puesto en contacto con la partícula de parvovirus recombinante en condiciones suficientes para que 
el genoma del vector de partícula de parvovirus entre en la célula o administre al sujeto mamífero la partícula de 
parvovirus recombinante. 
 20 
Un aspecto adicional de la invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende el vector viral, la 
partícula de parvovirus recombinante, el vector o la célula de la invención. 
 
Además, la presente invención también contempla que, en algunas realizaciones de la invención, cualquier 
característica o combinación de características expuesta en la presente invención puede excluirse u omitirse. 25 
 
Para ilustrar adicionalmente, si, por ejemplo, la memoria descriptiva indica que un aminoácido particular puede 
seleccionarse de A, G, I, L y/o V, esta expresión también indica que el aminoácido puede seleccionarse de cualquier 
subconjunto de este o estos aminoácidos, por ejemplo, A, G, I o L; A, G, I o V; A o G; solo L, etc. como si cada una 
de tales subcombinación se estableciera expresamente aquí. Además, dicha expresión también indica que uno o 30 
más de los aminoácidos especificados pueden ser rechazados. Por ejemplo, en realizaciones particulares, el 
aminoácido no es A, G o 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 invención se exponen con más detalle en la descripción de la invención a continuación. 35 
 
Breve descripción de los dibujos 
 
Las Figuras 1A-1B muestran la clonación y caracterización de ITR quiméricas. (A) Secuencia y estructura de ITR2 
(SEQ ID NO: 17) (negro) e ITR5 (SEQ ID NO: 18) (azul) mostradas con incorporación de sitios SfiI para clonación 40 
(verde). Longitud en nt de los elementos ITR indicados encima de los corchetes. RBE está en una caja. RBE' está 
indicado por un círculo 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 replicación y cuantificación de Rep quiméricas. Los productos de replicación de la ITR indicada y 
Rep2 o Rep5 se analizaron mediante transferencia Southern. Se indican especies replicantes monoméricas (m) y 45 
dímeras (d). El nivel de replicación de cada muestra se midió mediante análisis densitométrico y se comparó con la 
replicación de tipo silvestre. 
Las Figuras 2A-2D muestran la relación 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 50 
putativo. Los valores de ΔG predichos para las horquillas están por debajo. El análisis de transferencia Southern de 
las ITR replicado por Rep2 o Rep5 se muestra a continuación. (B) Cuantificación de las transferencias Southern en 
relación con la replicación 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) Cuantificación de las transferencias Southern en relación 
con la replicación de ts de (C). 55 
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 separación indicada entre el RBE y el tallo de corte (SEQ ID NOS: 17, 
31, 33). (B) Análisis de transferencia Southern de las ITR representadas en (A) replicadas por Rep2 o Rep5 
(izquierda). Cuantificación de transferencias Southern relativas a la replicación de ts (derecha). (C) Mutantes de ITR5 
sintetizados como en (A) (SEQ ID NO: 34, 18, 37, 38). (D) Análisis de transferencia Southern y cuantificación de (C). 60 
Las Figuras 4A-4D demuestran que el espaciador de ITR5 actúa 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 tetranucleotídicas individuales unidas por monómeros de Rep. Ambas cadenas de la secuencia de ITR5 
de ts se muestran para ilustrar la conservación con el motivo GAGY (indicado por *). Solo una cadena mostrada en 
otros. (B) Análisis de transferencia Southern de las ITR representadas en (A) replicadas por Rep2 o Rep5 65 
(izquierda). Cuantificación de transferencias Southern relativas a la replicación 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) Análisis 
y cuantificación de transferencia Southern para (C). 
Las Figuras 5A-5E muestran la clonación y caracterización de Rep quiméricas (A) Un alineamiento de los terminales 
N de Rep2 (SEQ ID NO: 114) y Rep5 (SEQ ID NO: 118). (*) representa aminoácidos conservados. (:) y (.) indican 
sustituciones conservadoras. (^) indica residuos implicados en las interacciones de unión de RBE. (') indica residuos 5 
que participan en el sitio activo endonucleolítico. (+) indica residuos implicados en la unión de RBE'. (B) Rep 
quiméricas creadas y su capacidad de replicar vectores flanqueados por ITR2 o ITR5. Los números indican la 
posición del aminoácido (aa) del cambio de una Rep por otra. (+) indica la presencia de replicación, (-) indica la 
ausencia. (C) Transferencia Western para la expresión de las Rep quiméricas. (D) Transferencia Southern que 
demuestra la replicación de un vector de ITR2 o ITR5 por las Rep quiméricas. Obsérvese que el vector de ITR5 es 10 
de 500 pb más grande que el vector de ITR2. (E) Nivel de replicación de las Rep quiméricas relativas a Rep2 o Rep5 
de ts. 
Las Figuras 6A-6G muestran la caracterización de regiones Rep implicadas en la especificidad de ITR. (A) Rep 
quiméricas y su capacidad para replicar vectores flanqueados por ITR2 o ITR5. Los números indican la posición del 
aa del cambio de una Rep por otra. (+) indica la presencia de replicación, (-) indica la ausencia. Se indican las 15 
regiones 1 y 2 implicadas en la especificidad de Rep-ITR. (B) Transferencia Western para la expresión de Rep 
quiméricas. (C) Transferencia Southern que demuestra la replicación de un vector de ITR2 o ITR5 por las Rep 
quiméricas. Obsérvese que el vector de ITR5 es 500 pb más grande que el vector de ITR2. (D) Modelo estructural 
que ilustra las dos regiones de Rep. La estructura de Rep2 es azul, Rep5 es púrpura. La tirosina nucleofílica está 
indicada. El círculo rayado negro indica la diferencia estructural pronosticada de la región 1 en el surco principal de 20 
la ITR. (E) Modelo estructural como en (D). La tirosina nucleofílica está indicada. (F) Vista estructural detallada de la 
región 1. Se muestran las cadenas laterales de residuos no conservados de Rep5 (púrpura) y Rep2 (azul). Se 
indican tres residuos de Rep5 implicados en la unión de RBE'. (G) Vista estructural detallada de la región 2. Las 
cadenas laterales de los residuos del sitio activo se muestran en negro. Las cadenas laterales de residuos no 
conservados en esta región se muestran para Rep2 (azul) y Rep5 (púrpura). La tirosina nucleofílica está indicada, al 25 
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 replicación del vector de ITR indicado por la Rep indicada. (B) Tabla que indica la presencia (+) o 
ausencia (-) de replicación del gel de (A). (C) Modelo de un nuevo origen de replicación de AAV. La ITR quimérica 
puede ser replicada solo por una proteína Rep quimérica. La secuencia de Rep5 en la región 1 (azul) es necesaria 30 
para el RBE ampliado de ITR5 (púrpura). La secuencia Rep2 en la región 2 (amarilla) es necesaria para funcionar en 
un tallo de corte de ITR2 (cian). 
La Figura 8 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-1; número de acceso del GenBank NC 
002077; SEQ ID NO: 1. 
La Figura 9 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-2; número de acceso del GenBank NC 35 
001401; SEQ ID NO: 2. 
La Figura 10 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-3A; número de acceso del GenBank NC 
001729; SEQ ID NO: 3. 
La Figura 11 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-3B; número de acceso del GenBank NC 
001863; SEQ ID NO: 4. 40 
La Figura 12 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-4; número de acceso del GenBank NC 
001829; SEQ ID NO: 5. 
La Figura 13 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-5; número de acceso del GenBank NC 
006152; SEQ ID NO: 6. 
La Figura 14 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-6; número de acceso del GenBank NC 45 
001862; SEQ ID NO: 7. 
La Figura 15 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-7; número de acceso del GenBank AF 
513851; SEQ ID NO: 8. 
La Figura 16 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-8; número de acceso del GenBank AF 
513852; SEQ ID NO: 9. 50 
La Figura 17 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-9; número de acceso del GenBank AX 
753250; SEQ ID NO: 10. 
La Figura 18 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-11; número de acceso del GenBank AY 
631966; SEQ ID NO: 11. 
La Figura 19 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para AAV-13; número de acceso del GenBank EU 55 
285562; SEQ ID NO: 12. 
La Figura 20 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para parvovirus B19; número de acceso del 
GenBank NC 000883; SEQ ID NO: 13.  
La Figura 21 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para virus diminuto de ratón (MVM); número de 
acceso del GenBank NC 001510; SEQ ID NO: 14. 60 
La Figura 22 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para parvovirus de ganso; número de acceso del 
GenBank NC 001701; SEQ ID NO: 15. 
La Figura 23 muestra una secuencia de ADN genómico ilustrativa para el parvovirus de serpiente 1; número 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 65 
Ejemplos descritos a continuación: 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: 5 
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), ITR5 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). 10 
La Figura 25 proporciona una lista ilustrativa de las proteínas Rep quiméricas que se sintetizaron como parte de los 
Ejemplos descritos a continuación: 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 15 
(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 nucleótidos como de aminoácidos de una proteína Rep quimérica de 20 
la invención: Rep52aa146 (SEQ ID NO: 78 y SEQ ID NO: 79, respectivamente). 
La Figura 27 muestra tanto las secuencias de nucleótidos como de aminoácidos de una proteína Rep quimérica de 
la invención: Rep52aa147 (SEQ ID NO: 80 y SEQ ID NO: 81, respectivamente). 
La Figura 28 muestra tanto las secuencias de nucleótidos como de aminoácidos de una proteína Rep quimérica de 
la invención: Rep52aa151 (SEC ID NO: 82 y SEC ID NO: 83, respectivamente). 25 
La Figura 29 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los ejemplos de proteínas 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), AAV5 (SEQ ID NO: 89), AAV6 (SEQ ID NO: 90), AAV7 (SEQ ID NO: 91) y AAV8 (SEQ ID NO: 92), así 
como una secuencia consenso (SEQ ID NO: 93). Los guiones indican espacios en la secuencia y el sombreado 
indica posiciones de homología de secuencia. 30 
La Figura 30 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los ejemplos de proteínas 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), así 
como secuencia consenso (SEQ ID NO: 103). Los guiones indican espacios en la secuencia y el sombreado indica 
posiciones de homología de secuencia. 35 
La Figura 31 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los ejemplos de proteínas 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 homología de 
secuencia. 40 
La Figura 32 muestra un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los ejemplos de proteínas 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), así como una secuencia consenso (SEQ ID NO: 122). Los guiones indican espacios en la secuencia y el 
sombreado indica posiciones de homología de secuencia. 45 
La Figura 33 muestra la secuencia de nucleótidos de ITR de serpiente utilizada en el Ejemplo 9 (SEQ ID NO: 123). 
La Figura 34 muestra la secuencia de nucleótidos del plásmido 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 nucleótidos del plásmido pSnRepCap2 (SEQ ID NO: 125) usado para 
sintetizar el vector de serpiente descrito en el Ejemplo 9. 50 
La Figura 36 muestra un diagrama de síntesis de ITR. (A) La ITR se sintetizó en dos piezas (azul oscuro y azul claro) 
superpuestas a través de un tallo de horquilla con el sitio SfiI (naranja). (B) Cada mitad se amplificó por PCR antes 
de la digestión y la clonación. (C) La triple ligadura adecuada con GFP de pUC18-CMV produjo una ITR en formato 
DD. 
 55 
Descripción detallada 
 
La presente invención se describirá ahora con referencia a los dibujos adjuntos. 
 
A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria tienen el 60 
mismo significado que entiende comúnmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invención. 
 
Las secuencias de nucleótidos se presentan en este documento solo con cadena sencilla, en la dirección 5' a 3', de 
izquierda a derecha, a menos que se indique específicamente lo contrario. Los nucleótidos y aminoácidos están 
representados en este documento de la manera recomendada por la Comisión de Nomenclatura Bioquímica IUPAC-65 
IUB, o (para aminoácidos) por el código de una letra, o el código 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 estándar conocidos por los expertos en la técnica pueden usarse 
para la construcción de constructos de parvovirus y rAAV recombinantes, vectores de empaquetamiento que 5 
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). 10 
 
Definiciones 
 
Los siguientes términos se usan en la descripción de este documento y en las reivindicaciones adjuntas: 
 15 
Las formas singulares "un" y "uno, una" pretenden incluir también las formas plurales, a menos que el contexto 
indique claramente lo contrario. 
 
Además, 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 polinucleotídica o polipeptídica, dosis, tiempo, temperatura y 20 
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 más de los elementos enumerados asociados, así como a la falta de combinaciones cuando se interpreta en 
la alternativa ("o"). 25 
 
Como se usa en el presente documento, la frase de transición "que consiste esencialmente en" se debe interpretar 
como que abarca los materiales o etapas enumerados "y aquellos que no afectan materialmente a la característica o 
características básicas y nuevas" de la invención reivindicada (por ejemplo, replicación 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. 30 
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 autónoma. Los parvovirus autónomos incluyen miembros del 35 
género Parvovirus, Erythrovirus, Densovirus, Iteravirus y Contravirus. Los ejemplos de parvovirus autónomos 
incluyen, pero no se limitan a, virus diminutos de ratón, parvovirus bovino, parvovirus canino, parvovirus de pollo, 
virus de panleucopenia felina, parvovirus felino, parvovirus de ganso, parvovirus HI, 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 autónomos. Véase, por ejemplo, FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2, capítulo 69 (4a ed., 40 
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 45 
de serpiente, AAV equino y AAV ovino. Véase, por ejemplo, Figs. 8-19; FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2, 
capítulo 69 (4ª 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 50 
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 camarón y cualquier otro AAV hasta ahora conocido o más 
tarde descubierto. Véase, por ejemplo, FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2, capítulo 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). 55 
 
Las partículas y genomas de parvovirus de la presente invención pueden ser, pero no se limitan a, AAV. Las 
secuencias genómicas de diversos serotipos de AAV y los parvovirus autónomos, así como las secuencias de las 
ITR nativas, las proteínas Rep y las subunidades de la cápside son conocidas en la técnica. Dichas secuencias se 
pueden encontrar en la bibliografía o en bases de datos públicas tales como el GenBank. Véase, por ejemplo, las 60 
Figs. 8-23; números 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, J01901, J02275, X01457, AF288061, AH009962, AY028226, AY028223, AY631966, 
AX753250, EU285562, NC_001358, NC_001540, AF513851, AF513852 y AY530579; las divulgaciones que se 
incorporan aquí por referencia para la enseñanza de secuencias de parvovirus y de ácido nucleico de AAV y de 65 
aminoácidos. Véase también, por ejemplo, Bantel-Schaal et al. (1999) J. Virol. 73: 939; Chiorini et al. (1997) J. Virol. 

E11733293
10-08-2018ES 2 683 695 T3

 



 8

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 5 
Unidos No. 6.156.303; cuyas divulgaciones se incorporan aquí como referencia para la enseñanza de secuencias de 
parvovirus y ácido nucleico de AAV y de aminoácidos. Véase también la Tabla 1. Xiao, X., (1996) proporciona una 
descripción temprana de las secuencias de ITR de AAV1, AAV1 y AAV1. "Characterization of Adeno-associated 
virus (AAV) DNA replication and integration", Ph.D. Disertación, Universidad de Pittsburgh, Pittsburgh, PA 
(incorporada en este documento en su totalidad). 10 
 
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 expresión (por ejemplo, transcripción y, opcionalmente, traducción) 
de secuencias llevada a cabo por el genoma viral en la célula, por ejemplo, para un virus recombinante, expresión 
de la secuencia o secuencias heterólogas de nucleótidos. Los expertos en la materia apreciarán que la transcripción 15 
de una secuencia heteróloga de ácido nucleico del genoma viral puede no iniciarse en ausencia de factores que 
actúa en forma trans, por ejemplo, para un promotor inducible o una secuencia de ácido nucleico regulada de otro 
modo. En el caso de AAV, la expresión génica del genoma viral puede ser de un provirus integrado en forma 
estable, de un episoma no integrado, así como de cualquier otra forma en la que el virus pueda entrar dentro de la 
célula. 20 
 
Como se usa en el presente documento, "transducción" o "infección" de una célula por un parvovirus o AAV significa 
que el parvovirus/AAV entra en la célula para establecer una infección activa (es decir, lítica). Como se usa en este 
documento, la "transducción" de una célula por AAV significa que el AAV entra en la célula para establecer una 
infección latente. Véase, por ejemplo, FIELDS et al. VIROLOGY, volumen 2, capítulo 69 (tercera edición, Lippincott-25 
Raven Publishers). 
 

Tabla 1 

Genomas 
completos  

Número de acceso del 
GenBank   

Número de acceso del 
GenBank  

Número de acceso del 
GenBank 

Hu T88  AY695375  Clado E  
Virus 
adenoasociado 1  

NC_ 002077, AF063497  Hu T71  AY695374  Rh38  AY530558  

Virus 
adenoasociado 2  

NC_001401  Hu T70  AY695373  Hu66  AY530626  

Virus 
adenoasociado 3  

NC_001729  Hu T40  AY695372  Hu42  AY530605  

Virus 
adenoasociado 3B 

NC_001863  Hu T32  AY695371  Hu67  AY530627  

Virus 
adenoasociado 4  

NC_001829  Hu T17  AY695370  Hu40  AY530603  

Virus 
adenoasociado 5  

Y18065, AF085716  Hu LG15 AY695377  Hu41  AY530604  

Virus 
adenoasociado 6  

NC_001862  
  

Hu37  AY530600  

AAV aviar ATCC 
VR-865  

AY186198, AY629583, 
NC_ 004828  

Clado C 
 

Rh40  A Y530559  

Cepa DA-1 del 
AAV aviar 

NC_ 006263, AY629583  Hu9  AY530629  Rh2  A Y243007  

AAV bovino NC_ 005889, AY388617  Hu10  AY530576  Bb1  A Y243023  
Hu11  AY530577  Bb2  A Y243022  

Clado A  Hu53  AY530615  Rh10  AY243015  
AAV1  NC_ 002077, AF063497  Hu55  AY530617  Hu17  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  Hu15  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  Hu1  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  AAV8  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  
Hu14 
(AAV9)  

AY530579  

Hu58  AY530620  Rh37  AY242998  Hu31  AY530596  
Hu34  AY530598  Rh36  AY242999  Hu32  AY530597  
Hu35  AY530599  Cy6  AY243016  

AAV2  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  NC_ 001863  
Hu52  AY530614  AAV4  NC_ 001829  
Hu T41  AY695378  Rh34  AY243001  
Hu S17  AY695376  Rh33  AY243002  

Rh32  AY243003  
 
Los términos "porción 5’" y "porción 3’" son términos relativos para definir una relación espacial entre dos o más 
elementos. Por lo tanto, por ejemplo, una "porción 3’" de un polinucleótido indica un segmento del polinucleótido que 
está secuencia abajo de otro segmento. El término "porción 3’" no pretende indicar que el segmento esté 
necesariamente en el extremo 3' del polinucleótido, o incluso que esté necesariamente en la mitad 3' del 5 
polinucleótido, aunque puede serlo. Asimismo, una "porción 5’" de un polinucleótido indica un segmento del 
polinucleótido que está secuencia arriba de otro segmento. El término "porción 5’" no pretende indicar que el 
segmento está necesariamente en el extremo 5' del polinucleótido, o incluso que está necesariamente en la mitad 5' 
del polinucleótido, aunque puede serlo. 
 10 
Como se usa en este documento, el término "polipéptido" abarca tanto péptidos como proteínas, a menos que se 
indique lo contrario. 
 
Un "polinucleótido" es una secuencia de bases de nucleótidos, y pueden ser secuencias híbridas de ARN, ADN o 
ADN-ARN (que incluyen tanto nucleótidos naturales como no naturales), y pueden ser secuencias de ADN de 15 
cadena sencilla o de cadena doble. 
 
El término "identidad de secuencia", como se usa en este documento, tiene el significado estándar en la técnica. 
Como se conoce en la técnica, se pueden usar varios programas diferentes para identificar si un polinucleótido o 
polipéptido tiene identidad o similitud de secuencia con una secuencia conocida. La identidad o similitud de 20 
secuencia se puede determinar usando técnicas estándar 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 alineación de identidad de secuencia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante 
el método de búsqueda 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 25 
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 inspección. 
 
Un ejemplo de un algoritmo útil es PILEUP. PILEUP crea una alineación de secuencia múltiple a partir de un grupo 30 
de secuencias relacionadas usando alineamientos progresivos por pares. También puede trazar un árbol que 
muestre las relaciones de agrupamiento usadas para crear la alineación. PILEUP utiliza una simplificación del 
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método de alineación 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 útil 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 útil es el programa 5 
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 parámetros de búsqueda, que preferiblemente se establecen en los valores 
predeterminados. Los parámetros son valores dinámicos y los establece el propio programa dependiendo de la 
composición de la secuencia particular y la composición 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. 10 
 
Un algoritmo útil adicional es BLAST con huecos según lo informado por Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389 
(1997). 
 
Un porcentaje del valor de identidad de la secuencia de aminoácidos se determina por el número de residuos 15 
idénticos coincidentes dividido por el número total de residuos de la secuencia "más larga" en la región alineada. La 
secuencia "más larga" es la que tiene los residuos más reales en la región alineada (se ignoran los huecos 
introducidos por WU-Blast-2 para maximizar la puntuación de alineación). 
 
De manera similar, el porcentaje de identidad de secuencia de ácido nucleico con respecto a la secuencia 20 
codificante de los polipéptidos divulgados en la presente memoria se define como el porcentaje de residuos de 
nucleótidos en la secuencia candidata que son idénticos a los nucleótidos en el polinucleótido divulgado 
específicamente en este documento. 
 
El alineamiento puede incluir la introducción de huecos en las secuencias a alinear. Además, para las secuencias 25 
que contienen más o menos aminoácidos que los polipéptidos divulgados específicamente en este documento, se 
entiende que en una realización, el porcentaje de identidad de secuencia se determinará en función del número de 
aminoácidos idénticos en relación con el número total de aminoácidos. Por lo tanto, por ejemplo, la identidad de 
secuencia de secuencias más cortas que una secuencia específicamente divulgada en este documento, se 
determinará usando el número de aminoácidos en la secuencia más corta, en una realización. En los cálculos de 30 
porcentaje de identidad, el peso relativo no se asigna a diversas manifestaciones de variación de secuencia, tales 
como inserciones, eliminaciones, sustituciones, etc. 
 
En una realización, solo las identidades se puntúan positivamente (+1) y se les asigna a todas las formas de 
variación de secuencia, incluyendo huecos, un valor de "0", lo que evita la necesidad de una escala o parámetros 35 
ponderados como se describe a continuación para cálculos de similitud de secuencia. El porcentaje de identidad de 
secuencia se puede calcular, por ejemplo, dividiendo el número de residuos idénticos coincidentes por el número 
total de residuos de la secuencia "más corta" en la región alineada y multiplicando por 100. La secuencia "más larga" 
es la que tiene más residuos reales en la región alineada. 
 40 
Como se usa en este documento, un polinucleótido "aislado" (por ejemplo, un "ADN aislado" o un "ARN aislado") 
significa un polinucleótido 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 
ácidos nucleicos comúnmente encontrados asociados con el polinucleótido. 
 45 
De forma similar, un polipéptido "aislado" significa un polipéptido que está 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 ácidos nucleicos comúnmente encontrados asociado con el polipéptido. 
 
Un "polipéptido terapéutico" es un polipéptido que puede aliviar o reducir los síntomas que resultan de una ausencia 50 
o defecto en una proteína en una célula o sujeto. Alternativamente, un "polipéptido terapéutico" es uno que o bien 
confiere un beneficio a un sujeto, por ejemplo, efectos anticancerígenos 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 polinucleotídica 55 
o polipeptídica, se refiere a una secuencia que difiere de una secuencia natural debido a una o más eliminaciones, 
adiciones, sustituciones o cualquier combinación 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 está al menos parcialmente separado de al menos algunos de los otros componentes en el 60 
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 afección del sujeto se reduce, al menos parcialmente, se mejora o se estabiliza y/o se alivia 
algo, se logra mitigación, disminución o estabilización en al menos un síntoma clínico y/o hay un retraso en la 65 
progresión de la enfermedad o trastorno. 
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Los términos "prevenir", "que previene" y "prevención" (y las variaciones gramaticales de los mismos) se refieren a la 
prevención y/o retraso del inicio de una enfermedad, trastorno y/o síntoma o síntomas clínicos en un sujeto y/o una 
reducción en la severidad del inicio de la enfermedad, trastorno y/o síntoma o síntomas clínicos con relación a lo que 
ocurriría en ausencia de los métodos de la invención. La prevención puede ser completa, por ejemplo, la ausencia 
total de la enfermedad, trastorno y/o síntoma o síntomas clínicos. La prevención también puede ser parcial, de modo 5 
que la aparición de la enfermedad, trastorno y/o síntoma o síntomas clínicos en el sujeto y/o la gravedad del inicio es 
menor de lo que ocurriría en ausencia de la presente invención. 
 
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 10 
una cantidad que proporcionará algún alivio, mitigación, disminución o estabilización en al menos un síntoma clínico 
en el sujeto. Los expertos en la técnica apreciarán que los efectos terapéuticos no necesitan ser completos o 
curativos, siempre que se proporcione algún beneficio al sujeto. 
 
Una cantidad "efectiva para la prevención" como se usa en el presente documento es una cantidad que es suficiente 15 
para prevenir y/o retrasar el inicio de una enfermedad, trastorno y/o síntomas clínicos en un sujeto y/o para reducir 
y/o retrasar la gravedad del inicio de una enfermedad, trastorno y/o síntomas clínicos en un sujeto en relación con lo 
que ocurriría en ausencia de los métodos de la invención. Los expertos en la técnica apreciarán que el nivel de 
prevención no necesita ser completo, siempre que se proporcione algún beneficio al sujeto. 
 20 
Los términos "secuencia de nucleótidos heteróloga" y "ácido nucleico heterólogo" se usan indistintamente en este 
documento y se refieren a una secuencia que no se produce de forma natural en el virus. Generalmente, el ácido 
nucleico heterólogo comprende un marco de lectura abierto que codifica un polipéptido o ARN de interés no 
traducido (por ejemplo, para la administración a una célula o sujeto). 
 25 
Como se usa en el presente documento, los términos "vector viral", "vector" o "vector de administración de genes" se 
refieren a una partícula de virus (por ejemplo, AAV) que funciona como un vehículo para administración de ácido 
nucleico y que comprende el genoma del vector (por ejemplo, ADN viral [ADNv]) empacado dentro de un virión. 
Alternativamente, en algunos contextos, el término "vector" puede usarse para referirse al genoma/ADNv del vector 
solo. 30 
 
Los vectores virales de la invención también pueden ser además partículas de parvovirus dúplex como se describe 
en la publicación internacional de patente WO 01/92551 (cuya descripción se incorpora en este documento como 
referencia en su totalidad). Por lo tanto, en algunas realizaciones, los genomas de doble cadena (dúplex) se pueden 
empacar en las cápsides virales de la invención. 35 
 
Un "genoma del vector de rAAV" o "genoma de rAAV" es un genoma de AAV (es decir, ADNv) que comprende una o 
más secuencias de ácido nucleico heterólogas. Los vectores de rAAV generalmente solo requieren de 145 ITR base 
en cis para generar el virus. Todas las demás secuencias virales son prescindibles y pueden suministrarse en trans 
(Muzyczka (1992) Curr. Topics Microbiol. Immunol. 158: 97). Típicamente, el genoma del vector de rAAV solo 40 
retendrá una o más secuencias de ITR para maximizar el tamaño del transgén que puede se eficientemente 
empacado por el vector. Las secuencias que codifican proteínas estructurales y no estructurales pueden ser 
proporcionadas en trans (por ejemplo, a partir de un vector, tal como un plásmido, o integrando de manera estable 
las secuencias en una célula de empaquetamiento). En realizaciones de la invención, el genoma del vector de rAAV 
comprende al menos una secuencia de ITR (por ejemplo, secuencia de ITR de AAV), opcionalmente dos ITR (por 45 
ejemplo, dos ITR de AAV), que típicamente estarán en los extremos 5' y 3' del genoma del vector y flanquean el 
ácido nucleico heterólogo, pero no necesitan ser contiguos al mismo. Los ITR pueden ser iguales o diferentes entre 
sí. 
 
El término "repetición terminal" o "TR" incluye cualquier repetición terminal viral o secuencia sintética que forma una 50 
estructura en horquilla y funciona como una repetición terminal invertida (es decir, media las funciones deseadas 
tales como replicación, empaque de virus, integración 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 ratón, parvovirus porcino, parvovirus 
humano B-19) o la horquilla de SV40 que sirve como origen de la replicación de SV40 pueden ser utilizado como 55 
una ITR, que puede ser modificada por truncamiento, sustitución, eliminación, inserción y/o adición. Además, 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 invención. 
 60 
Los genomas de parvovirus tienen secuencias palindrómicas en sus extremos 5' y 3'. La naturaleza palindrómica de 
las secuencias conduce a la formación de una estructura en horquilla que se estabiliza mediante la formación de 
enlaces de hidrógeno 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, capítulos 69 y 70 (4a ed., 
Lippincott-Raven Publishers). 65 
 

E11733293
10-08-2018ES 2 683 695 T3

 



 12

Una "repetición 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 camarón, 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 repetición 
terminal nativa (por ejemplo, una secuencia de ITR de AAV nativa puede alterarse por inserción, eliminación, 5 
truncamiento y/o mutaciones sin sentido), siempre y cuando la repetición terminal medie las funciones deseadas, por 
ejemplo, replicación. empaque de virus, integración, y/o rescate de provirus, y similares. 
 
Los vectores virales de la invención pueden ser además vectores virales "dirigidos" (por ejemplo, que tienen un 
tropismo dirigido) y/o un parvovirus "híbrido" (es decir, en los que las ITR virales y la cápside viral son de diferentes 10 
parvovirus) como se describe en la publicación internacional de patente WO 00/28004 y Chao et al., (2000) Mol. 
Terapia 2: 619. 
 
Además, la cápside viral o los elementos genómicos pueden contener otras modificaciones, que incluyen 
inserciones, eliminaciones y/o sustituciones. 15 
 
Como se usa en el presente documento, el término "aminoácido" abarca cualquier aminoácido de origen natural, 
formas modificadas del mismo y aminoácidos sintéticos. 
 
Los aminoácidos levorrotatorios (L) que se producen naturalmente se muestran en la Tabla 2. 20 
 

Tabla 2 

Residuo de aminoácido  
Abreviatura 

Código de tres letras Código de una letra 
Alanina  Ala A 
Arginina  Arg R 
Asparagina  Asn N 
Ácido Aspártico (Aspartato) Asp D 
Cisteína  Cys C 
Glutamina  Gln Q 
Ácido Glutámico (Glutamato) Glu E 
Glicina  Gly G 
Histidina  His H 
Isoleucina  Ile I 
Leucina  Leu L 
Lisina  Lys K 
Metionina  Met M 
Fenilalanina  Phe F 
Prolina  Pro P 
Serina  Ser S 
Treonina  Thr T 
Triptófano  Trp W 
Tirosina  Tyr Y 
Valina  Val V 

 
Alternativamente, el aminoácido puede ser un residuo de aminoácido modificado (se muestran ejemplos no 
limitantes en la Tabla 3) o puede ser un aminoácido que se modifica mediante modificación postraduccional (por 25 
ejemplo, acetilación, amidación, formilación, hidroxilación, metilación, fosforilación o sulfatación). 
 
Además, el aminoácido no natural puede ser un aminoácido "no natural" como lo describen Wang et al., (2006) 
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 35: 225-49. Estos aminoácidos no naturales se pueden usar ventajosamente 
para unir químicamente moléculas de interés con la proteína de la cápside de AAV. 30 
 
El término "plantilla" o "sustrato" se usa en el presente documento para referirse a una secuencia de polinucleótidos 
que puede replicarse para producir el ADN viral de parvovirus. Para el propósito de la producción de vectores, la 
plantilla típicamente estará incluida dentro de una secuencia o construcción de nucleótidos más grande, que incluye 
pero no se limita a un plásmido, vector de ADN desnudo, cromosoma artificial bacteriano (BAC), cromosoma artificial 35 
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 Aminoácido Modificado  Abreviatura 

Derivados del Residuo de Aminoácido 
Ácido 2-aminoadípico  
Ácido 3-aminoadípico  
beta-alanina, ácido beta-aminopropriónico 
Ácido 2-aminobutírico  
Ácido 4-aminobutírico, Ácido piperidínico  
Ácido 6-Aminocaproico  
Ácido 2-Aminoheptanoico  
Ácido 2-Aminoisobutirico  
3-Aminoisobutirico  
Ácido 2-Aminopimélico  
t-butilalanina 
Citrulina 
Ciclohexilalanina 
Ácido 2,4-diaminobutírico  
Desmosina 
Ácido 2,2’-diaminopimélico  
Ácido 2,3-diaminopropriónico  
N-Etilglicina 
N-Etilasparagina 
Homoarginina 
Homocisteína 
Homoserina 
Hidroxilisina 
Allo-Hidroxilisina 
3-Hidroxiprolina 
4-Hidroxiprolina 
Isodesmosina 
allo-Isoleucina 
sulfóxido de metionina 
N-Metilglicina, sarcosina  
N-Metilisoleucina 
6-N-Metillisina 
N-Metilvalina 
2-Naphtilalanina 
Norvalina 
Norleucina 
Ornitina 
4-Chlorofenilalanina  
2-Fluorofenilalanina  
3- Fluorofenilalanina  
4- Fluorofenilalanina  
Fenilglicina 
Beta-2-tienilalanina  

Aad 
bAad 
bAla 
Abu 

4Abu 
Acp 
Ahe 
Aib 

bAib 
Apm 
t-BuA 

Cit 
Cha 
Dbu 
Des 
Dpm 
Dpr 

EtGly 
EtAsn 
hArg 
hCys 
hSer 
Hyl 

aHyl 
3Hyp 
4Hyp 
Ide 
aIle 

MSO 
MeGly 
MeIle 
MeLys 
MeVal 
2-Nal 
Nva 
Nle 
Orn 

Phe(4-Cl) 
Phe(2-F) 
Phe(3-F) 
Phe(4-F) 

Phg 
Thi 

 
Como se usa en el presente documento, las "secuencias de codificación Rep" de parvovirus o AAV indican las 
secuencias de ácido nucleico que codifican las proteínas no estructurales de parvovirus o AAV que median la 
replicación viral y la producción de nuevas partículas de virus. Los genes y proteínas de replicación de parvovirus y 5 
AAV se han descrito en, por ejemplo, FIELDS et al., VIROLOGY, volumen 2, capítulos 69 y 70 (4a ed., Lippincott-
Raven Publishers). 
 
Las "secuencias de codificación Rep" no necesitan codificar todas las proteínas Rep parvovirales o de AAV. Por 
ejemplo, con respecto a AAV, las secuencias de codificación de Rep no necesitan codificar las cuatro proteínas Rep 10 
de AAV (Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40), de hecho, se cree que AAV5 solo expresa las proteínas Rep68 y Rep40 
empalmadas. En realizaciones representativas, las secuencias de codificación de Rep codifican al menos aquellas 
proteínas de replicación que son necesarias para la replicación del genoma viral y el empaquetamiento en nuevos 
viriones. Las secuencias de codificación de Rep generalmente codificarán al menos una proteína Rep grande (es 
decir, Rep78/68) y una proteína Rep pequeña (es decir, Rep52/40). En realizaciones particulares, las secuencias de 15 
codificación de Rep codifican la proteína Rep78 de AAV y las proteínas Rep52 y/o Rep40 de AAV. En otras 
realizaciones, las secuencias de codificación de Rep codifican las proteínas Rep68 y Rep52 y/o Rep40. En una 
realización adicional, las secuencias de codificación de Rep codifican las proteínas Rep68 y Rep52, las proteínas 
Rep68 y Rep40, las proteínas Rep78 y Rep52, o las proteínas Rep78 y Rep40. 
 20 
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Como se usa en el presente documento, el término "proteína Rep grande" se refiere a Rep68 y/o Rep78. Las 
proteínas Rep grandes de la invención reivindicada pueden ser naturales o sintéticas. Una proteína 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 más tarde (véase, por ejemplo, Tabla 1). Una 
proteína Rep grande sintética puede alterarse por inserción, eliminación, truncamiento y/o mutaciones sin sentido. 5 
 
Los expertos en la técnica apreciarán adicionalmente que no es necesario que las proteínas de replicación estén 
codificadas por el mismo polinucleótido. Por ejemplo, para MVM, las proteínas 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 proteína o proteínas Rep grandes expresadas a partir de un polinucleótido y la proteína o proteínas 10 
Rep pequeñas expresadas a partir de un polinucleótido diferente. Típicamente, sin embargo, será más conveniente 
expresar las proteínas de replicación a partir de una única construcción. 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 proteínas Rep grandes y pequeñas a partir de casetes de expresión separados. En otros casos, puede ser 
deseable expresar las proteínas Rep grande y Rep pequeña por separado, es decir, bajo el control de elementos de 15 
control transcripcionales y/o traduccional separados. Por ejemplo, puede ser deseable controlar la expresión de las 
proteínas Rep grandes, para disminuir la relación de proteínas Rep grandes a pequeñas. En el caso de las células 
de insectos, puede ser ventajoso subregular la expresión de las proteínas Rep grandes (por ejemplo, Rep78/68) 
para evitar toxicidad para las células (véase, por ejemplo, Urabe et al., (2002) Human Gene Therapy 13: 1935). 
 20 
Como se usa en el presente documento, el término "proteína Rep grande sintética" se refiere a una proteína Rep 
grande que tiene una secuencia de aminoácidos que difiere de una secuencia de proteína Rep grande de tipo 
silvestre. La secuencia de la proteína Rep grande sintética puede diferir de una secuencia de tipo silvestre debido a 
una o más eliminaciones, adiciones, sustituciones o cualquier combinación de las mismas. La diferencia entre las 
secuencias sintéticas y de tipo silvestre puede ser tan pequeña tal como un cambio de un solo aminoácido, por 25 
ejemplo, un cambio en 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 más aminoácidos o cualquier 
intervalo en el mismo. En ciertas realizaciones, la proteína Rep grande sintética es una proteína Rep quimérica que 
comprende porciones de la secuencia de tipo silvestre de dos o más proteínas Rep grandes diferentes. En otras 
realizaciones, la proteína Rep grande sintética es una proteína Rep quimérica que comprende porciones de la 30 
secuencia de tipo silvestre de dos o más proteínas Rep grandes diferentes, una o más 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 proteínas estructurales que forman un parvovirus funcional o cápside de AAV (es decir, pueden empaquetar ADN 35 
e infectar células objetivo). Típicamente, las secuencias codificadoras de la cubierta codificarán todas las 
subunidades de la cápside de parvovirus o AAV, pero se pueden codificar menos pero no todas las subunidades de 
la cápside siempre que se produzca una cápside funcional. Típicamente, pero no necesariamente, las secuencias 
codificadoras de la cubierta estarán presentes en una única molécula de ácido nucleico. 
 40 
La estructura de la cápside de los parvovirus autónomos y AAV se describe con más detalle en BERNARD N. 
FIELDS et al., VIROLOGY, volumen 2, capítulos 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 porción de la ITR que, en función de la secuencia de nucleótidos, la estructura 45 
secundaria o ambas, desempeña un papel en la interacción funcional de una proteína Rep grande con la ITR, por 
ejemplo, una porción que, cuando se elimina de la ITR, impide la interacción funcional con una proteína Rep grande. 
En algunas realizaciones, el elemento estructural interactúa físicamente con la proteína Rep grande. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "interactúa funcionalmente" se refiere a una interacción entre una 50 
ITR y una proteína Rep grande (por ejemplo, de unión) que finalmente da como resultado el corte de la ITR y la 
replicación de un polinucleótido en el que está 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 proteína Rep grande durante la replicación de un 55 
polinucleótido en el que está presente la ITR. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "RBE extendido" se refiere a la secuencia de nucleótidos 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 extensión del RBE (es decir, es reconocido y unido 60 
por una proteína Rep grande). El término "RBE extendido" solo se aplica a la secuencia espaciadora cuando la 
secuencia funciona como una extensión del RBE. 
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ITR de parvovirus modificado 
 
La presente invención proporciona ITR de parvovirus modificadas y proteínas Rep sintéticas que interactúan 
funcionalmente con las ITR modificadas. Las ITR modificadas son únicas ya que no interactúan funcionalmente con 
las proteínas Rep de tipo silvestre y pueden reducir o evitar la movilización del vector. 5 
 
Un aspecto de la invención se refiere a un polinucleótido que comprende al menos una ITR de parvovirus, en el que 
la ITR comprende elementos estructurales de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 21. La ITR interactúa 
funcionalmente con una proteína Rep grande de AAV sintética. La forma en que se determinan los elementos 
estructurales se analiza a continuación. En realizaciones particulares de la presente divulgación, la proteína Rep 10 
grande sintética comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID 
NOs: 81 y 83 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80% de identidad con una de las SEQ ID NOs: 
79, 81 y 83, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad. En una realización, la ITR 
comprende además un tercer elemento estructural que interactúa funcionalmente con una proteína Rep grande de 
un AAV que es igual o diferente del primer y/o segundo AAV. 15 
 
En una realización de la presente divulgación, la ITR de parvovirus es de un parvovirus autónomo. En otra 
realización, 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, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, AAV12 y AAV13. En una realización 
adicional, la ITR de parvovirus es de un AAV no humano tal como AAV de serpiente, AAV aviar, AAV bovino, AAV 20 
canino, AAV equino, AAV ovino, AAV de cabra o AAV de camarón. 
 
El elemento estructural de la ITR puede ser cualquier elemento estructural que esté implicado en la interacción 
funcional de la ITR con una proteína Rep grande. En ciertas realizaciones, el elemento estructural proporciona 
selectividad a la interacción de una ITR con una proteína Rep grande, es decir, determina al menos en parte qué 25 
proteína Rep interactúa funcionalmente con la ITR. En otras realizaciones, el elemento estructural interactúa 
físicamente con una proteína Rep grande cuando la proteína Rep está unida a la ITR. Cada elemento estructural 
puede ser, por ejemplo, una estructura secundaria de la ITR, una secuencia de nucleótidos de la ITR, un 
espaciamiento entre dos o más elementos, o una combinación de cualquiera de los anteriores. En una realización, 
los elementos estructurales se seleccionan del grupo que consiste en un tallo de corte, un espaciador, un RBE, un 30 
RBE extendido y cualquier combinación de los mismos. En una realización particular, el primer elemento estructural 
es un tallo de corte. En otra realización, el segundo elemento estructural es un RBE. En una realización adicional, el 
segundo elemento estructural es un RBE extendido. En una realización adicional, el segundo elemento estructural 
es un espaciador. 
 35 
La capacidad de un elemento estructural para interactuar funcionalmente con una proteína Rep grande particular 
puede alterarse modificando el elemento estructural. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos del elemento 
estructural puede modificarse en comparación con la secuencia de tipo silvestre de la ITR. En una realización, 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 40 
estructura de reemplazo puede ser de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, 
AAV11, AAV12, AAV13, parvovirus de serpiente (por ejemplo, parvovirus de pitón real), parvovirus bovino, 
parvovirus de cabra, parvovirus aviar, parvovirus canino, parvovirus equino, parvovirus del camarón, 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 AAV5 y el tallo de 45 
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 AAV5 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. 50 
 
En una realización de la divulgación, la secuencia de nucleótidos del elemento estructural puede ser modificada (por 
ejemplo, la modificación 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 o más nucleótidos o 
cualquier intervalo entre los mismos) para producir un elemento estructural sintético. En ciertas realizaciones, las ITR 
específicas ejemplificadas en el presente documento (SEQ ID NOs: 17-52) se pueden modificar (por ejemplo, 55 
modificando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 o más nucleótidos 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 
realización, el elemento estructural es un tallo de corte y la secuencia modificada es una secuencia de sitio de 
resolución terminal (trs) modificada. Por ejemplo, un tallo de corte se puede modificar para que comprenda el trs de 60 
ITR2 (GGT/TGG) o los trs de ITR5 (AGTG/TGG). En otra realización, el elemento estructural es un RBE o un RBE 
extendido y la secuencia está modificada en los nucleótidos responsables de la especificidad de unión. Por ejemplo, 
la secuencia de un RBE o un RBE extendido se puede modificar para hacer que la secuencia esté más cerca o más 
lejos de los sitios de unión de consenso GAGY reconocidos por Rep. En un ejemplo, el espaciador o RBE extendido 
se puede modificar para que comprenda uno o más repeticiones de GAGY exactas (por ejemplo, la ITR de la SEQ 65 
ID NO: 39 o una secuencia modificada de la misma), por ejemplo, 1, 2, 3 o 4 o más repeticiones de GAGY exactas. 

E11733293
10-08-2018ES 2 683 695 T3

 



 16

En una realización diferente de la descripción, la estructura del elemento estructural puede modificarse. Por ejemplo, 
el elemento estructural puede ser un tallo de corte y la modificación puede ser un cambio en la altura del tallo y/o el 
número de nucleótidos en el bucle. Por ejemplo, la altura del tallo puede ser de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 
9 nucleótidos o más o cualquier intervalo entre los mismos. En una realización, la altura del tallo de corte puede ser 
de aproximadamente 5 nucleótidos a aproximadamente 9 nucleótidos e interactúa funcionalmente con Rep2. En otra 5 
realización, la altura del tallo de corte puede ser de aproximadamente 7 nucleótidos e interactúa funcionalmente con 
Rep5. En otro ejemplo, el bucle puede tener 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucleótidos o más o cualquier intervalo entre los 
mismos. En otro ejemplo, el elemento estructural puede ser un RBE o un RBE extendido y el número de sitios de 
unión a GAGY o sitios de unión 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 o 6 o más sitios de unión a GAGY 10 
o cualquier intervalo entre los mismos. Cada sitio de unión a GAGY puede ser independientemente una secuencia 
GAGY exacta o una secuencia similar a GAGY siempre que la secuencia sea suficiente para unir una proteína Rep. 
 
En otra realización de la divulgación, 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 interacción funcional con una 15 
proteína 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 o 21 nucleótidos o más o cualquier entre los mismos. En una realización, el espaciador 
entre el tallo de corte y el RBE tiene aproximadamente 3 nucleótidos de longitud e interactúa funcionalmente con 
Rep2. En otra realización, el espaciador entre el tallo de corte y el RBE es de aproximadamente 3 nucleótidos (por 
ejemplo, la ITR de la SEQ ID NO: 34 o una secuencia modificada de la misma) hasta aproximadamente 21 20 
nucleótidos de longitud (por ejemplo, la ITR de la SEQ ID NO: 37 o una secuencia modificada de la misma) e 
interactúa funcionalmente con Rep5. En una realización, el espaciador es el espaciador de 15 nucleótidos 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% o 99%. 
 25 
En una realización representativa de la divulgación, el polinucleótido comprende al menos un ITR de parvovirus, en 
el que dicha ITR comprende: (a) un primer elemento estructural que interactúa funcionalmente con una proteína Rep 
grande de uno o más de AAV1, AAV2, AAV3 , AAV4, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, AAV12 y AAV13, 
pero no interactúa funcionalmente con una proteína Rep grande de AAV5; y (b) un segundo elemento estructural 
que interactúa funcionalmente con la proteína Rep grande de AAV5 pero que no interactúa funcionalmente con la 30 
proteína Rep grande de uno o más de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, 
AAV12 y AAV13; en el que la ITR interactúa funcionalmente con una proteína Rep grande de AAV sintética que 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de las SEQ ID NOS: 79, 81 y 83. 
 
En un aspecto de la presente divulgación, el polinucleótido que comprende la ITR modificada de la presente 35 
divulgación comprende además una segunda ITR que puede ser la misma o diferente de la primera ITR. En una 
realización, el polinucleótido comprende además un ácido nucleico heterólogo, por ejemplo, una secuencia que 
codifica una proteína o un ARN funcional. En algunas realizaciones, la segunda ITR no puede resolverse mediante 
la proteína Rep, es decir, dando como resultado un ADN viral de cadena doble. 
 40 
La presente divulgación también proporciona un vector viral que comprende el polinucleótido que comprende la ITR 
modificada de la presente divulgación. El vector viral puede ser un vector de parvovirus, por ejemplo, un vector de 
AAV. La presente divulgación proporciona además una partícula de parvovirus recombinante (por ejemplo, una 
partícula de AAV recombinante) que comprende la ITR modificada de la presente divulgación. Los vectores virales y 
las partículas virales se discuten adicionalmente más adelante. 45 
 
Proteínas Rep sintéticas 
 
Un aspecto de la invención se refiere a proteínas Rep grandes sintéticas que interactúan funcionalmente con las ITR 
modificadas de la invención. Por lo tanto, en un aspecto, la invención se refiere a una proteína Rep grande sintética 50 
que comprende elementos estructurales de la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 79. La forma en que se 
determinan los elementos estructurales se analiza a continuación. En una realización de la presente divulgación, el 
primer elemento estructural es un tallo de corte y la primera parte de la proteína Rep grande sintética funcional 
interactúa con el tallo de corte. En otra realización, el segundo elemento estructural es un espaciador, RBE o RBE 
extendido y la segunda porción de la proteína Rep grande sintética funcional interactúa con el espaciador, RBE o 55 
RBE extendida. 
 
En una realización de la divulgación, una o más porciones de la proteína Rep grande sintética comprenden una 
secuencia de aminoácidos de tipo silvestre de una proteína Rep de parvovirus. En otra realización, una o más 
porciones de la proteína Rep grande sintética comprenden una secuencia de aminoácidos que se modifica en 60 
comparación con la secuencia de tipo silvestre de una proteína Rep de parvovirus. La modificación puede ser una 
adición, eliminación, sustitución o cualquier combinación de los mismos. La proteína Rep grande sintética puede 
comprender uno o más aminoácidos 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 más aminoácidos o cualquier 65 
intervalo entre los mismos. 
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En una realización de la presente divulgación, la primera y la segunda porciones (y/o la tercera porción) están 
directamente unidas entre sí. En otra realización, las porciones están conectadas por un enlazador, por ejemplo, 1, 
2, 3, 4, 5 o 6 o más aminoácidos. La proteína Rep grande sintética puede comprender porciones adicionales (por 
ejemplo, de Rep u otra proteína o secuencias sintéticas) que no están implicadas en la interacción funcional con una 
ITR. Los ejemplos de otras secuencias pueden incluir, sin limitación, señales de localización, etiquetas para 5 
aislamiento mejorado, etc. 
 
En una realización de la divulgación, la primera porción de la proteína Rep grande sintética comprende, consiste 
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoácidos 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: 10 
118. Por ejemplo, la primera porción puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en una secuencia de 
aminoácidos 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 porción comprende, consiste 
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80% de identidad con una 15 
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 realización de la divulgación, la segunda porción de la proteína Rep grande sintética comprende, consiste 
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoácidos desde aproximadamente el residuo 149 hasta 20 
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 porción puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en una secuencia 
de aminoácidos 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 25 
de tipo silvestre o cualquier intervalo entre las mismas. En ciertas realizaciones, la segunda porción comprende, 
consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoácidos 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. 
 30 
En una realización representativa de la divulgación, de la proteína Rep grande sintética, la primera porción 
comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoácidos desde aproximadamente el 
residuo 97 hasta aproximadamente los residuos 146-151 de una secuencia de Rep de AAV5 de tipo silvestre y la 
segunda porción comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoácidos desde 
aproximadamente el residuo 149 hasta aproximadamente el residuo 187 de una secuencia de Rep de AAV2 de tipo 35 
silvestre. En otra realización representativa, la primera porción comprende, consiste esencialmente en, o consiste en 
una secuencia de aminoácidos desde aproximadamente el residuo 1 hasta aproximadamente los residuos 146-151 
de una secuencia de Rep de AAV5 de tipo silvestre y la segunda porción comprende, consiste esencialmente en, o 
consiste en una secuencia de aminoácidos desde aproximadamente el residuo 149 hasta aproximadamente el 
residuo 621 de una secuencia de Rep de AAV2 de tipo silvestre. En ciertas realizaciones, la proteína Rep grande 40 
sintética comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NOs: 
81 y 83. En otras realizaciones, la proteína Rep grande sintética comprende, consiste esencialmente en, o consiste 
en, una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80% de identidad con una secuencia de aminoácidos de las 
SEQ ID NOs: 79, 81 y 83, por ejemplo, al menos 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% de identidad. 
 45 
En ciertas realizaciones de la divulgación, la porción de la proteína Rep grande sintética de una secuencia de Rep 
de AAV2 de tipo silvestre como se describió anteriormente se puede reemplazar con la porción correspondiente de 
otra proteína Rep de serotipo AAV humano distinta de AAV5, por ejemplo, AAV1, AAV3, AAV4, AAV6, AAV7, AAV8, 
AAV9, AAV10, AAV11, AAV12 o AAV13. La similitud estructural y funcional entre las proteínas Rep de AAV2 y otros 
serotipos humanos (con la excepción de AAV5) puede permitir la sustitución de secuencias de Rep entre los 50 
serotipos (véanse las Figuras 31 y 32). 
 
En ciertas realizaciones, una o más de las porciones de las proteínas 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 o 20 o más aa o cualquier intervalo entre los mismos). En otras realizaciones, las proteínas Rep sintéticas 55 
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 o 20 o más aa o cualquier intervalo entre los mismos). En algunas realizaciones, las 
proteínas Rep sintéticas modificadas retienen el aminoácido Y156 (numeración según Rep2). En otras realizaciones, 
las proteínas Rep sintéticas modificadas retienen los aminoácidos C151, N155 y/o T161 (numeración según Rep2). 
En otras realizaciones, las proteínas Rep sintéticas modificadas retienen los aminoácidos G148, A152 y/o V158 60 
(numeración según Rep5). Estos aminoácidos específicos pueden ser importantes para la actividad y/o 
especificidad. 
 
La invención también proporciona polinucleótidos (opcionalmente, polinucleótidos aislados) que codifican las 
proteínas Rep sintéticas de la invención. En algunas realizaciones, los polinucleótidos codifican adicionalmente una 65 
o más proteínas Cap de parvovirus. Además se proporcionan vectores que comprenden los polinucleótidos y células 
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(in vivo o en cultivo) que comprenden los polinucleótidos y/o vectores de la invención. Los vectores adecuados 
incluyen, sin limitación, vectores virales (por ejemplo, adenovirus, AAV, virus del herpes, vacuna, virus de la viruela, 
baculovirus, virus de Epstein-Barr, y similares), plásmidos, fagos, YAC, BAC y similares. En algunas realizaciones, el 
polinucleótido está integrado de forma estable en el genoma de una célula. Dichos polinucleótidos, vectores y 
células pueden usarse, por ejemplo, como reactivos (por ejemplo, construcciones de empaquetamiento adyuvante o 5 
células de empaquetamiento) para la producción de vectores virales como se describe en este documento. 
 
ITR de AAV de serpiente 
 
Un aspecto de la presente divulgación se refiere al descubrimiento de que una secuencia de ITR de AAV de 10 
serpiente puede funcionar como parte de un vector de parvovirus, aunque no es reconocida por las proteínas Rep de 
parvovirus de mamífero (por ejemplo, humano o de primates). La movilización del vector puede, por lo tanto, 
reducirse o evitarse. De este modo, un aspecto de la presente divulgación se refiere a una plantilla de parvovirus 
que comprende (i) una secuencia de nucleótidos heteróloga, 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 pitón real. En una realización, la 15 
secuencia de ITR de AAV de serpiente comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 123. En una 
realización adicional, la secuencia ITR de AAV de serpiente comprende la secuencia de nucleótidos 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, o 20 o más nucleótidos o cualquier intervalo de la misma). En otras realizaciones, la plantilla de parvovirus 
comprende al menos una porción de una ITR de AAV de serpiente, por ejemplo, al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 20 
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, o 150 o más nucleótidos 
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 divulgación se refiere además a una partícula de parvovirus que comprende la plantilla de parvovirus de 25 
serpiente de la presente divulgación. En ciertas realizaciones, la partícula de parvovirus comprende una cápside de 
mamífero, por ejemplo, una cápside humana o de primate. 
 
En un aspecto, la presente divulgación se refiere al descubrimiento de métodos para producir partículas de 
parvovirus que comprenden una ITR de AAV de serpiente, que incluyen el requerimiento de una proteína Rep 30 
pequeña de mamífero. Por tanto, un aspecto de la presente divulgación se refiere a un método para producir una 
partícula de parvovirus, que comprende proporcionar a una célula (por ejemplo, una célula de mamífero tal como 
una célula humana o de primate) permisiva para la replicación de parvovirus: (a) una plantilla de parvovirus 
recombinante que comprende (i) una secuencia de nucleótidos heteróloga, y (ii) al menos una secuencia de ITR de 
AAV de serpiente; (b) un polinucleótido que codifica una o más proteínas Rep de AAV de serpiente y proteína o 35 
proteínas Cap de AAV de mamífero; y (c) un polinucleótido que codifica proteínas Rep52 y/o Rep40 de mamífero; en 
condiciones suficientes para la replicación y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante; por lo 
que se producen en la célula las partículas de parvovirus recombinante que empaquetan la plantilla de parvovirus 
recombinante. En una realización, la proteína Cap de AAV de mamífero es una proteína Cap de AAV humana o de 
primate. En otra realización, las proteínas Rep52 y/o Rep40 de AAV de mamífero son proteínas Rep52 y/o Rep40 40 
humanas o de primate (incluyendo formas modificadas de las mismas), por ejemplo, de AAV2. En algunas 
realizaciones, el polinucleótido que codifica la proteína Rep de AAV de serpiente y la proteína Cap de AAV de 
mamífero también codifica las proteínas Rep52 y/o Rep40 de mamífero. En otras realizaciones, el polinucleótido que 
codifica la proteína Rep de AAV de serpiente y la proteína Cap de AAV de mamífero está separado del 
polinucleótido que codifica las proteínas Rep52 y/o Rep40 de mamífero. En algunas realizaciones, el polinucleótido 45 
que codifica la proteína Rep de AAV de serpiente y la proteína Cap de AAV de mamífero es el plásmido 
pSnRepCap2 (SEQ ID NO: 125). 
 
En otras realizaciones, pueden usarse otras secuencias de ITR de AAV no humanas no reconocidas por las 
proteínas Rep de los parvovirus humanos o de primates. Los ejemplos incluyen, sin limitación, secuencias de AAV 50 
de camarón, insecto, cabra, bovino, equino y canino. 
 
Métodos de producción de vectores virales 
 
La presente divulgación proporciona además métodos para producir vectores virales. En una realización particular, 55 
la presente divulgación proporciona un método para producir una partícula de parvovirus recombinante, que 
comprende proporcionar a una célula permisiva para la replicación de parvovirus: (a) una plantilla de parvovirus 
recombinante que comprende (i) una secuencia de nucleótidos heteróloga, y (ii) la ITR de parvovirus modificada de 
la presente divulgación; (b) un polinucleótido que codifica una proteína Rep grande sintética de la presente 
divulgación; en condiciones suficientes para la replicación y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus 60 
recombinante; por lo cual se producen partículas de parvovirus recombinantes en la célula. Las condiciones 
suficientes para la replicación y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante pueden ser, por 
ejemplo, la presencia de secuencias de AAV suficientes para la replicación del molde de parvovirus y la 
encapsidación en cápsides 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 65 
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parvovirus comprende dos secuencias de ITR de parvovirus, que están ubicadas en 5' y 3' con respecto a la 
secuencia heteróloga de ácido nucleico, aunque no necesitan estar directamente contiguas a la misma. 
 
En algunas realizaciones de la divulgación, la plantilla de parvovirus recombinante comprende una ITR que no se 
resuelve mediante Rep para elaborar vectores de AAV dúplex como se describe en la publicación internacional de 5 
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 cápside de parvovirus se produce en 
la célula. El método puede comprender además la etapa de recoger el vector viral de la célula. El vector viral se 10 
puede recoger del medio y/o mediante lisis de las células. 
 
La célula puede ser una célula que es permisiva para la replicación viral de parvovirus. Se puede emplear cualquier 
célula adecuada conocida en la técnica. En realizaciones particulares, la célula es una célula de mamífero (por 
ejemplo, una célula de primate o humana). Como otra opción, la célula puede ser una línea celular de 15 
empaquetamiento complementario trans que proporciona funciones eliminadas de un virus adyuvante de replicación 
defectuosa, por ejemplo, células 293 u otras células E1a de complementación trans. 
 
Las secuencias de replicación y de la cápside de parvovirus se pueden proporcionar mediante cualquier método 
conocido en la técnica. Los protocolos actuales típicamente expresan los genes rep/cap de parvovirus en un único 20 
plásmido. Las secuencias de replicación 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 híbrido 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 25 
ventaja de este método es que los vectores del EBV son episomales, pero mantendrán un alto número de copias a 
lo largo de sucesivas divisiones celulares (es decir, se integran de manera estable en la célula como elementos 
extracromosómicos, designados como un "episoma nuclear basado en EBV"; véase Margolski, (1992) Curr. Top. 
Microbiol. Immun. 158: 67). 
 30 
Como una alternativa adicional, se pueden incorporar en forma estable en una célula secuencias de rep/cap. 
 
Típicamente las secuencias de rep/cap de parvovirus no estarán flanqueadas por las TR, para evitar el rescate y/o el 
empaquetamiento de estas secuencias. 
 35 
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, plásmido) 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 ilustración, Palombo et al., (1998) J. 
Virology 72: 5025, describe un vector de baculovirus que porta un gen informador flanqueado por las TR de AAV. 40 
Los vectores del EBV también se pueden emplear para suministrar la plantilla, como se describió anteriormente con 
respecto a los genes rep/cap. 
 
En otra realización representativa, la plantilla de parvovirus es proporcionada por un virus rAAV replicante. En aún 
otras realizaciones, un provirus AAV que comprende la plantilla de parvovirus está integrado de forma estable en el 45 
cromosoma de la célula. 
 
Para mejorar los títulos de virus, pueden proporcionarse a la célula las funciones del virus adyuvante (por ejemplo, 
adenovirus o virus del herpes) que promueven una infección por parvovirus productiva. 
 50 
Se conocen en la técnica secuencias de virus adyuvantes necesarias para la replicación de parvovirus. Típicamente, 
estas secuencias serán 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 miniplásmido de adenovirus no infeccioso que porta todos los genes adyuvantes que 
promueven la producción eficiente de parvovirus como describen Ferrari et al., (1997) Nature Med. 3: 1295, y las 55 
patentes de Estados Unidos Nos. 6.040.183 y 6.093.570. 
 
Además, 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 extracromosómico estable. 
Generalmente, las secuencias de virus adyuvantes no se pueden empaquetar en viriones de parvovirus, por 60 
ejemplo, no están flanqueados por TR. 
 
Los expertos en la materia apreciarán que puede ser ventajoso proporcionar la replicación de parvovirus y las 
secuencias de la cápside y las secuencias del virus adyuvante (por ejemplo, secuencias de adenovirus) en una 
única construcción adyuvante. Esta construcción adyuvante puede ser una construcción no viral o viral. Como una 65 
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ilustración no limitante, la construcción adyuvante puede ser un adenovirus híbrido o virus del herpes híbrido que 
comprende los genes rep/cap de parvovirus. 
 
En una realización particular, las secuencias de rep/cap de parvovirus y las secuencias adyuvantes de adenovirus 
son suministradas por un único vector adyuvante de adenovirus. Este vector puede comprender adicionalmente la 5 
plantilla de parvovirus. Las secuencias de rep/cap de parvovirus y/o la plantilla de parvovirus se pueden insertar en 
una región eliminada (por ejemplo, las regiones E1a o E3) del adenovirus. 
 
En una realización 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 realización, la plantilla de parvovirus 10 
se puede proporcionar como una plantilla de plásmido. 
 
En otra realización 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 15 
mantiene dentro de la célula como un elemento extracromosómico (por ejemplo, como un episoma nuclear basado 
en EBV). 
 
En una realización a modo de ejemplo adicional, las secuencias de rep/cap de parvovirus y las secuencias 
adyuvantes de adenovirus son proporcionadas por un único adyuvante de adenovirus. La plantilla de parvovirus se 20 
puede proporcionar como un vector viral de replicación separado. Por ejemplo, la plantilla de parvovirus puede 
proporcionarse mediante una partícula de parvovirus o una segunda partícula de adenovirus recombinante. 
 
De acuerdo con los métodos anteriores, el vector de adenovirus híbrido comprende típicamente las secuencias cis 
de adenovirus 5' y 3' suficientes para la replicación y el empaquetamiento de adenovirus (es decir, las repeticiones 25 
terminales de adenovirus y la secuencia de PAC). Las secuencias de rep/cap de parvovirus y, si están presentes, la 
plantilla de parvovirus está incorporada en la cadena principal del adenovirus y está flanqueada por las secuencias 
cis 5' y 3', de modo que estas secuencias pueden empacarse en cápsides de adenovirus. Como se describió 
anteriormente, las secuencias adyuvantes de adenovirus y las secuencias de rep/cap de parvovirus generalmente no 
están flanqueadas por TR, de modo que estas secuencias no se empaquetan en los viriones de parvovirus. 30 
 
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 35 
parvovirus. Los virus híbridos del herpes que codifican la proteína o proteínas Rep de parvovirus pueden facilitar 
ventajosamente esquemas de producción de vectores de parvovirus escalables. Se ha descrito un vector híbrido del 
virus del herpes simple tipo I (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). 
 40 
Como una alternativa adicional, los vectores virales de la presente divulgación 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 45 
método conocido en la técnica. Por ejemplo, el virus de parvovirus y adyuvante se puede diferenciar fácilmente en 
función del tamaño. El parvovirus también puede separarse del virus adyuvante basándose en la afinidad por un 
sustrato de heparina (Zolotukhin et al. (1999) Gene Therapy 6: 973). Los virus adyuvantes de replicación defectuosa 
eliminados se pueden usar para que cualquier virus adyuvante contaminante no sea competente en la replicación. 
Como una alternativa adicional, puede emplearse un adyuvante de adenovirus que carece de expresión génica 50 
tardía, ya que solo se requiere la expresión del gen temprano de adenovirus para mediar el empaquetamiento del 
parvovirus. Los mutantes de adenovirus defectuosos para la expresión génica tardía son conocidos en la técnica 
(por ejemplo, mutantes de adenovirus ts100K y ts149). 
 
Vectores de virus recombinantes 55 
 
Los vectores virales de la presente divulgación son útiles para la administración de ácidos nucleicos a células in 
vitro, ex vivo e in vivo. En particular, los vectores virales se pueden emplear ventajosamente para administrar o 
transferir ácidos nucleicos a animales, incluidos mamíferos, células. 
 60 
Cualquier secuencia heteróloga de ácido nucleico de interés se puede administrar en los vectores virales de la 
presente divulgación. Los ácidos nucleicos de interés incluyen ácidos nucleicos que codifican polipéptidos, 
incluyendo polipéptidos terapéuticos (por ejemplo, para usos médicos o veterinarios), inmunogénicos (por ejemplo, 
para vacunas) o de diagnóstico. 
 65 
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Los polipéptidos terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, proteína reguladora transmembrana de la fibrosis 
quística (CFTR), distrofina (que incluye mini y microdistrofinas (véase, por ejemplo, Vincent et al., (1993) Nature 
Genetics 5: 130; publicación de patente de Estados Unidos No. 2003/017131; publicación 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 II, IGF-1, polipéptidos 5 
antiinflamatorios tales como el mutante dominante Ikappa B, sarcospan, utrofina (Tinsley et al., (1996) Nature 384: 
349), mini-utrofina, factores de coagulación (por ejemplo, Factor VIII, Factor IX, Factor X, etc.), eritropoyetina, 
angiostatina, endostatina, catalasa, tirosina hidroxilasa, superóxido dismutasa, leptina, receptor de LDL, lipoproteína 
lipasa, ornitina transcarbamilasa, β-globina, α-globina, espectrina, α1-antitripsina, adenosina desaminasa, 
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa, β-glucocerebrosidasa, esfingomielinasa, hexosaminidasa lisosomal A, 10 
deshidrogenasa cetoácida de cadena ramificada, proteína RP65, citoquinas (por ejemplo, interferón α, interferón β, 
interferón γ, interleuquina 2, interleuquina 4, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos, linfotoxina y 
similares), factores de crecimiento peptídicos, factores neurotróficos 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 neurotrófico 3 y 15 
4, factor neurotrófico derivado del cerebro, proteínas morfogénicas óseas [que incluyen RANKL y VEGF], factor de 
crecimiento derivado de la glía, factor de crecimiento transformante α y β, y similares), α-glucosidasa del ácido 
lisosómico, α-galactosidasa A, receptores (por ejemplo, el receptor soluble del factor α de crecimiento de la necrosis 
tumoral), S100A1, parvalbúmina, adenilil ciclasa tipo 6, una molécula que afecta al receptor quinasa tipo 2 
desactivado acoplado a proteína G, tal como un bARKct constitutivamente activo truncado, factores antiinflamatorios 20 
tales como IRAP, proteínas antimiostatina, aspartoacilasa y anticuerpos monoclonales (que incluyen anticuerpos 
monoclonales de cadena sencilla; un ejemplo de Mab es el Mab Herceptin®). Otras secuencias ilustrativas de ácidos 
nucleicos heterólogos codifican productos genéticos suicidas (por ejemplo, timidina quinasa, citosina desaminasa, 
toxina diftérica y factor de necrosis tumoral), proteínas que confieren resistencia a un fármaco utilizado en la terapia 
del cáncer, productos génicos supresores de tumores (por ejemplo, P53, Rb, Wt-1), TRAIL, ligando de FAS y 25 
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)). 
 30 
Las secuencias heterólogas de ácidos 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, proteína fluorescente verde, β-galactosidasa, fosfatasa alcalina, luciferasa y gen de 
cloranfenicol acetiltransferasa. 
 35 
Alternativamente, en realizaciones particulares de la presente divulgación, el ácido nucleico heterólogo puede 
codificar un ácido nucleico antisentido, una ribozima (por ejemplo, como se describe en la patente de Estados 
Unidos No. 5.877.022), ARN que efectúan 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 40 
(véase, Sharp et al., (2000) Science 287: 2431), y otros ARN no traducidos, tales como ARN "guía" (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 múltiples fármacos (MDR) 
(por ejemplo, para tratar y/o prevenir tumores y/o para administración al corazón para evitar daños por 
quimioterapia), ARNi contra miostatina (por ejemplo, para distrofia muscular de Duchenne), ARNi contra VEGF (por 45 
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, α, β, 50 
γ], ARNi contra miostatina, propéptido de miostatina, folistatina o receptor soluble de activina tipo II, ARNi contra 
polipéptidos antiinflamatorios tales como el mutante dominante Ikappa B y ARNi dirigido contra organismos y virus 
patógenos (por ejemplo, virus de la hepatitis B, virus de la inmunodeficiencia humana, CMV, virus del herpes simple, 
virus del papiloma humano, etc.). 
 55 
Alternativamente, en realizaciones particulares de la presente divulgación, el ácido nucleico heterólogo puede 
codificar el inhibidor de proteína fosfatasa I (I-1), serca2a, proteínas de dedo de zinc que regulan el gen de 
fosfolamban, Barkct, receptor β2-adrenérgico, receptor quinasa β2-adrenérgico (BARK), fosfoinositida-3 quinasa (PI3 
quinasa), una molécula que afecta al receptor quinasa tipo 2 a acoplado a proteína G, tal como un bARKct 
constitutivamente activo truncado; calsarcina, ARNi contra fosfolamban; moléculas inhibidoras de fosfolamban o de 60 
dominancia negativa tales como fosfolamban S16E, enos, inos o proteínas morfogénicas óseas (que incluyen BNP2, 
7, etc., RANKL y/o VEGF). 
 
El vector viral también puede comprender un ácido nucleico heterólogo que comparte homología y se recombina con 
un locus en un cromosoma huésped. Este enfoque puede utilizarse, por ejemplo, para corregir un defecto genético 65 
en la célula huésped. 
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La presente divulgación también proporciona vectores virales que expresan un polipéptido inmunogénico, por 
ejemplo, para la vacunación. El ácido nucleico puede codificar cualquier inmunógeno de interés conocido en la 
técnica que incluye, pero no se limita a, inmunógenos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la 
inmunodeficiencia simia (SIV), virus de la influenza, VIH o proteínas gag del SIV, antígenos tumorales, antígenos del 
cáncer, antígenos bacterianos, antígenos virales y similares. 5 
 
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 antígeno puede presentarse en la cápside de parvovirus. 10 
Alternativamente, el antígeno se puede expresar a partir de un ácido nucleico heterólogo introducido en un genoma 
de vector recombinante. Cualquier inmunógeno 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 divulgación. 
 
Un polipéptido inmunogénico puede ser cualquier polipéptido adecuado para provocar una respuesta inmune y/o 15 
proteger al sujeto contra una infección y/o enfermedad, que incluye, pero no se limita a, infecciones y enfermedades 
por microbios, bacterias, protozoos, parásitos, hongos y/o virus. Por ejemplo, el polipéptido inmunogénico puede ser 
un inmunógeno de ortomixovirus (por ejemplo, un inmunógeno de virus de influenza, tal como la proteína de 
superficie de hemaglutinina (HA) del virus de la influenza o la nucleoproteína del virus de la influenza, o un 
inmunógeno del virus de influenza equina) o un inmunógeno de lentivirus (por ejemplo un inmunógeno del virus de la 20 
anemia infecciosa equina, un inmunógeno del virus de la inmunodeficiencia simia (SIV) o un inmunógeno del virus 
de la inmunodeficiencia humana (VIH), tal como la proteína GP160 de la envoltura del VIH o SIV, las proteínas de la 
matriz/cápside del VIH/SIV y los productos génicos gag, pol y env del VIH o SIV). El polipéptido inmunogénico 
también puede ser un inmunógeno de arenavirus (por ejemplo, inmunógeno del virus de la fiebre de Lassa, tal como 
la proteína de la nucleocápside del virus de la fiebre de Lassa y la glicoproteína de la envoltura de la fiebre de 25 
Lassa), un inmunógeno del virus de la viruela (por ejemplo, un inmunógeno del virus vacuna, tal como los productos 
del gen L1 o L8 del virus vacuna), un inmunógeno de flavivirus (por ejemplo, un inmunógeno del virus de la fiebre 
amarilla o un inmunógeno de encefalitis japonesa), un inmunógeno de filovirus (por ejemplo, un inmunógeno de virus 
del Ebola o un inmunógeno de virus de Marburg, tal como productos génicos NP y GP), un inmunógeno de 
bunyavirus (por ejemplo, inmunógenos del virus RVFV, CCHF y/o SFS) o un inmunógeno de coronavirus (por 30 
ejemplo, un inmunógeno de coronavirus humano infeccioso, tal como la glucoproteína de envoltura de coronavirus 
humano, o un inmunógeno de virus de gastroenteritis transmisible porcina, o un inmunógeno del virus de la 
bronquitis infecciosa aviar). El polipéptido inmunogénico puede ser además un inmunógeno de polio, un inmunógeno 
de herpes (por ejemplo, inmunógenos de CMV, EBV, HSV) un inmunógeno de paperas, un inmunógeno de 
sarampión, un inmunógeno de rubéola, una toxina de difteria u otro inmunógeno de difteria, un antígeno de tos 35 
ferina, un inmunógeno de hepatitis (por ejemplo, de hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, etc.), y/o cualquier otro 
inmunógeno de vacuna ahora conocido en la técnica o identificado posteriormente como un inmunógeno. 
 
Alternativamente, el polipéptido inmunogénico puede ser cualquier tumor o antígeno de célula cancerosa. 
Opcionalmente, el antígeno tumoral o cancerígeno se expresa en la superficie de la célula cancerosa. Los ejemplos 40 
de antígenos cancerosos y de células tumorales se describen en S. A. Rosenberg (Immunity 10: 281 (1991)). Otros 
antígenos cancerígenos 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, β-catenina, MUM-1, 
Caspasa-8, KIAA0205, HPVE, SART-1, PRAME, p15, antígenos 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 45 
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 (antígeno 
sialil Tn), proteínas c-erbB-2, PSA, L-CanAg, receptor de estrógeno, globulina de grasa de leche, proteína supresora 
de tumor p53 (Levine, (1993) Ann. Rev. Biochem. 62: 623 ); antígenos de mucina (publicación internacional de 50 
patente No. WO 90/05142); telomerasas; proteínas nucleares de matriz; fosfatasa ácida prostática; antígenos del 
virus del papiloma; y/o antígenos ahora conocidos o posteriormente descubiertos como asociados con los siguientes 
cánceres: melanoma, adenocarcinoma, timoma, linfoma (por ejemplo, linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin), 
sarcoma, cáncer de pulmón, cáncer de hígado, cáncer de colon, leucemia, cáncer uterino, cáncer de mama, cáncer 
de próstata, cáncer de ovario, cáncer de cuello uterino, cáncer de vejiga, cáncer de riñón, cáncer de páncreas, 55 
cáncer de cerebro y cualquier otro cáncer o condición maligna ahora conocida o identificada posteriormente (véase, 
por ejemplo, Rosenberg, (1996) Ann. Rev . Med. 47: 481-91). 
 
Como una alternativa adicional, el ácido nucleico heterólogo 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 60 
células cultivadas y el producto del gen expresado aislado a partir de ellas. 
 
Los expertos en la técnica entenderán que el ácido o los ácidos nucleicos heterólogos de interés pueden asociarse 
operativamente con secuencias de control apropiadas. Por ejemplo, el ácido nucleico heterólogo puede asociarse 
operativamente con elementos de control de la expresión, tales como señales de control de transcripción/traducción, 65 
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orígenes de replicación, señales de poliadenilación, sitios internos de entrada al ribosoma (IRES), promotores y/o 
potenciadores, y similares. 
 
Los expertos en la técnica apreciarán que puede usarse una variedad de elementos promotores/potenciadores 
dependiendo del nivel y la expresión deseada específica del tejido. El promotor/potenciador puede ser constitutivo o 5 
inducible, dependiendo del patrón de expresión deseado. El promotor/potenciador puede ser nativo o foráneo y 
puede ser una secuencia natural o sintética. Por foráneo, se pretende que la región de inicio de la transcripción no 
se encuentre en el huésped de tipo silvestre en el que se introduce la región de inicio de la transcripción. 
 
En realizaciones particulares, los elementos promotores/potenciadores pueden ser nativos de la célula objetivo o 10 
sujetos a ser tratados. En realizaciones representativas, el elemento promotor/potenciador puede ser nativo de la 
secuencia heteróloga de ácido nucleico. El elemento promotor/potenciador generalmente se elige para que funcione 
en la célula o células objetivo de interés. Además, en realizaciones particulares, el elemento promotor/potenciador 
es un elemento promotor/potenciador de mamífero. El elemento promotor/potenciador puede ser constitutivo o 
inducible. 15 
 
Los elementos inducibles de control de la expresión son típicamente ventajosos en aquellas aplicaciones en las que 
es deseable proporcionar regulación sobre la expresión de la secuencia o secuencias heterólogas de ácido nucleico. 
Los elementos promotores/potenciadores inducibles para la administración de genes pueden ser elementos 
promotores/potenciadores preferidos o específicos del tejido e incluyen específicos o preferidos del músculo 20 
(incluidos los preferidos o específicos del músculo cardíaco, esquelético o liso), específicos o preferidos del tejido 
neural (incluido específicos o preferidos del cerebro), específicos o preferidos del ojo (incluidos específicos de la 
retina y específicos de la córnea), específicos o preferidos del hígado, específicos o preferidos de la médula ósea, 
específicos o preferidos del páncreas, específicos o preferidos del bazo, y elementos promotores/potenciadores 
específicos o preferidos del pulmón. Otros elementos promotores/potenciadores inducibles incluyen elementos 25 
inducibles por hormonas e inducibles por metales. Ejemplos de elementos promotores/potenciadores inducibles 
incluyen, pero no se limitan a, un elemento de activación/desactivación de Tet, un promotor inducible por RU486, un 
promotor inducible por ecdisona, un promotor inducible por rapamicina y un promotor de metalotioneína. 
 
En realizaciones en las que la secuencia o secuencias de ácido nucleico heterólogo se transcriben y luego se 30 
traducen en las células objetivo, generalmente se incluyen señales de iniciación específicas para la traducción 
eficiente de las secuencias insertadas de codificación de proteína. Estas secuencias exógenas de control de la 
traducción, que pueden incluir el codón de iniciación ATG y secuencias adyacentes, pueden ser de una variedad de 
orígenes, tanto naturales como sintéticos. 
 35 
Los vectores virales de acuerdo con la presente divulgación proporcionan un medio para suministrar ácidos 
nucleicos heterólogos 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 ácido 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 útiles en un 
método para administrar un ácido nucleico a un sujeto que lo necesita, por ejemplo, para expresar un polipéptido 40 
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. 
Además, el método puede ponerse en práctica porque la producción del polipéptido o ARN funcional en el sujeto 
puede impartir algún efecto beneficioso. 
 45 
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 relación con los métodos de selección). 
 
En general, los vectores virales de la presente divulgación se pueden emplear para administrar un ácido nucleico 50 
heterólogo 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 patológicos ilustrativos 
incluyen, pero no se limitan a: fibrosis quística (proteína reguladora transmembrana de la fibrosis quística) y otras 
enfermedades del pulmón, hemofilia A (factor VIII), hemofilia B (factor IX), talasemia (β-globina), anemia 
(eritropoyetina) y otros trastornos sanguíneos, enfermedad de Alzheimer (GDF; neprilisina), esclerosis múltiple 55 
(interferón β), enfermedad de Parkinson (factor neurotrófico derivado de la línea celular glial [GDNF]), enfermedad 
de Huntington (ARNi para eliminar las repeticiones), esclerosis lateral amiotrófica, epilepsia (galanina, factores 
neurotróficos) y otros trastornos neurológicos, cáncer (endostatina, angiostatina, TRAIL, ligando FAS, citoquinas 
incluyendo interferones, ARNi incluyendo ARNi contra VEGF o el producto génico de resistencia a múltiples 
medicamentos), diabetes mellitus (insulina), distrofias musculares que incluyen Duchenne (distrofina, mini-distrofina, 60 
factor de crecimiento I similar a la insulina, un sarcoglicano [por ejemplo, α, β, γ], ARNi contra miostatina, propéptido 
de miostatina, folistatina, receptor soluble de activina de tipo II, polipéptidos antiinflamatorios tales como el mutante 
dominante de Ikappa B, sarcospan, utrofina, mini-utrofina, ARNi contra uniones de empalme en el gen de la 
distrofina para inducir omisión de exón [véase, por ejemplo, el documento WO/2003/095647], antisentido contra 
ARNnp U7 para inducir omisión de exón [véase, por ejemplo, el documento WO/2006/021724], y anticuerpos o 65 
fragmentos de anticuerpos contra miostatina o propéptido de miostatina) y enfermedad de Becker, enfermedad de 
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Gaucher (glucocerebrosidasa), enfermedad de Hurler (-L-iduronidasa), deficiencia de adenosina desaminasa 
(adenosina desaminasa), enfermedades de almacenamiento de glucógeno (por ejemplo, enfermedad de Fabry [-
galactosidasa] y enfermedad de Pompe [-glucosidasa del ácido lisosómico]) y otros defectos metabólicos, enfisema 
congénito (1-antitripsina), síndrome de Lesch-Nyhan (hipoxantina guanina fosforribosil transferasa), enfermedad de 
Niemann-Pick (esfingomielinasa), enfermedad de Tays Sachs (hexosaminidasa lisosómica A), enfermedad urinaria 5 
de jarabe de arce (deshidrogenasa cetoácida de cadena ramificada), enfermedades degenerativas de la retina (y 
otras enfermedades del ojo y retina, por ejemplo, PDGF para la degeneración macular), enfermedades de órganos 
sólidos 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]), hígado, riñón, corazón 
incluyendo insuficiencia cardíaca congestiva o enfermedad arterial periférica (PAD) (por ejemplo, administrando el 10 
inhibidor de la proteína fosfatasa I (I-1), serca2a, proteínas de dedos de zinc que regulan el gen fosfolamban, Barkct, 
receptor β2-adrenérgico, receptor quinasa β2-adrenérgico (BARK), fosfoinosítido-3 quinasa (PI3 quinasa), S100A1, 
parvalbúmina, adenilil ciclasa tipo 6, una molécula que afecta al receptor tipo quinasa tipo 2 desactivado acoplado a 
proteína 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 15 
crecimiento similares a la insulina), trastornos de las articulaciones (factor 1 y/o 2 de crecimiento similar a la 
insulina), hiperplasia de la íntima (por ejemplo, al administrar enos, inos), mejoramiento de la supervivencia de los 
trasplantes de corazón (superóxido dismutasa), SIDA (CD4 soluble), pérdida de masa muscular (factor de 
crecimiento I similar a la insulina), deficiencia renal (eritropoyetina), anemia (eritropoyetina), artritis (factores 
antiinflamatorios tales como IRAP y el receptor soluble del TNFα), hepatitis (interferón α), deficiencia del receptor de 20 
LDL (receptor de LDL), hiperamonemia (ornitina transcarbamilasa), enfermedad de Krabbe (galactocerebrosidasa), 
enfermedad de Batten, ataxias cerebro espinales incluyendo SCA1, SCA2 y SCA3, fenilcetonuria (fenilalanina 
hidroxilasa), enfermedades autoinmunes y similares. La presente divulgación puede utilizarse adicionalmente 
después de un trasplante de órgano para aumentar el éxito del trasplante y/o reducir los efectos secundarios 
negativos del trasplante de órganos o terapias complementarias (por ejemplo, administrando agentes 25 
inmunosupresores o ácidos nucleicos inhibidores para bloquear la producción de citoquinas). Como otro ejemplo, las 
proteínas morfogénicas óseas (que incluyen BNP2, 7, etc., RANKL y/o VEGF) se pueden administrar con un 
aloinjerto óseo, por ejemplo, después de un corte o extracción quirúrgica en un paciente con cáncer. 
 
La transferencia de genes tiene un uso potencial sustancial para comprender y proporcionar terapia para estados de 30 
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 proteínas reguladoras o estructurales, y que típicamente 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 35 
tejidos afectados para la terapia de reemplazo, así 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 divulgación 
permiten el tratamiento y/o la prevención de enfermedades genéticas. 40 
 
Los vectores virales de acuerdo con la presente divulgación también se pueden emplear para proporcionar un ARN 
funcional a una célula in vitro o in vivo. La expresión del ARN funcional en la célula, por ejemplo, puede disminuir la 
expresión de una proteína objetivo particular por la célula. En consecuencia, se puede administrar el ARN funcional 
para disminuir la expresión de una proteína particular en un sujeto que lo necesita. El ARN funcional también puede 45 
administrarse a células in vitro para regular la expresión génica y/o la fisiología celular, por ejemplo, para optimizar 
sistemas de cultivo celulares o de tejidos o en métodos de selección. 
 
Los vectores virales de acuerdo con la presente divulgación encuentran uso en métodos de diagnóstico y selección, 
por lo que un ácido nucleico de interés se expresa transitoria o establemente en un sistema de cultivo celular, o 50 
alternativamente, un modelo animal transgénico. 
 
Los vectores virales de la presente divulgación también se pueden usar para diversos fines no terapéuticos, que 
incluyen, pero no se limitan a, uso en protocolos para evaluar el direccionamiento, eliminación, transcripción, 
traducción génica, etc., como sería evidente para un experto en la técnica. Los vectores virales también se pueden 55 
usar para evaluar la seguridad (propagación, toxicidad, inmunogenicidad, etc.). Tales datos, por ejemplo, son 
considerados por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos como parte del proceso 
regulatorio de aprobación antes de la evaluación de la eficacia clínica. 
 
Como un aspecto adicional, los vectores virales de la presente divulgación se pueden usar para producir una 60 
respuesta inmune en un sujeto. De acuerdo con esta realización, se puede administrar a un sujeto un vector viral 
que comprende una secuencia heteróloga de ácido nucleico que codifica un polipéptido inmunogénico, y el sujeto 
monta una respuesta inmune activa contra el polipéptido inmunogénico. Los polipéptidos inmunogénicos son como 
se describió anteriormente. En algunas realizaciones, se provoca una respuesta inmune protectora. 
 65 
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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 ácido nucleico heterólogo se introduce en la célula, y la célula se administra al 
sujeto, donde el ácido nucleico heterólogo que codifica el inmunógeno puede expresarse e inducir una respuesta 
inmune en el sujeto frente al inmunógeno. En realizaciones particulares, la célula es una célula presentadora de 
antígeno (por ejemplo, una célula dendrítica). 5 
 
Una "respuesta inmune activa" o "inmunidad activa" se caracteriza por la "participación de tejidos y células del 
huésped después de un encuentro con el inmunógeno. Implica diferenciación y proliferación de células 
inmunocompetentes en tejidos linforreticulares, que conducen a la síntesis de anticuerpos o el desarrollo de la 
reactividad mediada por células, o ambas cosas". Herbert B. Herscowitz, Immunophysiology: Cell Function and 10 
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 exposición a un inmunógeno 
por infección o por vacunación. 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 tímico, 
interleuquina 2) de un huésped inmunizado activamente a un huésped no inmune". Id. 15 
 
Una respuesta inmune "protectora" o inmunidad "protectora" como se usa en la presente memoria indica que la 
respuesta inmune confiere algún 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 útil en el 
tratamiento y/o prevención de enfermedades, en particular cáncer o tumores (por ejemplo, previniendo el cáncer o la 20 
formación de tumores, causando la regresión de un cáncer o tumor y/o previniendo metástasis y/o prevención del 
crecimiento de nódulos metastásicos). 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 ácido nucleico heterólogo se puede 25 
administrar en una cantidad inmunogénicamente eficaz, como se describe a continuación. 
 
Los vectores virales de la presente divulgación también se pueden administrar para inmunoterapia del cáncer 
mediante la administración de un vector viral que expresa uno o más antígenos de células cancerosas (o una 
molécula inmunológicamente similar) o cualquier otro inmunógeno que produce una respuesta inmune contra una 30 
célula cancerosa. Para ilustrar, se puede producir una respuesta inmune contra un antígeno de célula cancerosa en 
un sujeto administrando un vector viral que comprende un ácido nucleico heterólogo que codifica el antígeno de 
célula cancerosa, por ejemplo para tratar a un paciente con cáncer y/o prevenir el desarrollo de cáncer 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 antígeno del cáncer puede expresarse como parte de la cápside del virus o bien 35 
estar asociado con la cápside del virus como se describió anteriormente. 
 
Como otra alternativa, puede administrarse cualquier otro ácido nucleico terapéutico (por ejemplo, ARNi) o 
polipéptido (por ejemplo, citoquina) conocido en la técnica para tratar y/o prevenir el cáncer. 
 40 
Tal como se usa en la presente memoria, el término "cáncer" abarca cánceres formadores de tumores. Del mismo 
modo, el término "tejido canceroso" abarca tumores. Un "antígeno de célula cancerosa" abarca antígenos tumorales. 
 
El término "cáncer" 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, metástasis). Los ejemplos de cánceres 45 
incluyen, pero no se limitan a melanoma, adenocarcinoma, timoma, linfoma (por ejemplo, linfoma no Hodgkin, 
linfoma de Hodgkin), sarcoma, cáncer de pulmón, cáncer de hígado, cáncer de colon, leucemia, cáncer uterino, 
cáncer de mama, cáncer de próstata, cáncer de ovario, cáncer de cuello uterino, cáncer de vejiga, cáncer de riñón, 
cáncer de páncreas, cáncer de cerebro y cualquier otro cáncer o condición maligna ahora conocida o identificada 
posteriormente. En realizaciones representativas, la presente divulgación proporciona un método para tratar y/o 50 
prevenir cánceres 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. 55 
 
Por los términos "tratar el cáncer", "tratamiento del cáncer" y términos equivalentes se pretende que la gravedad del 
cáncer se reduzca o al menos se elimine parcialmente y/o que la progresión de la enfermedad se desacelere y/o 
controle y/o la enfermedad se estabilice. En realizaciones particulares, estos términos indican que la metástasis del 
cáncer se previene o se reduce o al menos se elimina parcialmente y/o que el crecimiento de nódulos metastásicos 60 
se previene o se reduce o al menos se elimina parcialmente. 
 
Mediante los términos "prevención del cáncer" o "prevenir el cáncer" 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 cáncer. 
De forma alternativa, el inicio del cáncer en el sujeto puede reducirse en probabilidad o potencia y/o retrasarse. 65 
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En realizaciones particulares, las células se pueden eliminar de un sujeto con cáncer y ponerse en contacto con un 
vector viral de acuerdo con la presente divulgación. La célula modificada se administra luego al sujeto, por lo que se 
provoca una respuesta inmune contra el antígeno 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). 5 
 
Se sabe en la técnica que las respuestas inmunitarias se pueden potenciar mediante citoquinas inmunomoduladoras 
(por ejemplo, interferón α, interferón β, interferón γ, interferón ω, interferón , interleuquina 1α, interleuquina 1β, 
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 10 
18, factor de crecimiento de células B, ligando de CD40, factor de necrosis tumoral , factor de necrosis tumoral β, 
proteína 1 quimioatrayente de monocitos, factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos y linfotoxina). 
En consecuencia, se pueden administrar las citoquinas inmunomoduladoras (preferiblemente, las citoquinas 
inductoras de CTL) a un sujeto junto con el vector viral. 
 15 
Las citoquinas se pueden administrar mediante cualquier método conocido en la técnica. Pueden administrarse 
citoquinas exógenas al sujeto, o alternativamente, puede administrarse al sujeto un ácido nucleico que codifica una 
citoquina usando un vector adecuado, y la citoquina producida in vivo. 
 
Sujetos, formulaciones farmacéuticas y modos de administración 20 
 
Los vectores virales y cápsides de acuerdo con la presente divulgación encuentran uso tanto en aplicaciones 
veterinarias como médicas. Los sujetos adecuados incluyen tanto aves como mamíferos. 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 "mamífero" como se usa en el presente documento incluye, pero no se limita 25 
a, humanos, primates no humanos, bovinos, ovinos, caprinos, equinos, felinos, caninos, lagomorfos, etc. Los sujetos 
humanos incluyen neonatos, lactantes, jóvenes y adultos. 
 
En realizaciones particulares, la presente divulgación proporciona una composición farmacéutica que comprende un 
vector y/o la cápside viral de la presente divulgación en un vehículo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, 30 
otros agentes medicinales, agentes farmacéuticos, agentes estabilizantes, reguladores, vehículos, adyuvantes, 
diluyentes, etc. Para inyección, el portador típicamente será un líquido. Para otros métodos de administración, el 
vehículo puede ser sólido o líquido. Para la administración por inhalación, el vehículo será respirable y, 
opcionalmente, puede estar en forma de partículas sólidas o líquidas. 
 35 
Por "farmacéuticamente aceptable" se entiende un material que no es tóxico o indeseable, es decir, el material se 
puede administrar a un sujeto sin causar ningún efecto biológico indeseable. 
 
Un aspecto de la presente divulgación es un método para transferir un ácido nucleico a una célula in vitro. El vector 
viral se puede introducir en las células a la multiplicidad de infección adecuada de acuerdo con métodos de 40 
transducción convencionales adecuados para las células objetivo particulares. Los títulos de vector viral a 
administrar pueden variar, dependiendo del tipo y número de células objetivo, y del vector viral particular, y pueden 
ser determinados por los expertos en la materia sin una experimentación excesiva. En realizaciones representativas, 
al menos aproximadamente 103 unidades infecciosas, más preferiblemente al menos aproximadamente 105 
unidades infecciosas se introducen en la célula. 45 
 
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 córnea), células de los vasos sanguíneos (por ejemplo, células endoteliales, 50 
células intimales), células epiteliales (por ejemplo, células epiteliales respiratorias y de intestino), células musculares 
(por ejemplo, células de músculo esquelético, células de músculo cardíaco, células de músculo liso y/o células de 
músculo de diafragma), células dendríticas, células pancreáticas (incluyendo células islotes), células hepáticas, 
células de riñón, células de miocardio, células óseas (por ejemplo, células madre de médula ósea), células madre 
hematopoyéticas, células del bazo, queratinocitos, fibroblastos, células endoteliales, células de próstata, células 55 
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 
hepática). Como una alternativa más, la célula puede ser una célula cancerosa o una célula tumoral. Además, la 
célula puede ser de cualquier especie de origen, como se indicó anteriormente. 
 60 
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 
manipulación ex vivo, seguido por la introducción 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 65 
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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 administración del gen in vivo son como se describió anteriormente. Las dosis de las 
células para administrar a un sujeto variarán según la edad, condición y especie del sujeto, el tipo de célula, el ácido 5 
nucleico que expresa la célula, el modo de administración y similares. Típicamente, se administrarán al menos 
aproximadamente 102 a aproximadamente 108 células o al menos aproximadamente 103 a aproximadamente 106 
células por dosis en un vehículo 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 prevención efectiva en combinación con un vehículo farmacéutico. 10 
 
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 cápside). Típicamente, se administra una cantidad de células que expresan una cantidad 
inmunogénicamente eficaz del polipéptido en combinación con un vehículo farmacéuticamente aceptable. Una 15 
"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 formulación farmacéutica. En 
realizaciones particulares, la dosificación es suficiente para producir una respuesta inmune protectora (como se 
definió anteriormente). El grado de protección conferido no necesita ser completo o permanente, siempre que los 
beneficios de administrar el polipéptido inmunogénico superen cualquier desventaja de los mismos. 20 
 
Un aspecto adicional de la presente divulgación es un método de administración del vector viral a sujetos. La 
administración de los vectores y/o cápsides de virus de acuerdo con la presente divulgación 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 
cápside viral se administran en una dosis eficaz de prevención o eficaz en el tratamiento en un vehículo 25 
farmacéuticamente aceptable. 
 
Los vectores virales y/o cápsides de la presente divulgación pueden administrarse adicionalmente para provocar una 
respuesta inmunogénica (por ejemplo, como una vacuna). Típicamente, las composiciones inmunogénicas de la 
presente divulgación comprenden una cantidad inmunogénicamente eficaz de vector y/o la cápside viral en 30 
combinación con un vehículo farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, la dosificación es suficiente para 
producir una respuesta inmune protectora (como se definió anteriormente). El grado de protección 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 inmunógenos son como se describió anteriormente. 
 35 
Las dosificaciones del vector y/o la cápside viral a administrar a un sujeto dependen del modo de administración, la 
enfermedad o afección a tratar y/o prevenir, la afección del sujeto individual, el vector viral o cápside particular, y el 
ácido nucleico a administrar, y similares, y se puede determinar de manera rutinaria. Los ejemplos de dosis para 
lograr efectos terapéuticos son títulos de al menos aproximadamente 105, 106, 107, 108, 109, 1010, 1011, 1012, 1013, 
1014, 1015 unidades transductoras, opcionalmente aproximadamente 108-1013 unidades de transducción. 40 
 
En realizaciones particulares, se puede emplear más de una administración (por ejemplo, dos, tres, cuatro o más 
administraciones) para alcanzar el nivel deseado de expresión génica durante un período de varios intervalos, por 
ejemplo, diario, semanal, mensual, anual, etc. 
 45 
Los ejemplos de modos de administración incluyen oral, rectal, transmucosa, intranasal, inhalación (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, subcutánea, intradérmica, intracraneal, intramuscular [incluida 
la administración al esqueleto, diafragma y/o músculo cardíaco], intrapleural, intracerebral e intraarticular), tópica 
(por ejemplo, tanto a superficies de la piel y de la mucosa, incluidas las superficies de las vías respiratorias y 50 
administración transdérmica), intralinfática y similares, así como inyección directa al tejido u órgano (por ejemplo, al 
hígado, ojo, músculo esquelético, músculo cardíaco, músculo del diafragma o cerebro). 
 
La administración puede ser en cualquier sitio en un sujeto, incluyendo, sin limitación, un sitio seleccionado del 
grupo que consiste en el cerebro, un músculo esquelético, un músculo liso, el corazón, el diafragma, el epitelio de 55 
las vías respiratorias, el hígado, el riñón, el bazo, el páncreas, la piel y el ojo. 
 
La administración también puede ser a un tumor (por ejemplo, en o cerca de un tumor o un nódulo linfático). La ruta 
más adecuada en cualquier caso dado dependerá de la naturaleza y la gravedad de la afección que se trata y/o 
previene y de la naturaleza del vector particular que se está utilizando. 60 
 
La administración al músculo esquelético de acuerdo con la presente divulgación incluye, pero no se limita a, la 
administración al músculo 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), tórax, 
abdomen, pelvis/perineo y/o dígitos. Los músculos esqueléticos adecuados incluyen, pero no se limitan a abductor 65 
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, 5 
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, 10 
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 15 
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, 20 
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, 25 
thyrohyoid, tibialis anterior, tibialis posterior, trapezius, triceps brachii, vastus intermedius, vastus lateralis, vastus 
medialis, zygomaticus major, y zygomaticus minor, y cualquier otro músculo esquelético adecuado como se conoce 
en la técnica. 
 
El vector viral puede administrarse al músculo esquelético mediante administración intravenosa, administración 30 
intraarterial, administración intraperitoneal, perfusión en una extremidad (opcionalmente, perfusión aislada en una 
pierna y/o brazo, véase, por ejemplo, Aruda et al., (2005) Blood 105: 3458-3464) y/o inyección intramuscular directa. 
En realizaciones particulares, el vector y/o la cápside viral se administra a una extremidad (brazo y/o pierna) de un 
sujeto (por ejemplo, un sujeto con distrofia muscular tal como DMD) mediante perfusión en una extremidad, 
opcionalmente perfusión aislada en una extremidad (por ejemplo, mediante administración intravenosa o 35 
intraarticular). En formas de realización de la presente divulgación, los vectores y/o cápsides virales de la presente 
divulgación pueden administrarse ventajosamente sin emplear técnicas "hidrodinámicas". La administración tisular 
(por ejemplo, al músculo) de vectores de la técnica anterior es a menudo potenciado por técnicas hidrodinámicas 
(por ejemplo, administración intravenosa/intravenosa en un gran volumen), que aumentan la presión en la 
vasculatura y facilitan la capacidad del vector para cruzar la barrera de células endoteliales. En realizaciones 40 
particulares, los vectores y/o cápsides virales de la presente divulgación se puede administrar en ausencia de 
técnicas hidrodinámicas tales como infusiones de alto volumen y/o presión intravascular elevada (por ejemplo, 
presión sistólica mayor a la normal, por ejemplo, menor o igual a un aumento del 5%, 10%, 15%, 20%, 25% de la 
presión intravascular sobre la presión sistólica normal). Dichos métodos pueden reducir o evitar los efectos 
secundarios asociados con técnicas hidrodinámicas tales como edema, daño a los nervios y/o síndrome 45 
compartimental. 
 
La administración al músculo cardíaco incluye administración a la aurícula izquierda, aurícula derecha, ventrículo 
izquierdo, ventrículo derecho y/o el tabique. El vector y/o la cápside viral pueden administrarse al músculo cardíaco 
mediante administración intravenosa, administración intraarterial tal como administración intraaórtica, inyección 50 
cardíaca directa (por ejemplo, en la aurícula izquierda, aurícula derecha, ventrículo izquierdo, ventrículo derecho), 
y/o perfusión de la arteria coronaria. 
 
La administración al músculo del diafragma puede realizarse por cualquier método adecuado que incluya 
administración intravenosa, administración intraarterial y/o administración intraperitoneal. 55 
 
La administración al músculo liso puede realizarse mediante cualquier método adecuado que incluya administración 
intravenosa, administración intraarterial y/o administración intraperitoneal. En una realización, la administración 
puede ser a células endoteliales presentes en, cerca y/o sobre el músculo liso. 
 60 
La administración a un tejido objetivo también se puede lograr administrando un depósito que comprende el vector 
y/o la cápside viral. En realizaciones representativas, un depósito que comprende el vector y/o la cápside viral se 
implanta en tejido de músculo esquelético, liso, cardíaco y/o de diafragma o el tejido puede ponerse en contacto con 
una película u otra matriz que comprende el vector y/o la cápside viral. Tales matrices o sustratos implantables se 
describen en la patente de los Estados Unidos No. 7.201.898. 65 
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En realizaciones particulares, un vector viral de acuerdo con la presente divulgación se administra a músculo 
esquelético, músculo de diafragma y/o músculo cardíaco (por ejemplo, para tratar y/o prevenir distrofia muscular o 
enfermedad cardíaca [por ejemplo, PAD o insuficiencia cardíaca congestiva]). 
 
En realizaciones representativas, la presente divulgación se usa para tratar y/o prevenir trastornos del músculo 5 
esquelético, cardíaco y/o del diafragma. 
 
En una realización representativa, la presente divulgación 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 
prevención de un vector viral de la presente divulgación a un sujeto mamífero, en el que el vector viral comprende un 10 
ácido nucleico heterólogo que codifica distrofina, una minidistrofina, una microdistrofina, un propéptido de miostatina, 
folistatina, un receptor soluble de activina tipo II, IGF-1, polipéptidos antiinflamatorios tales como el mutante 
dominante Ikappa B, sarcospan, utrofina, una microdistrofina, laminina-α2, α-sarcoglicano, β-sarcoglicano, γ-
sarcoglicano, δ-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 15 
músculo esquelético, de diafragma y/o cardíaco como se describe en otra parte de este documento. 
 
Alternativamente, la presente divulgación puede ponerse en práctica para suministrar un ácido nucleico al músculo 
esquelético, cardíaco o diafragma, que se usa como una plataforma para la producción de un polipéptido (por 
ejemplo, una enzima) o ARN funcional (por ejemplo, ARNi, microARN), ARN antisentido) que normalmente circula en 20 
la sangre o para administración sistémica a otros tejidos para tratar y/o prevenir un trastorno (por ejemplo, un 
trastorno metabólico, como diabetes (por ejemplo, insulina), hemofilia (por ejemplo, Factor IX o Factor VIII), un 
trastorno mucopolisacárido (por ejemplo, síndrome de Sly, síndrome de Hurler, síndrome de Scheie, síndrome de 
Hurler-Scheie, síndrome de Hunter, síndrome A, B, C, D, de Sanfilippo, síndrome de Morquio, síndrome de 
Maroteaux-Lamy, etc.) o un trastorno por almacenamiento lisosómico (tal como enfermedad de Gaucher 25 
[glucocerebrosidasa], enfermedad de Pompe [α-glucosidasa del ácido lisosómico] o enfermedad de Fabry [α-
galactosidasa A]) o un trastorno del almacenamiento de glucógeno (tal como la enfermedad de Pompe [α 
glucosidasa del ácido lisosómico]). Otras proteínas adecuadas para el tratamiento y/o prevención de trastornos 
metabólicos se describieron anteriormente. El uso de músculo como plataforma para expresar un ácido nucleico de 
interés se describe en la publicación de la patente de Estados Unidos No. 2002/0192189. 30 
 
Por lo tanto, como un aspecto, la presente divulgación abarca además un método para tratar y/o prevenir un 
trastorno metabólico en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método: administrar una cantidad efectiva para 
tratamiento o prevención de un vector viral de la presente divulgación a un sujeto (por ejemplo, al músculo 
esquelético de un sujeto), en donde el vector viral comprende un ácido nucleico heterólogo que codifica un 35 
polipéptido, en donde el trastorno metabólico es el resultado de una deficiencia y/o defecto en el polipéptido. En la 
presente memoria se describen trastornos metabólicos ilustrativos y ácidos nucleicos heterólogos 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 diseñado para ser secretado, por ejemplo, mediante asociación operativa con una 
secuencia de señal secretora como se conoce en la técnica). Sin estar limitado por ninguna teoría particular de la 40 
presente divulgación, de acuerdo con esta realización, la administración al músculo esquelético puede dar como 
resultado la secreción del polipéptido en la circulación sistémica y la administración al tejido o tejidos objetivo. Los 
métodos para administrar vectores virales al músculo esquelético se describen con más detalle en el presente 
documento. 
 45 
La presente divulgación también puede ponerse en práctica para producir ARN antisentido, ARNi u otro ARN 
funcional (por ejemplo, una ribozima) para la administración sistémica. 
 
La presente divulgación también proporciona un método para tratar y/o prevenir la insuficiencia cardíaca congénita o 
PAD en un sujeto que lo necesita, comprendiendo el método administrar una cantidad efectiva para tratamiento o 50 
prevención de un vector viral de la presente divulgación a un sujeto mamífero, en donde el vector viral comprende un 
ácido nucleico heterólogo que codifica, por ejemplo, una Ca2+-ATPasa en el endoretículo sarcoplasmático 
(SERCA2a), un factor angiogénico, inhibidor I de fosfatasa (I-1), ARNi contra fosfolamban; una molécula inhibidora 
de fosfolamban o de dominancia negativa tal como fosfolamban S16E, una proteína de dedo de zinc que regula el 
gen de fosfolamban, receptor β2-adrenérgico, receptor quinasa β2-adrenérgico (BARK), PI3 quinasa, calsarcáno, un 55 
inhibidor del receptor quinasa β-adrenérgico (βARKct), inhibidor 1 de proteína fosfatasa 1, S100A1, parvalbúmina, 
adenilil ciclasa tipo 6, una molécula que afecta al receptor quinasa tipo 2 acoplado a proteína G desactivado, tal 
como un bARKct constitutivamente activo truncado, Pim-1, PGC-1α, SOD-1, SOD-2, EC-SOD, calicreína, HIF, 
timosina-β4, mir-1, mir-133, mir-206 y/o mir-208. 
 60 
Los inyectables se pueden preparar en formas convencionales, como soluciones o suspensiones líquidas, formas 
sólidas adecuadas para solución o suspensión en líquido antes de la inyección, o como emulsiones. 
Alternativamente, se puede administrar el vector viral y/o las cápsides virales de la presente divulgación de una 
forma local en lugar de sistémica, por ejemplo, en una formulación de depósito o de liberación sostenida. Además, el 
vector viral y/o la cápside viral se pueden administrar adheridos a una matriz implantable quirúrgicamente (por 65 
ejemplo, tal como se describe en la publicación 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 suspensión en aerosol de partículas respirables compuestas de 
los vectores virales y/o cápsides virales, que el sujeto inhala. Las partículas respirables pueden ser líquidas o 
sólidas. Los aerosoles de partículas líquidas que comprenden los vectores virales y/o las cápsides virales se pueden 
producir por cualquier medio adecuado, tal como con un nebulizador de aerosol accionado a presión o un 5 
nebulizador ultrasónico, como es conocido por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente de Estados 
Unidos No. 4.501.729. Los aerosoles de partículas sólidas que comprenden los vectores y/o cápsides virales se 
pueden producir igualmente con cualquier generador de aerosol del medicamento en partículas sólidas, mediante 
técnicas conocidas en la técnica farmacéutica. 
 10 
Los vectores virales se pueden administrar a tejidos del SNC (por ejemplo, cerebro, ojo) y pueden dar lugar 
ventajosamente a una distribución más amplia del vector o la cápside viral que la que se observaría en ausencia de 
la presente divulgación. 
 
En realizaciones particulares, los vectores de administración de la presente divulgación se pueden administrar para 15 
tratar enfermedades del SNC, que incluyen trastornos genéticos, trastornos neurodegenerativos, trastornos 
psiquiátricos 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, síndrome de Tourette, esclerosis lateral primaria, esclerosis lateral amiotrófica, atrofia 
muscular progresiva, enfermedad de Pick, distrofia muscular, esclerosis múltiple, miastenia grave, enfermedad de 20 
Binswanger, traumatismo debido a lesión de la médula espinal o la cabeza, enfermedad de Tay Sachs, enfermedad 
de Lesch-Nyan, epilepsia, infartos cerebrales, trastornos psiquiátricos incluyendo trastornos del estado de ánimo (por 
ejemplo, depresión, trastorno afectivo bipolar, trastorno afectivo persistente, trastorno secundario del estado de 
ánimo), esquizofrenia, farmacodependencia (por ejemplo, alcoholismo y otras dependencias de sustancias), 
neurosis (por ejemplo, ansiedad, trastorno obsesivo, trastorno somatoforme, trastorno disociativo, aflicción, 25 
depresión posparto), psicosis (por ejemplo, alucinaciones y delirios), demencia, paranoia, trastorno por déficit de 
atención, trastornos psicosexuales, trastornos del sueño, trastornos del dolor, trastornos alimentarios o de peso (por 
ejemplo, obesidad, caquexia, anorexia nerviosa y bulimia) y cánceres y tumores (por ejemplo, tumores pituitarios) del 
SNC. 
 30 
Los trastornos del SNC incluyen trastornos oftálmicos que implican la retina, el tracto posterior y el nervio óptico (por 
ejemplo, retinitis pigmentosa, retinopatía diabética y otras enfermedades degenerativas retinianas, uveítis, 
degeneración macular relacionada con la edad, glaucoma). 
 
La mayoría, si no todas, las enfermedades y trastornos oftálmicos están asociados con uno o más de tres tipos de 35 
indicaciones: (1) angiogénesis, (2) inflamación y (3) degeneración. Los vectores de administración de la presente 
divulgación se pueden emplear para administrar factores antiangiogénicos; factores antiinflamatorios; factores que 
retardan la degeneración celular, promueven la preservación celular o promueven el crecimiento celular y 
combinaciones de los anteriores. 
 40 
La retinopatía diabética, por ejemplo, se caracteriza por angiogénesis. La retinopatía diabética se puede tratar 
administrando uno o más factores anti-angiogénicos ya sea en forma intraocular (por ejemplo, en el humor vítreo) o 
en forma periocular (por ejemplo, en la región sub-Tenon). Uno o más factores neurotróficos también pueden 
administrarse conjuntamente, en forma intraocular (por ejemplo, en forma intravítrea) o en forma periocular. 
 45 
La uveítis implica inflamación. Se pueden administrar uno o más factores antiinflamatorios mediante administración 
intraocular (por ejemplo, cámara vítrea o anterior) de un vector de administración de la presente divulgación. 
 
La retinitis pigmentosa, en comparación, se caracteriza por la degeneración retiniana. En realizaciones 
representativas, la retinitis pigmentosa se puede tratar mediante administración intraocular (por ejemplo, 50 
administración vítrea) de un vector de administración que codifica uno o más factores neurotróficos. 
 
La degeneración macular relacionada con la edad implica tanto la angiogénesis como la degeneración retiniana. 
Este trastorno se puede tratar administrando los vectores de suministro de la invención que codifican uno o más 
factores neurotróficos en forma intraocular (por ejemplo, vítrea) y/o uno o más factores antiangiogénicos en forma 55 
intraocular o periocular (por ejemplo, en la región sub-Tenon). 
 
El glaucoma se caracteriza por una mayor presión ocular y pérdida de células ganglionares de la retina. Los 
tratamientos para el glaucoma incluyen la administración de uno o más agentes neuroprotectores que protegen las 
células del daño excitotóxico usando los vectores de administración de la invención. Dichos agentes incluyen 60 
antagonistas de N-metil-D-aspartato (NMDA), citoquinas y factores neurotróficos, administrados en forma intraocular, 
opcionalmente por vía intravítrea. 
 
En otras realizaciones, la presente divulgación 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 65 
convulsiones se puede evaluar mediante medios conductuales (por ejemplo, temblores, tics del ojo o la boca) y/o 
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electrográficos (la mayoría de las convulsiones tienen anomalías electrográficas características). Por lo tanto, la 
presente divulgación también puede usarse para tratar la epilepsia, que está marcada por múltiples ataques a lo 
largo del tiempo. 
 
En una realización representativa, se administra somatostatina (o un fragmento activo de la misma) al cerebro 5 
usando un vector de administración de la presente divulgación para tratar un tumor pituitario. De acuerdo con esta 
realización, el vector de administración que codifica la somatostatina (o un fragmento activo de la misma) se 
administra mediante microinfusión en la pituitaria. Asimismo, dicho tratamiento se puede usar para tratar la 
acromegalia (secreción anormal de la hormona del crecimiento de la pituitaria). Las secuencias de ácido nucleico 
(por ejemplo, número de acceso del GenBank J00306) y aminoácidos (por ejemplo, número de acceso del GenBank 10 
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 señal secretora como se describe en la patente de 
los Estados Unidos No. 7.071.172. 15 
 
En realizaciones representativas de la presente divulgación, el vector viral y/o la cápside viral se administran al SNC 
(por ejemplo, al cerebro o al ojo). El vector y/o la cápside viral se pueden introducir en la médula espinal, tronco 
encefálico (médula oblonga, puente de Varolio), cerebro medio (hipotálamo, tálamo, epitálamo, glándula pituitaria, 
sustancia negra, glándula pineal), cerebelo, telencéfalo (cuerpo estriado, cerebro incluidos los lóbulos occipital, 20 
temporal, parietal y frontal, corteza, ganglios basales, hipocampo y portaamígdala), sistema límbico, neocorteza, 
cuerpo estriado, cerebro y folículo inferior. El vector y/o la cápside viral también pueden administrarse a diferentes 
regiones del ojo, como la retina, la córnea y/o el nervio óptico. 
 
El vector y/o la cápside viral pueden administrarse en el fluido cerebroespinal (por ejemplo, mediante punción 25 
lumbar) para una administración más dispersa del vector de suministro. El vector y/o la cápside viral se pueden 
administrar además en forma intravascular al SNC en situaciones en las que la barrera hematoencefálica se ha 
alterado (por ejemplo, tumor cerebral o infarto cerebral). 
 
El vector y/o la cápside viral se puede administrar a la región o regiones deseadas del SNC por cualquier ruta 30 
conocida en la técnica, que incluye, pero no se limita a, intratecal, intraocular, intracerebral, intraventricular, 
intravenosa (por ejemplo, en presencia de un azúcar tal como el manitol), intranasal, intraaural, intraocular (por 
ejemplo, intravítrea, subretiniana, cámara anterior) y periocular (por ejemplo, región de sub-Tenon) también como 
administración intramuscular con administración retrógrada a las neuronas motoras. 
 35 
En realizaciones particulares, el vector y/o la cápside viral se administran en una formulación líquida por inyección 
directa (por ejemplo, inyección estereotáctica) a la región o compartimento deseado en el SNC. En otras 
realizaciones, el vector y/o la cápside viral pueden proporcionarse por aplicación tópica a la región deseada o por 
administración intranasal de una formulación de aerosol. La administración al ojo puede ser por aplicación tópica de 
gotitas de líquido. Como alternativa adicional, el vector y/o la cápside viral se pueden administrar como una 40 
formulación sólida de liberación lenta (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos No. 7.201.898). 
 
En otras realizaciones adicionales, el vector viral puede usarse para transporte retrógrado para tratar y/o prevenir 
enfermedades y trastornos que implican neuronas motoras (por ejemplo, esclerosis lateral amiotrófica (ALS), atrofia 
muscular espinal (SMA), etc.). Por ejemplo, el vector viral puede ser entregado al tejido muscular desde el cual 45 
puede migrar hacia las neuronas. 
 
Habiendo descrito la presente divulgación, la misma se explicará con mayor detalle en los siguientes ejemplos, que 
se incluyen en este documento solo a título ilustrativo, y que no pretenden ser limitativos de la presente divulgación. 
 50 
Ejemplo 1 
 
Materiales y métodos 
 
Clonación de Rep: plásmidos adyuvantes de AAV pXR2 (Rep2Cap2) y pRep5Cap2 sirvieron como plantillas para la 55 
clonación de Rep. Las secuencias cebadoras usadas se indican en la Tabla 4. Se usaron dos estrategias de 
clonación. Los sitios de restricción 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 utilizó ADN polimerasa PfuTurbo 
(Stratagene, La Jolla, CA) según 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 ligación 60 
con ADN ligasa T4 (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Alternativamente, se 
usó un enfoque de PCR mediado por superposición-extensión (OE-PCR) para producir quimeras de Rep (Higuchi et 
al., (1988) Nucleic Acids Res. 16: 7351). La unión de Rep2 y Rep5 se incorporó 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 65 
se combinaron en una sola reacción de PCR y se ciclaron de la siguiente manera: 1 ciclo a 94ºC durante 30 
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segundos, 18 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 65ºC y 4 minutos a 72ºC, 1 ciclo de 10 minutos a 72ºC. 
Se usó 1 μL de esta reacción 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 construcción 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 construcción 52aa160 entre los sitios PpuMI y BstBI. Todos los constructos se verificaron mediante 5 
secuenciación de ADN en las Instalaciones de Análisis Genómico de UNC-CH. 
 

E11733293
10-08-2018ES 2 683 695 T3

 



 33

 

E11733293
10-08-2018ES 2 683 695 T3

 



 34

Clonación de ITR: las ITR se clonaron en un plásmido pUC-18 con un casete de GFP (promotor de CMV, poliA 
SV40) clonado entre los sitios de restricción KpnI 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 restricción Sfil en 
un brazo de horquilla de la ITR para clonación (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 (número de 5 
acceso NC_006152) y el mapeo de restricción, se utilizó una horquilla de ITR2 para la construcción de ITR5 (Figura 
1A). Se amplificaron 200pg de cada oligo en una reacción 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 94ºC durante 4 minutos, 35 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 30 segundos a 50ºC 
y 30 segundos a 72ºC, 1 ciclo de 10 minutos a 72ºC. Las reacciones de PCR se purificaron y se sometieron a 10 
digestión mediante KpnI y SfiI HindIII y SfiI (NEB, Ipswich, MA). Se realizó una triple ligación con el plásmido 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 secuenciación de ADN en las Instalaciones de Análisis 
Genómico de UNC-CH después de la linealización del plásmido y la ablación de la estructura secundaria de ITR 
mediante digestión con Sfil. 15 
 
Análisis de transferencia Western: las muestras para el análisis de transferencia Western se recogieron 48-72 horas 
después de la transfección del plásmido adyuvante de Ad y la construcción adyuvante AAV apropiada. Las células 
se lavaron y se resuspendieron en 100 μL de PBS antes de la adición de 100 μL 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 20 
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 proteína se transfirió a una membrana de 
nitrocelulosa (Invitrogen, Carlsbad, CA) a través de una transferencia húmeda 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 detección de 
ambas proteínas Rep2 y Rep5 (los cuatro tamaños) se logró con un anticuerpo monoclonal antiproteína Rep del 25 
virus adenoasociado (clon 259.5, American Research Products, Belmont, MA) a una dilución 1:20 en PBS/Tween 
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Después del lavado, se añadió un anticuerpo anti-ratón HRP 
secundario a una dilución 1:5.000 en PBS/Tween durante una hora a temperatura ambiente. Después del lavado, se 
añadió el sustrato de máxima sensibilidad a nivel femto SuperSignal West (Pierce, Rockford, IL) y las transferencias 
se expusieron a una película de rayos X. 30 
 
Cultivo celular y producción 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 μg/mL de estreptomicina y se cultivaron a 37ºC con saturación de CO2 del 5%. Las 
transfecciones se realizaron en placas de cultivo celular de seis pozos. Se transfectaron por triplicado 0,75 μg de 35 
cada uno de plásmido adyuvante de Ad, plásmido adyuvante de AAV (Rep2Cap2, Rep5Cap2 o el mutante de Rep 
descrito), y el plásmido 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 describió (Xiao et al., (1998) J. Virol. 72: 2224). 
Las células se cosecharon 48-72 horas después de la transfección. 
 40 
Purificación de ADN de Hirt y análisis de transferencia Southern: La purificación de ADN de Hirt se realizó como se 
describe (Hirt (1967) J. Mol. Biol. 26: 365). Las células se recogieron 48-72 horas después de la transfección, se 
lavaron en PBS y se resuspendieron en 370 μL de solución de Hirt (Tris-HCl 0,01 M pH 7,5 y EDTA 0,1 M) antes de 
la adición de 25 μL de SDS al 10% y 165 μL de NaCl 5M. Las muestras se incubaron a 4ºC durante la noche antes 
de la centrifugación. El ADN se purificó mediante extracción con fenol cloroformo y se precipitó en un volumen igual 45 
de isopropanol antes de la resuspensión en 50 μL de ddH2O estéril. Se digirieron 5 μL de cada muestra con 4U de 
DpnI (NEB, Ipswich, MA) 2-4 horas a 37ºC antes de la electroforesis en gel y análisis de transferencia Southern para 
eliminar el plásmido transfectado no replicado (Chomczynski (1992) Anal. Biochem. 201: 134) La membrana de 
nailon (Hybond-XL, GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ) se hibridó con una sonda correspondiente al 
marco de lectura abierto de GFP marcado con el kit de marcación de ADN cebado en forma aleatoria (Roche, 50 
Inobjetivopolis, IN) y d-CTP P32. Las transferencias se visualizaron después de la exposición a una pantalla de 
imágenes de fósforo (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ). 
 
Densitometría: Se realizó la densitometría usando el programa de imágenes del NIH de dominio público 
(desarrollado en los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos disponible en Internet en el sitio web del 55 
NIH). El análisis de densitometría de una banda resistente a DpnI en el gel de agarosa antes de la transferencia se 
usó como un control de carga para normalizar los valores obtenidos a partir de la transferencia Southern. El valor 
más bajo (ausencia de replicación vectorial) se restó de todos los valores para tener en cuenta el fondo. Para medir 
la eficacia relativa de replicación, 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 60 
por triplicado (n=3). Las barras de error representan el error estándar (desviación estándar dividida por la raíz 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) 65 
se utilizó como plantilla para todos los modelos. La visualización de la representación de la estructura de proteínas 
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de las imágenes se realizó con PyMOL (disponible en pymol.org). El plegamiento de ADN se realizó utilizando el 
servidor mfold de ADN (disponible en mfold.bioinfo.rpi.edu). 
 
Ejemplo 2 
 5 
Construcción y caracterización de ITR quiméricas 
 
Anteriormente, se postuló que la especificidad de replicación 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). 10 
Rep5 corta únicamente los trs de ITR5 (AGTG/TGG). Sin embargo, la alineación 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 nucleótidos (nt) para ITR2 y 15 
nt para ITR5. Además, aunque la secuencia de trs no está estrechamente conservada entre ITR2 e ITR5, tampoco lo 
es la altura o la longitud total del tallo de corte putativo. 15 
 
Se usó 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 secuenciación a través de estos elementos requiere típicamente 20 
la secuenciación de la cadena terminal radiomarcada (Young et al., (2000) J. Virol. 74: 3953). Las ITR de AAV son 
altamente recombinogénicas y frecuentemente están mutadas incluso en un contexto de plásmido (Samulski et al., 
(1983) Cell 33: 135). 
 
Para abordar estas preocupaciones, las ITR se sintetizaron y se amplificaron en mitades (Figura 36). Para 25 
ensamblar las mitades, se incluyó un sitio SfiI en uno de los brazos de la horquilla de la ITR. Sfil permitió la 
conservación de la secuencia de RBE' (Brister y Muzyczka (2000) J. Virol. 74: 7762). La clonación de ITR en un 
formato de elemento D doble (DD) requirió solo una ITR por plásmido para la replicación (Xiao et al., (1997) J. Virol. 
71: 941). Las tres funciones principales de Rep necesarias para la replicación de AAV (unión de Rep, helicasa y 
corte) se analizaron mediante la presencia o ausencia de replicación intracelular del plásmido. Este ensayo 30 
proporcionó la capacidad de cuantificar la función Rep-ITR en un entorno fisiológico, eliminando la preocupación de 
que la proteína Rep altamente purificada pudiera tener una función aberrante in vitro. Este sistema también evitó 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 podría no plegarse correctamente. 
 35 
Un alineamiento de ITR2 (SEQ ID NO: 17) e ITR5 (SEQ ID NO: 18) (Figura 1A) reveló varios elementos divergentes 
que podrían conferir especificidad a Rep. El espaciador y los elementos del tallo de corte parecían ser los candidatos 
más probables para interacciones únicas con su proteína Rep asociada. Esta hipótesis fue respaldada por la baja 
homología de estos elementos entre AAV2 y AAV5. 
 40 
Las ITR de tipo silvestre que contienen el sitio Sfil funcionaron como se esperaba con Rep2 específica para ITR2 y 
Rep5 específica para ITR5 (Figura 1B). Rep2-ITR2 se replicó aproximadamente 2 veces mejor que Rep5-ITR5, 
potencialmente debido a la menor energía de plegamiento de ITR5 que resulta en la estabilidad reducida del 
plásmido antes de la replicación. Debido a esta pequeña 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 45 
Rep5-ITR5 (Figura 1B). 
 
Con el fin de confirmar que el RBE y los brazos de horquilla no desempeñaron ningún papel en la especificidad de 
Rep, se generó una ITR quimérica con elementos de unión de ITR5 y un espaciador de ITR2 y un tallo de corte 
(ITR5 + 2SNS, SEQ ID NO: 19). Solo Rep2 replicó este ITR, confirmando que los determinantes de la especificidad 50 
replicativa se encuentran en los elementos del espaciador/tallo de corte (Figura 1B). Mientras que la replicación ITR5 
+ 2SNS no era tan eficiente como ITR2-Rep2, se replicó a niveles de ITR5-Rep5. Por el contrario, Rep5 replica 
específicamente 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 unión de ITR. 55 
 
A continuación, se crearon ITR quiméricas para explorar si el tallo de corte o el espaciador entre el RBE y el tallo de 
corte albergaba interacciones únicas con la proteína Rep. Una ITR con los elementos de unión 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 unión de ITR2 y espaciador con un tallo de corte de ITR5) se 60 
replicó tanto para Rep2 como para Rep5 (ITR2 + 5NS, SEQ ID NO: 22, Figura 1B). Esta disparidad sugirió 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) estableció que Rep2 es capaz de cortar una ITR con un tallo de corte de ITR5 y que la 5 
especificidad de Rep-ITR no está 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 nucleótidos 
desapareados menos en su punta (Figura 2A). La sustitución del tallo de corte de ITR5 en ITR2 también permitió la 10 
replicación por Rep5. 
 
Para determinar qué elemento del tallo de corte de ITR2 impedía la actividad de Rep5, se modificaron partes 
específicas del tallo de ITR2. En primer lugar, se eliminó 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 eliminación del par de bases T-A 15 
también resultó en un trs que se asemeja a ITR5, cortando entre G/T opuesto a T/T. Rep2 continuó funcionando en 
esta ITR al igual que Rep5, lo que demuestra que Rep5 puede tolerar cinco nucleótidos desapareados en la punta 
del tallo, siempre que la altura del tallo y la secuencia de nucleótidos sea correcta. Una eliminación 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 continuó funcionando eficientemente en esta ITR mientras que la actividad de Rep5 se 20 
eliminó. Estos datos sugieren que la incapacidad de Rep5 para funcionar en ITR2 es principalmente la secuencia de 
los trs, específicamente 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 extensión del tallo de corte en un par de bases no tuvo ningún efecto sobre la replicación por Rep2 25 
(ITR2 9 nt, SEQ ID NO: 30). Sin embargo, una extensión de tres pares de bases fue suficiente para eliminar la 
función de Rep2 en la ITR (ITR2 11nt, SEQ ID NO: 32). Sorprendentemente, Rep2 fue capaz de tolerar una 
eliminación 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). 
 30 
Con el fin de explorar el nivel de flexibilidad que Rep5 poseía hacia los tallos de corte no de tipo silvestre, se creó 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 
función de Rep2. Como en la Figura 1B, el reemplazo del tallo de corte de ITR5 con el de ITR2 dio como resultado la 
ablación de la replicación por Rep5, atribuible a la secuencia de trs incompatible. La adición de un par de bases en 35 
la parte superior del tallo de corte de ITR5 disminuyó severamente la capacidad de Rep5 para replicar la ITR (ITR5 + 
TA, SEQ ID NO: 24, Figura 2D). Esta inserción interrumpió la secuencia de trs de ITR5 y aumentó el tamaño del tallo 
un par de bases. Sin embargo, el bajo nivel de replicación 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. 
 40 
La adición de un par de bases a la base del tallo de corte de ITR5, que preserva el trs de ITR5 en la punta, casi 
eliminó la replicación por Rep5 (ITR5 + GC, SEC ID NO: 26). Del mismo modo, la eliminación de un par de bases de 
la base del tallo de corte de ITR5 redujo fuertemente la replicación 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 45 
una secuencia de trs incompatible. 
 
Ejemplo 4 
 
La longitud del espaciador es importante para ITR2, no para ITR5 50 
 
Mientras que Rep2 puede replicar un vector con un tallo de corte de ITR5, no puede replicar ITR5 de tipo silvestre 
(Figura 1B). La única 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 hipótesis de que 55 
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 inserción que extiende el espaciador de 
ITR2 a 10 nt eliminó la replicación por Rep2 (ITR2 10nt, SEQ ID NO: 31, Figura 3B). De forma similar, la sustitución 60 
del espaciador de ITR2 con el espaciador de 15 nt de ITR5 también eliminó la replicación 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. 
 

65 
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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). Además, la presencia del espaciador de tres 
nt permitió que el Rep2 funcione en esta ITR. La adición 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 5 
21nt, SEQ ID NO: 37, Figura 3D). La replicación por Rep5 fue eliminada efectivamente solo después de la inserción 
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 función de Rep2. 
 
Estos datos confirmaron que la longitud del espaciador de ITR5 era importante para bloquear la función de Rep2. 10 
Incluso pequeñas 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 15 
 
El espaciador de ITR5 actúa como RBE para Rep5 
 
La incapacidad de Rep2 para funcionar en ITR con espaciadores de más de tres nt llevó a la pregunta de por qué 
Rep5 era tan flexible en este sentido. Se formuló la hipótesis de que Rep5 podría unir específicamente el espaciador 20 
de ITR5 tal como se une al RBE. La incapacidad de Rep2 para enlazar esta secuencia imposibilitaría su función en 
ITR5. El apoyo de esta hipótesis fue un motivo de unión de Rep GAGY moderadamente conservada que se extiende 
a través del espaciador de ITR5 (Figura 4A). Además, como los monómeros de Rep se unen cada cuatro nt, la unión 
de tres monómeros de Rep5 al elemento espaciador de 15 nt daría como resultado un espaciador de tres nt, similar 
al de ITR2 (Hickman et al., (2004) Mol. Cell 13: 403) . 25 
 
Si Rep5 se une al motivo GAGY vagamente conservado, la eliminación de ese motivo del espaciador debería abolir 
la función de Rep5. De hecho, el mutante ITR5 No GAGY (SEQ ID NO: 40) no pudo ser replicado por Rep2 o Rep5 
(Figura 4B). Esto sugirió que la secuencia específica del espaciador de ITR5 desempeña un papel activo en la 
interacción Rep5-ITR5. Por el contrario, un espaciador con una repetición GAGY pura no debe interrumpir la 30 
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 repetición GAGY dentro del espaciador de ITR5 
impide una importante interacción ADN-proteína con Rep2 necesaria para la replicación. 
 35 
Para explorar cómo 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 cambió el RBE 
de 16 nt a 12 nt más cerca del tallo de corte. Rep5 replicó este ITR de manera eficiente, confirmando que el 
espaciador de ITR5 actúa como un RBE (Figura 4B). La ligera reducción en la fidelidad de replicación de este ITR, 
en comparación con la de ITR5 de tipo silvestre, puede indicar la incapacidad de Rep para interactuar 40 
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 continuación, se intentó extender el elemento espaciador de ITR2 para que funcione como un RBE extendido 
(Figura 4C). La inserción de siete nt intentada en la Figura 3A no poseía esencialmente ninguna homología con 45 
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 replicación por Rep2, lo que demuestra que el RBE de ITR2 no 
se puede extender. Esto sugiere que Rep2 puede depender de la unión de RBE' o de una longitud de espaciador 
específica para que la oligomerización adecuada funcione en su ITR afín. Curiosamente, este requisito no se aplica 50 
a la función de Rep2 en GAGY de ITR5 (Figura 4A). 
 
Similar a RBE de espaciador de ITR5, se conservó la inserción 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 cambió el RBE ocho nt más cerca del tallo de corte. Rep2 replica este ITR muy ineficientemente en un nivel por 55 
debajo del umbral de detección del análisis densitométrico (Figura 4D, Southern). 
 
Ejemplo 6 
 
Identificación de regiones en Rep responsables por la especificidad de ITR 60 
 
La identificación de los dos elementos de la ITR responsables de la especificidad de Rep permitió mapear las 
regiones de Rep2 y Rep5 involucradas en la especificidad de ITR. Se enfocó exclusivamente en los 208aa del N-
terminal de las proteínas Rep grandes ya que esta región abarca la unión al ADN y la actividad endonucleolítica de 
la proteína (Yoon et al., (2001) J. Virol. 75: 3230). Esta región muestra aproximadamente un 60% de conservación 65 
de la secuencia distribuida uniformemente a través de la secuencia de la proteína (Figura 5A). Los residuos 
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implicados en el sitio activo de la proteína se conservan al 100% entre Rep2 y Rep5 (Hickman et al., (2002) Mol. Cell 
10: 327). Los residuos implicados en la unión del RBE' están altamente conservados (Hickman et al., (2004) Mol. 
Cell 13: 403). Los residuos que se unen al RBE muestran una conservación casi perfecta excepto por dos 
sustituciones conservadoras cerca del aa 140. 
 5 
Para mapear las regiones de Rep implicadas en la especificidad de ITR, se generó 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 determinó por transferencia Southern (Figuras 5B y 5D). Cada Rep en el panel 
se verificó mediante secuenciación de ADN y análisis de transferencia Western (Figura 5C). Cada Rep quimérica 
mostró perfiles de expresión de proteínas similares en comparación con el tipo silvestre. El análisis densitométrico 10 
proporcionó una comparación de la eficacia de replicación de cada Rep quimérica con aquella de Rep2 o Rep5 de 
tipo silvestre (Figura 5E). Las Rep quiméricas se nombraron de acuerdo con la ubicación 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. 
 15 
En el caso de Rep5, la sustitución de los 77 o 97 aa del N-terminal por Rep2 no tuvo ningún efecto sobre la 
especificidad de ITR ni un impacto significativo sobre la fidelidad replicativa (Figuras 5D y 5E). Piezas más grandes 
de Rep2 sustituido en el N-terminal de Rep5 fueron suficientes para evitar la replicación eficiente de ITR5 
(Rep25aa116, SEQ ID NO: 65; Rep25aa125, SEQ ID NO: 66; Rep25aa141, SEQ ID NO: 67). Esto sugirió que estas 
quimeras poseían interrupciones de una región crítica de Rep5 para la especificidad de ITR5. 20 
 
Las quimeras basadas en Rep2 no pudieron replicar ITR5 sin la inclusión de los 146aa del N-terminal de Rep5 
(Rep52aa146, SEQ ID NO: 79, Figura 5D). Rep52aa146 replicó ITR5 en niveles de tipo silvestre, al igual que las tres 
quimeras con porciones más 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 región crítica para la especificidad de ITR en 25 
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 sugirió que la especificidad ITR 
existía en dos regiones diferentes de Rep. 
 
Para Rep2, los 83 o 109 aa del N-terminal de Rep5 podría sustituirse sin efecto sobre la especificidad de ITR o 30 
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 interrupción de un dominio crítico para la especificidad de ITR (Rep52aa126, SEQ ID NO: 56; 
Rep52aa138, SEQ ID NO: 57). 
 35 
Las quimeras basadas en Rep5 no pudieron replicar ITR2 sin la inclusión de los 149aa del N-terminal de Rep2. Sin 
embargo, la replicación de ITR2 fue ineficaz (Rep25aa149, SEQ ID NO: 68, Figuras 5D y 5E). La inclusión de 
porciones más grandes de Rep2 permitió que la replicación de ITR2 aumentara a niveles de tipo silvestre 
(Rep25aa166, SEQ ID NO: 69; Rep25aa216, SEQ ID NO: 71). Estos datos mapean la región de Rep2 involucrada 
en la especificidad de ITR aa 110-149. Sin embargo, a diferencia de Rep5, esta no era la única región que 40 
desempeñaba un papel en la especificidad de ITR. La capacidad de la quimera Rep52aa146 para replicar vectores 
ITR2 e ITR5 demostró una segunda región de Rep2 entre aa 138-160 suficiente para permitir la replicación de ITR2 
incluso cuando la otra región crítica (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. 45 
 
Ejemplo 7 
 
Caracterización de las regiones Rep involucradas en la especificidad de ITR 
 50 
Para caracterizar los dominios de Rep identificados en la Figura 5, se crearon proteínas Rep quiméricas que 
intercambiaban específicamente las regiones implicadas en la especificidad de ITR (Figura 6A). La región 1 existía 
en Rep2 desde aa 110-149 y en Rep5 desde aa 97-146. La Región 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 secuenciación de ADN y 
análisis de transferencia Western (Figura 6B). Las quimeras se analizaron luego para determinar la capacidad de 55 
replicar vectores flanqueados por ITR2 o ITR5 (Figura 6C). 
 
Reemplazando la región 1 de Rep5 con Rep2 produjo un clon incapaz de replicar cualquier vector, sugiriendo que la 
quimera carecía 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 región 2 de Rep5 con la de Rep2 permitió que esta quimera 60 
replicara un vector de ITR2, sugiriendo que la región 2 de Rep2 era crítica para cortar el tallo de corte de ITR2 
(Rep525aa146-187, SEQ ID NO: 73). La incapacidad de esta quimera para reconocer ITR5 es más difícil de explicar 
ya que Rep52aa146 podría replicar ITR2 e ITR5 de manera eficiente (Figura 5B). Este resultado sugiere que región 
2 de Rep2 hace contactos específicos 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 65 
solo duplicó ITR2 (Rep525aa110-187, SEQ ID NO: 74). 
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La sustitución de la región 1 de Rep2 con Rep5 dio como resultado la replicación de solo ITR2, demostrando de 
nuevo una conexión entre la región 2 de Rep2 y el tallo de corte de ITR2 (Rep252aa97-146, SEQ ID NO: 75). La 
falta de replicación de ITR5 por Rep252aa97-146 es difícil de explicar con base en la quimera de Rep52aa146 que 
replica ITR2 e ITR5 de manera eficiente (Figura 5B). Este resultado sugiere que la región 1 de Rep5 establece 
contactos específicos dentro de los 96 aa precedentes de Rep5 para replicar ITR5. El reemplazo de la región 2 de 5 
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 región 2 de Rep2 (requerido para cortar el tallo de corte de ITR2) ni la región 1 de 
Rep5 que parece interactuar con el espaciador de ITR5. Finalmente, el reemplazo de las regiones 1 y 2 de Rep2 con 
Rep5 dio como resultado una quimera capaz de replicar solo vectores de ITR5 (Rep252aa97-187, SEQ ID NO: 77). 
 10 
La estructura cristalina de los 193 aa del N-terminal de Rep5 complejada con el RBE permitió modelar la ubicación 
de estas dos regiones críticas (Hickman et al., (2004) Mol. Cell 13: 403). La estructura del N-terminal de Rep2 se 
modeló con el software Swiss-Model utilizando Rep5 como plantilla. La ubicación de la región 1 apoya su 
participación con el espaciador/RBE (Figura 6D). Esta región interactúa con el surco principal de la ITR donde se 
predice una de las diferencias estructurales más evidentes entre Rep2 y Rep5 (Figura 6D, círculo sombreado). Rep2 15 
contiene una inserción de dos aa en este bucle con respecto a Rep5. Esta inserción y otras sustituciones no 
conservativas son probablemente responsables de la incapacidad de Rep2 para interactuar con el espaciador de 
ITR5. 
 
La observación de Rep a lo largo de la longitud de la ITR ilustra que la región 1 constituye gran parte de la base de 20 
la proteína (Figura 6E). Se predice que ambos Rep participan en un motivo de lámina β en el centro de esta región, 
mientras que existen áreas de homología reducida hacia ambos lados (el bucle interactúa con el surco principal de la 
ITR en un lado, las interacciones de RBE' en el otro). Una mirada más detallada a la región 1 revela que la mayor 
disparidad entre Rep2 y Rep5 se produce en la interfaz de unión de RBE en el surco principal de la ITR (Figura 6F). 
 25 
Hay muy poca diferencia estructural predicha entre la región 2 de Rep2 y Rep5 (Figura 6D y 6E). En un esfuerzo por 
diseccionar esta región, 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 ITR5 (Figura 6C). 
Rep52aa146 y Rep52aa147 replicaron los vectores de ITR2 e ITR5 con eficacia equivalente, lo que sugiere que 
E147 de Rep2 no está implicado en la especificidad de ITR. Rep52aa151 mostró una reducción modesta en la 30 
replicación de ITR2 en comparación 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 región (N155 y T161). Ambos residuos se encuentran cerca del sitio activo y es probable 
que interactúen con el tallo de corte o el sitio activo. N155 se encuentra directamente adyacente a Y156, la tirosina 
nucleofílica, y puede jugar un papel importante en la especificidad de ITR2 (Figura 6G). 35 
 
Ejemplo 8 
 
Modelo de estructura-función de la especificidad de Rep-ITR 
 40 
Con el fin de unificar los elementos de ITR y Rep implicados en la especificidad en un único modelo, se utilizaron la 
región 1 y la región 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 región 1 y 2 de Rep y puede replicar ITR2 e ITR5), y 
Rep25aa149 (esencialmente sin replicación 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 45 
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. Además, Rep25aa149 (SEQ ID NO: 68) y 
Rep52aa146 (SEQ ID NO: 79) replicaron ITR2 + 5NS. Este ITR parece ser universalmente replicado por cada Rep 50 
en este ensayo debido a la exclusión de los elementos de ADN implicados en la especificidad de la proteína. El 
espaciador de tres nt de ITR2 es sensible a la región 1 de unión a ADN de Rep2 y Rep5. El tallo de corte de ITR5 de 
siete pares de bases actúa con la región 2 de Rep2 y Rep5. Por lo tanto, cualquier combinación de estas regiones 
constituye una proteína Rep capaz de replicar ITR2 + 5NS. 
 55 
Finalmente, ni Rep2 ni Rep5 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 replicación. Sin embargo, Rep52aa146 fue capaz de replicar esta ITR debido a la combinación adecuada 
de regiones Rep (Figura 7C). Rep52aa146 posee la región 1 de Rep5 que interactúa con el espaciador de ITR5 de 
15 nt. Esta quimera también posee la región 2 de Rep2, que funciona en el tallo de corte de ITR2. Esta interacción 60 
recombinante ADN-proteína es única de AAV2 o AAV5 y constituye un nuevo origen de replicación de Parvovirus. 
 
Tomado en conjunto, este trabajo ilustra dos mecanismos específicos de especificidad de ADN-proteína en el origen 
de replicación 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 65 
que la especificidad de Rep-ITR se basaba únicamente 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 específico para su tallo análogo 
(Figura 2). 
 
Tres residuos de Rep2 son importantes para escindir el tallo de corte de ITR2 (Figuras 5 y 6). Los residuos C151, 5 
N155 y T161 se encuentran en el sitio activo de la proteína en una hélice alfa predicha junto con la tirosina 
nucleofílica Y156. No está claro cómo estos residuos (denominados región 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 específicas que requieren consideraciones de altura y secuencia específicas para el tallo 
de corte de ITR5. 10 
 
La especificidad de Rep-ITR de AAV5 está mediada por el espaciador de ITR5. El reemplazo del espaciador de ITR2 
de tres nt con espaciador ITR5 de 15 nt eliminó la replicación por Rep2 (Figura 2B). Un elemento de unión de Rep 
pobremente conservado permite que Rep5 interactúe con el espaciador de ITR5 alargado (Figura 4B). La mutación 
del espaciador para incluir un elemento de enlace de Rep fuerte permitió a Rep2 y Rep5 replicar la ITR. Sin 15 
embargo, la inserción de un elemento de unión de Rep en el espaciador de ITR2 todavía disminuyó aún más la 
función de Rep2. Si bien estos datos podrían sugerir que moléculas adicionales de Rep5 se unen a ITR5, los 
experimentos previos in vitro no han llegado a esta conclusión, aunque esos estudios se realizaron en ausencia de 
horquillas en las ITR (Chiorini et al., (1999) J. Virol. 73: 4293). 
 20 
Una región de 49 aa de Rep5 interactúa con el espaciador de ITR5 (aa 97-146, Figuras 5 y 6). La estructura 
cristalina del N-terminal de Rep5 revela que esta región (región 1) posee residuos que se unen específicamente 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 mayoría de la especificidad del espaciador de ITR5. Mientras que la Figura 
1B predice que la unión de RBE' no debería desempeñar un papel en la especificidad de Rep-ITR, es posible que los 25 
contactos de RBE' alteren la estructura secundaria de la región 1 cuando interactúa con el RBE. 
 
Debido a que las regiones de Rep que confieren especificidad de ITR estaban separadas (región 1 de Rep5 de 
aa97-146 y región 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 podría ser replicada por cualquier Rep quimérica o de tipo silvestre se 30 
construyó excluyendo los elementos de ADN requeridos para la especificidad; el espaciador de ITR5 y el tallo de 
corte de ITR2. Más significativamente, se generó un nuevo origen de replicación. Esta ITR contenía los dos 
elementos para la especificidad de Rep; el espaciador de ITR5 y el tallo de corte de ITR2. Como resultado, solo una 
proteína Rep quimérica compuesta por la región 1 de Rep5 y la región 2 de Rep2 pudo replicar la ITR. La creación 
de un único origen de replicación resalta el poder de estudiar las interacciones ADN-proteína de un origen de 35 
replicación viral. 
 
La creación de una interacción única ADN-proteína fue posible debido a la separación de las interacciones 
específicas de Rep-ITR en AAV2 y AAV5. No está claro cómo y por qué evolucionaron estas dos interacciones ADN-
proteína diferentes. Es probable debido a la divergencia evolutiva en la secuencia de ITR que puede haber ocurrido 40 
en diferentes huéspedes (AAV2 está relacionado con otros AAV de primates, AAV5 está 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) 45 
 
Estos resultados también pueden mejorar la seguridad de futuros vectores terapéuticos de AAV. El peligro de la 
movilización de vectores de AAV por el AAV de tipo silvestre podría evitarse si los vectores terapéuticos albergaran 
ITR que ninguna Rep de tipo silvestre podría replicar (Hewitt et al., (2009) J. Virol. 83: 3919). 
 50 
Ejemplo 9 
 
Producción del vector de ITR de serpiente 
 
Se cultivaron células HEK 293 en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero 55 
fetal bovino (Sigma, St. Louis, MO) y 100 unidades/mL de penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina y se cultivaron a 
37ºC con saturación de CO2 al 5%. Para producir vectores de ITR de serpiente (pitón real), se transfectaron 10 μg de 
cada uno de los siguientes plásmidos mediante PEI en células HEK 293 en una placa de cultivo de 15 cm: pXX680 
(plásmido adyuvante Ad), pSnTR-eGFP (el plásmido que contiene ITR, SEQ ID NO: 124), pSnRepCap2 (plásmido 
adyuvante de AAV que contiene los genes Rep de serpiente y genes Cap de AAV2, SEQ ID NO: 125), y pXR2 60 
(plásmido adyuvante de AAV que contiene los genes Rep y Cap de AAV2). Véanse las Figuras 33-35. 
Alternativamente, podría usarse un plásmido que exprese solo las proteínas Rep pequeñas de AAV2 (Rep52 y 
Rep40) en lugar de pXR2. 48 horas después de la transfección, las células se recogieron y el vector se purificó por 
centrifugación en gradiente de CsCl como se describió previamente para otros vectores de AAV. 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un polinucleótido que comprende al menos una repetición terminal invertida (ITR) del virus adenoasociado (AAV), 
en el que dicha ITR comprende la secuencia de nucleótidos: 
 5 

 
 
2. El polinucleótido de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente un ácido nucleico heterólogo. 
 
3. Un vector viral, tal como un vector de parvovirus o AAV, que comprende el polinucleótido de cualquiera de las 10 
reivindicaciones 1-2. 
 
4. Una partícula de parvovirus recombinante, tal como una partícula de AAV, que comprende el polinucleótido de 
cualquiera de las reivindicaciones 1-3. 
 15 
5. Una proteína Rep grande sintética que comprende la secuencia de aminoácidos: 
 

 
 

 20 
 
6. Un polinucleótido que codifica la proteína de la reivindicación 5. 
 
7. Un vector, tal como un vector plasmídico o vector viral, que comprende el polinucleótido de la reivindicación 6. 
 25 
8. Una célula que comprende el polinucleótido de la reivindicación 6 o el vector de la reivindicación 7. 
 
9. Un método para producir una partícula de parvovirus recombinante, que comprende proporcionar a una célula 
permisiva para la replicación de parvovirus: 
 30 
(a) una plantilla de parvovirus recombinante que comprende (i) un ácido nucleico heterólogo, y (ii) la secuencia de 
repetición terminal de AAV de la reivindicación 1; 
(b) el polinucleótido de la reivindicación 6; 
 
en condiciones suficientes para la replicación y el empaquetamiento de la plantilla de parvovirus recombinante; 35 
mediante el cual se producen partículas de parvovirus recombinantes en la célula. 
 
10. Un método in vitro para suministrar un ácido nucleico a una célula, que comprende introducir en una célula la 
partícula de parvovirus recombinante de la reivindicación 4. 
 40 
11. Una partícula de parvovirus recombinante de acuerdo con la reivindicación 4 para usar en un método de 
tratamiento de un sujeto mamífero, comprendiendo dicho método administrar al sujeto mamífero una célula que ha 
sido contactada con la partícula de parvovirus recombinante en condiciones suficientes para que el genoma del 
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vector de la partícula de parvovirus entre en la célula o administrar al sujeto mamífero la partícula de parvovirus 
recombinante. 
 
12. Una composición farmacéutica que comprende el vector viral de la reivindicación 3, la partícula de parvovirus 
recombinante de la reivindicación 4, el vector de la reivindicación 7 o la célula de la reivindicación 8. 5 
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