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DESCRIPCIÓN

Composiciones de vector viral adenoasociado modificado

Antecedentes

Los virus adenoasociados (AAV) son unos pequeños virus no patógenos de la familia parvoviridae. Los AAV son 
diferentes de los otros miembros de esta familia debido a su dependencia de un virus auxiliar para la replicación. El 5
genoma de aproximadamente 5 kb de los AAV consiste en un segmento de ADN de una sola hebra de polaridad 
positiva o negativa. Los extremos del genoma son repeticiones terminales invertidas cortas que pueden plegarse en 
estructuras de tipo horquilla y pueden servir como origen de la replicación del ADN viral. Físicamente, el virión del 
parvovirus no tiene envoltura y su cápside icosaédrica tiene un diámetro de aproximadamente 20 nm.

Hasta hoy en día se han identificado numerosos AAV serológicamente diferentes y se los ha aislado de seres humanos 10
o primates. Govindasamy y colaboradores, "Estructurally Mapping the Diverse Phenotype of Adeno-Associated Virus 
Serotype 4", J. Vir., 80 (23):11556-11570 (2006). Por ejemplo, el genoma de AAV2 tiene 4680 nucleótidos de longitud 
y contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF). El ORF izquierdo codifica a las proteínas Rep no estructurales, Rep 
40, Rep 52, Rep 68 y Rep 78, que están relacionadas con la regulación de la replicación y transcripción además de la 
producción de genomas de progenie de una sola hebra. También se ha demostrado que Rep 68/78 posee actividad 15
de unión a NTP así como actividades de ADN y ARN helicasa. Las proteínas Rep poseen una señal de localización 
nuclear así como varios potenciales sitios de fosforilación. La mutación de uno de dichos sitios de quinasa dio como 
resultado una pérdida de la actividad de replicación.

Los extremos del genoma son repeticiones terminales invertidas (ITR) cortas con el potencial de plegarse para dar 
estructuras de tipo horquilla con forma de T que sirven como origen de replicación del ADN viral. Dentro de la región 20
ITR se han descrito dos elementos que son fundamentales para el funcionamiento de la ITR, un motivo repetitivo 
GAGC y el sitio de resolución terminal (trs). Se ha mostrado que el motivo repetitivo se une a Rep cuando la ITR tiene 
una conformación ya sea lineal o de horquilla.

Esta unión sirve para posicionar a Rep 68/78 para la escisión en el trs que ocurre de una manera específica del sitio 
y de la hebra.25

Las siguientes características de los AAV los han convertido en un vector atractivo para transferencia de genes. Los 
vectores de AAV poseen un amplia gama de anfitrioness; se transducen in vitro e in vivo a células que se dividen y 
que no se dividen y conservan altos niveles de expresión de los genes transducidos. Las partículas virales son 
termoestables, resistentes a los disolventes, detergentes, cambios de pH, temperatura, y se pueden concentrar en 
gradientes de CsCl. Los AAV no están asociados con ningún evento patógeno, y no se ha descubierto que la 30
transducción con vectores de AAV induzca ningún tipo de efecto negativo duradero sobre el crecimiento ni sobre la 
diferenciación celular. Se ha mostrado que las ITR son los únicos elementos cis necesarios para el empaquetamiento
que permite embutir por completo los genes virales para crear sistemas vectores.

Actualmente existe la necesidad de disponer de vectores de AAV con características de empaquetamiento mejoradas.

Grimm y colaboradores, Methods in Enzymology, vol. 392 (2005), páginas 381-405 describen un vector de AAV que 35
comprende un fragmento de relleno que contiene al gen lacZ de E. coli y un casete del gen GFP.

El documento WO 2011/133874 A1 describe un vector de AAV que comprende una secuencia que codifica un ARNhc 
[ARN de horquilla corta] posicionado dentro de un intrón de un gen diferente.

Kota y colaboradores, Cell, vol. 137, núm. 6 (2009), páginas 1005-1017 describen un vector de AAV que comprende 
una secuencia de miARN insertada dentro de un intrón.40

Compendio

La presente invención se refiere a un ácido nucleico apropiado para su uso como secuencia de relleno de un virus 
adenoasociado (AAV) que consiste en un ácido nucleico de entre 3300 y 4200 nucleótidos de longitud que tiene al 
menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en donde la secuencia de relleno carece de 
potenciadores, promotores, reguladores de corte y empalme, ARN no codificantes, secuencias antisentido ni 45
secuencias codificantes.

La presente invención se refiere adicionalmente a un vector de virus adenoasociado (AAV) que comprende al ácido 
nucleico de la invención y un casete de expresión.

En ciertas realizaciones, se describe un componente de carga de un virus adenoasociado (AAV) (que también se 
denomina "secuencia de relleno") que comprende un ácido nucleico de entre 3300 y 4200 nucleótidos de longitud que 50
tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

En ciertas realizaciones, se describe un componente de carga de un virus adenoasociado (AAV) que consiste en un 
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ácido nucleico de entre 3300 y 4200 nucleótidos de longitud que tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 1 
o SEQ ID NO: 2.

En ciertas realizaciones, se describe un vector de AAV que comprende el componente de carga descrito anteriormente.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS Y LA TABLA

La Figura 1 es un mapa del plásmido de 5pFBAAVmU6miHDS1 relleno (9110 pb).5

La Figura 2 es la secuencia de5pFBAAVmU6miHDS1 relleno (Relleno Núm.1) (SEQ ID NO: 3).

La Figura 3 provee la secuencia de los diversos componentes individuales de 5pFBAAVmU6miHDS1relleno (SEQ ID 
NO: 1, 4-11).

La Figura 4 es un gráfico que muestra la expresión relativa de Htt.

La Figura 5 es un mapa del plásmido de 5pFBAAVmU6miHDS1-relleno.10

La Figura 6 es la secuencia del plásmido para 5pFBAAVmU6miHDS1-Relleno (SEQ ID NO: 12).

La Figura 7 provee una secuencia de relleno (Relleno núm. 2) (SEQ ID NO: 2).

Figura 8. Evaluación por ME de viriones completos frente a viriones vacíos. Las flechas señalan dos ejemplos de 
viriones vacíos. Este preparado solo tenía ~4% de viriones vacíos, lo que es bastante bajo.

Figura 9. Tinción con plata para examinar la integridad de la cápside de los viriones purificados. Se modificaron 15
genéticamente varias construcciones diferentes que expresaban miARN hacia el vector lanzadera junto con el relleno 
del intrón I/II para generar un tamaño de genoma próximo al del tipo salvaje. Los virus purificados muestran 
proporciones óptimas de las proteínas VP1, VP2 y VP3.

Tabla 1. % de eficacias de empaquetamiento de viriones miR-intronI/II y % de contaminantes.

Descripción detallada20

La presente invención se refiere a un ácido nucleico apropiado para su uso como secuencia de relleno de un virus 
adenoasociado (AAV) que consiste en un ácido nucleico de entre 3300 y 4200 nucleótidos de longitud que tiene al 
menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en donde la secuencia de relleno carece de 
potenciadores, promotores, reguladores de corte y empalme, ARN no codificantes, secuencias antisentido o
secuencias codificantes.25

La presente invención se refiere adicionalmente a un vector de virus adenoasociado (AAV) que comprende al ácido 
nucleico de la invención y un casete de expresión.

Vectores AAV y casetes de expresión

Los vectores virales de la invención utilizan un vector de AAV. Un vector "AAV" se refiere a un virus adenoasociado, y 
se puede utilizar para hacer referencia al virus de tipo salvaje de origen natural en sí mismo o a derivados de los 30
mismos El término abarca a todos los subtipos, serotipos y pseudotipos, y formas tanto naturales como recombinantes, 
excepto donde se requiera lo contrario. Como se emplea en la presente memoria, el término "serotipo" se refiere a un 
AAV que es identificado por y se distingue de otros AAV en base a la reactividad de la proteína de la cápside con 
determinados antisueros, p. ej., hay ocho serotipos de AAV de primates conocidos, AAV-1 a AAV-8. Por ejemplo, el 
serotipo AAV-2 se utiliza para hacer referencia a un AAV que contiene proteínas de la cápside codificadas por el gen 35
cap de AAV-2 y un genoma que contiene secuencias ITR 5' y 3' del mismo serotipo AAV-2.

AAV pseudotipificado se refiere a un AAV que contiene proteínas de la cápside de un serotipo y un genoma viral que 
incluye ITR 5'-3' de un segundo serotipo. Se puede esperar que un rAAV pseudotipificado tenga las propiedades de 
unión a la superficie celular del serotipo de la cápside y propiedades genéticas compatibles con el serotipo de la ITR. 
Los rAAV pseudotipificados se producen usando técnicas convencionales descritas en la técnica. Como se emplea en 40
la presente memoria, por ejemplo, se puede utilizar rAAV 1 para hacer referencia a un AAV que tiene tanto con 
proteínas de la cápside como ITR 5'-3' del mismo serotipo o puede hacer referencia a un AAV que tiene proteínas de 
la cápside del serotipo 1 e ITR 5'-3' de un serotipo de AAV diferente, p. ej., un serotipo AAV 2.

La abreviatura "rAAV" se refiere un virus adenoasociado recombinante, que también se puede denominar un vector 
de AAV recombinante (o "vector de rAAV"). En una realización, los vectores de expresión de AAV se construyen usando 45
técnicas conocidas que se utilizan para proporcionar al menos como componentes conectados operablemente en la 
dirección de la transcripción, elementos de control que incluyen una región de inicio de la transcripción, el ADN de 
interés y una región de terminación de la transcripción. Los elementos de control se seleccionan de manera que sean 
funcionales en una célula de mamífero. La construcción resultante que contiene los componentes conectados 
operablemente que está flanqueada (5' y 3') por secuencias ITR del AAV funcionales.50
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Con "repeticiones terminales invertidas del virus adenoasociado" o "ITR del AAV" se desea hacer referencia a las 
regiones reconocidas en la técnica que se encuentran en cada extremo del genoma del AAV que funcionan juntas en 
cis como orígenes de replicación del ADN y como señales de empaquetamiento para el virus.

Las secuencias de nucleótidos de las regiones ITR de AAV son conocidas. Como se emplea en la presente memoria, 
no es necesario que una "ITR del AAV" tenga la secuencia de nucleótidos de tipo salvaje representada, sino que se 5
puede alterar, p.ej., mediante la inserción, deleción o sustitución de nucleótidos. Adicionalmente, la ITR del AAV se 
puede obtener de cualquiera de varios serotipos de AAV, incluyendo, sin limitación, a AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, 
AAV-5, AAV7, etc. Además, no es necesario que las ITR 5' y 3' que flanquean una determinada secuencia de 
nucleótidos de un vector de AAV sean idénticas ni que se obtengan del mismo serotipo o producto aislado de AAV, con 
la condición de que funcionen de la manera que se desea, es decir, que permitan la escisión y el rescate de la 10
secuencia de interés del genoma de una célula anfitriona o vector.

Las ITR del AAV se pueden escindir de un plásmido del vector de AAV que las contiene y se pueden fusionar 5' y 3' 
de una determinada construcción de ácido nucleico que esté presente en otro vector usando técnicas de ligación 
convencionales, tales como las descritas por Sambrook y Russell, en Molecular Cloning: A Laboratorio Manual, Cold 
Spring Harbor Laboreatory Press Cold Spring Harbor, NY (2001). Por ejemplo, las ligaciones se pueden realizar en 15
Tris-Cl 20 mM a pH 7,5, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, 33 µg/ml de BSA, NaCl 10 mM-50 mM, y ATP 40 µM, 0,01-0,02 
(Weiss) unidades de ADN ligasa de T4 a 0°C (para la ligación de "extremos cohesivos") o ATP 1 mM, 0,3-0,6 (Weiss) 
unidades de ADN ligasa de T4 a 14°C (para la ligación de "extremos romos "). La ligaciones intermoleculares de 
"extremos cohesivos " usualmente se llevan a cabo a concentraciones de ADN total de 30-100 µg/ml (concentración 
final total 5-100 nM). Los vectores de AAV que contienen ITRs se han descrito, p.ej., en la Patente de EE.UU. Núm.20
5.139.941. En particular, allí se describen varios vectores de AAV que se pueden obtener de la American Type Culture 
Collection ("ATCC") con los Números de Acceso 53222, 53223, 53224, 53225 y 53226.

El virus adenoasociado empaqueta preferentemente un genoma completo, es decir, un genoma de aproximadamente 
el mismo tamaño que el genoma nativo, y no es demasiado grande ni demasiado pequeño. Muchas secuencias diana 
de ácidos nucleicos, o casetes de expresión que codifican secuencias diana de ácidos nucleicos, son muy pequeñas. 25
Para evitar el empaquetamiento de genomas fragmentados, los autores de la presente diseñaron y probaron una 
secuencia de ácido nucleico que, cuando se conectó a un casete de expresión, dio como resultado un genoma cuyo 
tamaño tenía una longitud casi normal entre las ITR. La secuencia de inicio fue de origen mamífero, pero estaba 
modificada significativamente para asegurar que este "componente de carga" (que también se denomina "secuencia 
de relleno") careciese de potenciadores, promotores, reguladores de corte y empalme, ARN no codificante ni 30
secuencias antisentido, entre otras cosas. En otras palabras, las secuencias de relleno son "silenciosas" y no confieren 
actividad al casete de expresión.

En la presente invención, las moléculas de ADN apropiadas para utilizar en vectores de AAV incluirán, por ejemplo, 
una secuencia de relleno y un casete de expresión que codifica las moléculas de ARNip de la invención. Muchos 
casetes de expresión son muy pequeños, por ejemplo, aquellos que expresan ARN inhibidores (ARNip y ARNhc). Por 35
lo tanto, existe la necesidad de agregar secuencias al casete, de manera que se forme un genoma de AAV completo 
o casi completo. Si en la producción del AAV solo se utilizó el genoma pequeño, los viriones recombinantes serían 
heterogéneos y contendrían genomas de diversos tamaños. Esto se debe a que el virus prefiere empaquetar genomas 
completosde manera que pueda recoger otros fragmentos de ADN para llenar ese espacio. El relleno no pueden ser 
demasiado grande, ya que los genomas de AAV con un tamaño mayor al 105% del tamaño del genoma de tipo salvaje 40
generalmente no serán empaquetados.

En ciertas realizaciones, se describe un componente de carga (que también se denomina una "secuencia de relleno") 
de virus adenoasociado (AAV) que comprende un ácido nucleico de entre 3300 y 4200 nucleótidos de longitud que 
tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

45
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(SEQ ID NO: 1)
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(SEQ ID NO: 2)
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En ciertas realizaciones, se describe un componente de carga de un virus adenoasociado (AAV) que consiste en un 
ácido nucleico de entre 3300 y 4200 nucleótidos de longitud que tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 1 
o SEQ lD NO: 2. En ciertas realizaciones, el componente de carga tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 
1 o SEQ ID NO: 2. En ciertas realizaciones, el componente de carga tiene 95% de identidad, 98% de identidad, 99% 5
de identidad, o incluso 100% de identidad con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NQ: 2. En ciertas realizaciones, el componente 
de carga tiene una longitud de aproximadamente 3500-4000 nucleótidos, o de aproximadamente 3700-3850 
nucleótidos. En la presente invención, el componente de carga es "silencioso" en términos de actividad biológica, 
porque carece de potenciadores, promotores, reguladores de corte y empalme, ARN no codificantes, secuencias 
antisentido, o secuencias codificantes.10

El término "ácido nucleico" se refiere a ácido desoxirribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN) y a los polímeros 
de los mismos en forma de hebra sencilla o de doble hebra, compuestos por monómeros (nucleótidos) que contienen 
un azúcar, fosfato y una base que es una purina o una pirimidina. A no ser que se limite específicamente, el término 
abarca los ácidos nucleicos que contienen análogos conocidos de nucleótidos naturales que tienen propiedades de 
unión similares a las del ácido nucleico de referencia y se metabolizan de una manera similar a los nucleótidos de 15
origen natural. A no ser que se indique lo contrario, una secuencia de ácido nucleico concreta también abarca variantes 
de la misma modificadas de manera conservativa (p.ej., sustituciones de codones degenerados) y secuencias 
complementarias, así como la secuencia que se indica explícitamente. Específicamente, las sustituciones de codones 
degenerados se pueden realizar generando secuencias en las cuales la tercera posición de uno o más codones 
seleccionados (o todos ellos) se sustituye por residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina. Un "fragmento de ácido 20
nucleico" es una porción de una determinada molécula de ácido nucleico.

Una "secuencia de nucleótidos" es un polímero de ADN o ARN que puede ser de una sola hebra o de doble hebra, 
que opcionalmente contiene bases nucleotídicas sintéticas, no naturales o alteradas que puedan ser incorporadas a 
los polímeros de ADN o ARN. Las expresiones "ácido nucleico", "molécula de ácido nucleico", "fragmento de ácido 
nucleico", "secuencia o segmento de ácido nucleico", o "polinucleótido" se utilizan indistintamente y también se pueden 25
utilizar indistintamente con gen, ADNc, ADN y ARN codificado por un gen.

La descripción abarca composiciones de ácidos nucleicos aislados o sustancialmente purificados. En el contexto de 
la presente descripción, una molécula de ADN o molécula de ARN "aislada" o "purificada" es una molécula de ADN o 
una molécula de ARN que existe fuera de su ambiente nativo y por lo tanto no es un producto natural. Una molécula 
de ADN o molécula de ARN aisladas pueden existir en forma purificada o pueden existir en un ambiente no nativo tal 30
como, por ejemplo, una célula anfitriona transgénica. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico "aislada" o 
"purificada" o una porción biológicamente activa de la misma, está sustancialmente libre de otro material celular, o 
medio de cultivo cuando se produce por técnicas recombinantes, o está sustancialmente libre de precursores químicos 
u otros productos químicos cuando se sintetiza químicamente. En una realización, un ácido nucleico "aislado" está 
libre de secuencias que flanquean naturalmente en ácido nucleico (es decir, secuencias situadas en los extremos 5' y 35
3' del ácido nucleico) en el ADN genómico del organismo del cual se obtiene el ácido nucleico. Por ejemplo, en diversas 
realizaciones, la molécula de ácido nucleico aislada puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 
kb, 1 kb, 0,5 kb, o 0,1 kb de secuencias de nucleótidos que flanquean naturalmente la molécula de ácido nucleico del 
ADN genómico de la célula de la cual se obtiene el ácido nucleico. La presente descripción también abarca los 
fragmentos y variantes de las secuencias de nucleótidos descritas. Con "fragmento" o "porción" se desea hacer 40
referencia a una secuencia de nucleótidos completa o menos que completa.
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"De origen natural", "nativo", o "de tipo salvaje" se utiliza para describir un objeto que se puede encontrar en la 
naturaleza, a diferencia de uno producido artificialmente. Por ejemplo, una proteína o secuencia de nucleótidos 
presente en un organismo (incluyendo un virus), que se puede aislar de una fuente natural y que no ha sido modificado 
intencionadamente por una persona en un laboratorio, es de origen natural.

"Genoma" se refiere al material genético completo de un organismo.5

Un "vector" se define de manera que incluya, entre otras cosas, cualquier vector viral, así como cualquier plásmido, 
cósmido, fago o vector binario en forma de doble hebra o de hebra sencilla, lineal o circular, que puede ser transmisible 
o movilizable por sí mismo o no, y que puede transformar un anfitrion procariota o eucariota.

ITR del AAV 

Un "virus AAV" o "partícula viral de AAV" se refiere a una partícula viral compuesta al menos por una proteína de la 10
cápside de AAV (preferiblemente por todas las proteínas de la cápside de un AAV de tipo salvaje) y un polinucleótido 
encapsidado. Si la partícula comprende un polinucleótido heterólogo (es decir, un polinucleótido diferente del genoma 
de AAV de tipo salvaje tal como un transgen que se debe suministrar a una célula de mamífero), típicamente se 
denomina "rAAV".

En una realización, los vectores de expresión de AAV se construyen usando técnicas conocidas para proporcionar al 15
menos en forma de componentes conectados operablemente en la dirección de la transcripción, elementos de control 
que incluyen una región de inicio de la transcripción, el ADN de interés y una región de terminación de la transcripción. 
Los elementos de control se seleccionan de manera que sean funcionales en una célula de mamífero. La construcción 
resultante que contiene los componentes conectados operablemente está flanqueada (5' y 3') por secuencias ITR del 
AAV funcionales.20

Con "repeticiones terminales invertidas del virus adenoasociado" o "ITR del AAV" se desea hacer referencia a las 
regiones reconocidas en la técnica encontradas en cada extremo del genoma del AAV que funcionan juntas en cis
como orígenes de replicación del ADN y como señales de empaquetamiento para el virus. Las ITR del AAV, junto con 
la región codificante repdel AAV, proporcionan la escisión eficaz de los plásmidos que las expresan.

Las secuencias de nucleótidos de regiones ITR del AAV son conocidas. Como se emplea en la presente memoria, no 25
es necesario que una "ITR del AAV " tenga la secuencia de nucleótidos de tipo salvaje representada, sino que se 
puede alterar, p.ej., por la inserción, deleción o sustitución de nucleótidos. Adicionalmente, la ITR del AAV se puede 
obtener de cualquiera de varios serotipos de AAV, que incluyen, sin limitación , AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV7, 
etc. Además, no es necesario que las ITR 5' y 3' que flanquean una determinada secuencia de nucleótidos en un 
vector de AAV sean idénticas o se obtengan del mismo serotipo o producto aislado de AAV, con la condición de 30
funcionen de la manera deseada, es decir, que permitan la escisión y el rescate de la secuencia de interés de un 
vector, y el empaquetamiento del genoma deseado en el virión de AAV.

En una realización, las ITR de AAV se pueden obtener de cualquiera de varios serotipos de AAV, incluyendo, sin 
limitación, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV7, etc. Además, no es necesario que las ITR 5' y 3' que flanquean una 
determinada secuencia de nucleótidos en un vector de expresión de AAV sean idénticas o se obtengan del mismo 35
serotipo o producto aislado de AAV, con la condición de funcionen de la manera deseada, es decir, que permitan la 
escisión y el rescate de la secuencia de interés de un vector, y permitan el empaquetamiento del genoma deseado en 
el virión de AAV.

En ciertas realizaciones se describe un vector de virus adenoasociado (AAV) que comprende el componente de carga 
como se describió anteriormente conectado operablemente a un casete de expresión. En ciertas realizaciones, el 40
casete de expresión comprende un promotor. En ciertas realizaciones, el promotor es un promotor pol III. En ciertas 
realizaciones, el promotor es un promotor mU6. En ciertas realizaciones, el vector de AAV comprende adicionalmente 
una secuencia diana. En ciertas realizaciones, la secuencia diana es una molécula de ARNi.

"Casete de expresión", como se emplea en la presente memoria, se refiere a una secuencia de ácido nucleico capaz 
de dirigir la expresión de una secuencia de nucleótidos particular en una célula anfitriona apropiada, que puede incluir 45
un promotor conectado operablemente a la secuencia de nucleótidos de interés que puede ser conectado 
operablemente a señales de terminación. Usualmente, la región codificante codifica un ARN funcional de interés, por 
ejemplo una molécula de ARNi. El casete de expresión que incluye la secuencia de nucleótidos de interés puede ser 
quimérico. El casete de expresión también puede ser de origen natural pero que se ha obtenido en una forma 
recombinante útil para la expresión heteróloga.50

El ARN de doble hebra (ARNdh) puede inducir el silenciamiento génico post-transcripcional específico de la secuencia 
en muchos organismos, mediante un procedimiento conocido como interferencia de ARN (ARNi). Los fragmentos de 
ARN son los mediadores específicos de las secuencia del ARNi. Ahora se reconoce la interferencia de expresión del 
gen por estas moléculas de interferencia de ARN (ARNi) como una estrategia natural para el silenciamiento genes en 
las células de muchos organismos.55

Ciertas realizaciones de la presente invención proporcionan un vector que codifica una molécula aislada de ARNi. 
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Como se emplea en la presente memoria el término "codificado por" se utiliza en un sentido amplio, similar al término 
"que comprende" en la terminología de patentes. Las moléculas de ARNi incluyen a los ARNip, ARNhc y otros ARN 
pequeños que pueden ser (o son) capaces de modular la expresión de un gen diana, por ejemplo mediante 
interferencia de ARN . Tales ARN pequeños incluyen sin limitación, ARNhc y microARN (miARN).

"Conectado operablemente " se refiere a la asociación de secuencias de ácidos nucleicos en un único fragmento de 5
ácido nucleico, de manera que la función de una de las secuencias resulta afectada por la otra. Por ejemplo, se dice 
que una secuencia de ADN reguladora está "conectada operablemente a" o "asociada con" una secuencia de ADN 
que codifica un ARN o un polipéptido si las dos secuencias están situadas de manera que la secuencia de ADN 
reguladora afecta a la expresión de la secuencia de ADN codificante (es decir, que la secuencia codificante o el ARN 
funcional se encuentra bajo el control transcripcional del promotor).10

Las secuencias codificantes se pueden conectar operablemente a secuencias reguladoras con orientación efectora o 
antisentido.

Los ácidos nucleicos conectados operablemente son ácidos nucleicos dispuestos en una relación funcional con 
respecto a otra secuencia de ácido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador está conectado operablemente
a una secuencia codificante si afecta a la transcripción de la secuencia; o un sitio de unión al ribosoma está conectado 15
operablemente a una secuencia codificante si está posicionado de manera que facilita la traducción. Generalmente, 
las secuencias de ADN conectadas operablemente son secuencias de ADN que están conectadas contiguas. Sin 
embargo, no es necesario que los potenciadores sean contiguos. La conexión se consigue mediante la ligación en 
sitios de restricción convenientes. Si tales sitios no existen, se utilizan los adaptadores o conectores oligonucleotídicos 
sintéticos de acuerdo con la práctica convencional.20

Ahora se ilustrará la invención mediante los siguientes Ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1

Se generó un plásmido FBAAVmU6miHDS1-relleno que incluía ITR de AAV2, promotor mU6, secuencia diana 
miHDS1, relleno de componente decarga, y un esqueleto principal de AAV (Figura 1). La secuencia para AAV 
5pFBAAVmU6miHDS1-relleno se proporciona en la Figura 2, y las secuencias de los componentes individuales del 25
plásmido se proporcionan en la Figura 3. El componente de carga completo ("secuencia de relleno") consistía en 3776 
nucleótidos.

Ejemplo 2 

Se comparó la eficacia de silenciamiento in vivo de vectores que expresaban miHDS1. Se construyeron cuatro 
vectores: (1) un vector que expresaba una secuencia de control (miSAFE) y que contenía una secuencia de control 30
(eGFP), (2) un vector que expresaba la secuencia diana (miHDS1) y que contenía una secuencia de control (eGFP), 
(3) un vector que expresaba una secuencia de control (miSAFE) y que contenía la secuencia de relleno descrita en el 
Ejemplo 1, y (4) un vector que expresaba la secuencia diana (miHDS1) y que contenía la secuencia de relleno descrita 
en el Ejemplo 1.

(1) AAV2/1 mU6miSAFE — eGFP (4,81E12 µg/ml)35

(2) AAV2/1 mU6miHDS1 — eGFP (4,81E12 µg/ml)

(3) AAV2/1 mU6miSAFE — relleno (4,81E12 µg/ml)

(4) AAV2/1 mU6miHDS1 — relleno (4,81E12 µg/ml)

Las secuencias para miSAFE y miHDS1 han sido expuestas anteriormente (véase, el documento 
PCT/US2012/024904, que se incorpora en la presente memoria como referencia su totalidad). A los ratones de tipo 40
salvaje se les inyectaron en el cuerpo estriado los cuatro vectores. Los ratones se sacrificaron un mes más tarde y se 
determinó la expresión de Htt con relación a los niveles de expresión de Actb por QPCR. La Figura 4 muestra que 
hubo una reducción de 20% en la expresión entre los casetes de expresión de misafe/eGFP y miHDS1/eGFP, mientras 
que hubo una reducción de 60% de la expresión entre los casetes de expresión de misafe/relleno y miHDS1/relleno, 
es decir, una reducción de 60% de la expresión cuando se utilizó el relleno.45

Ejemplo 3

Se generó un plásmido 5pFBAAVmU6miHDS1-relleno que incluía ITR de AAV2, promotor mU6, secuencia diana 
miHDS1, relleno de componente de carga, y un esqueleto principal de AAV (Figura 5). La secuencia para el plásmido 
AAV 5pFBAAVmU6miHDS1-relleno se proporciona en la Figura 6. La secuencia para el relleno (Relleno Núm. 2) se 
proporciona en la Figura 7.50

Ejemplo 4 

Una de las consideraciones con el empaquetamiento de AAV es que se debe conservar un tamaño óptimo del genoma. 
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Cuando ocurre esto, se minimiza la proporción de viriones que carecen de genomas que se forman. Se llevaron a 
cabo experimentos para probar la eficacia del empaquetamiento de las nuevas secuencias de relleno y se descubrió 
una alta eficacia del empaquetamiento. Por ejemplo, véase la tabla 1 "Vacío promedio" y la Figura 8). También se 
midió si se había empaquetado material genético que no contenía secuencias de relleno miARN:intrón. Se descubrió 
que la incorporación de material genómico no deseado utilizado en la producción de virus fue extremadamente baja 5
(Cap/rAAV, Amp/rAAV, Gent/rAAV). Por último, se analizó la calidad de los virus mediante tinción con plata después 
de la electroforesis en gel de poliacrilamida y se descubrió que contenía las proporciones apropiadas de las diversas 
proteínas de la cápside (VP1, VP2, y VP3; Figura 9). En síntesis, la secuencia de relleno del intrón I/II permite un 
empaquetamiento óptimo de los transgenes deseados en las cápsides de los AAV.

Se debe entender que el uso de los términos "un", "uno", "una" y y "el/la" y referentes similar en el contexto de la 10
descripción de la invención abarca tanto el singular como el plural, a no ser que se indique lo contrario en la presente 
memoria o que el contexto lo contradiga claramente. Se debe entender que los términos "que comprende", "que tiene", 
"que incluye", y "que contiene" son términos de significado amplio (es decir, significan : "que incluyen, pero no se 
limitan a ") a no ser que se indique lo contrario. La mención de intervalos de valores en la presente memoria está 
destinada meramente a servir como método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que se 15
encuentra dentro del intervalo, a no ser que se indique lo contrario en la presente memoria, y cada valor separado se 
incorpora a la memoria descriptiva como si el mismo se mencionasen individualmente en la presente memoria. Todos 
los métodos que se describen en la presente memoria se pueden llevar a cabo en cualquier orden apropiado, a menos 
que se indique lo contrario en la presente memoria o que el contexto lo contradiga claramente. El uso de todos y cada 
uno de los ejemplos, o el vocabulario ilustrativo (p.ej., "tal como") proporcionado en la presente memoria, está 20
destinado meramente a ilustrar mejor la invención y no presenta ninguna limitación al alcance de la invención, a no 
ser que se reivindique de otro modo. No se debería considerar ningún vocabulario de la memoria descriptiva indicativo 
de ningún elemento no reivindicado esencial para la práctica de la invención.

Las realizaciones de esta invención se describen en la presente memoria, incluyendo el modo mejor conocido por los 
autores de la presente invención para llevar a cabo la invención. Las variaciones de esas realizaciones pueden resultar 25
evidentes para los expertos en la técnica tras la lectura de la anterior descripción.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH FOUNDATION

<120> COMPOSICIONES DE VECTOR VIRAL ADENOASOCIADO MODIFICADO
5

<130> 17023.126W01

<140>
<141>

10
<150> 61/668,839
<151> 06-07-2012

<160> 12
15

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 3774
<212> ADN20
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

25
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<210> 2
<211> 3769
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

10
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<210> 3
<211> 9110
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

10
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<210> 4
<211> 86
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético

10

<210> 5
<211> 311
<212> ADN15
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

20
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<210> 6
<211> 94
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Oligonucleótido sintético

10

<210> 7
<211> 128
<212> ADN15
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

20

<210> 8
<211> 534
<212> ADN25
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

30
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<210> 9
<211> 861
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

10
<210> 10 
<211> 225 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

15
<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

20
<210> 11 
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<211> 166 
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>5
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético

<210> 1210
<211> 9111
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>15
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Polinucleótido sintético
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REIVINDICACIONES

1. Un ácido nucleico apropiado como una secuencia de relleno de un virus adenoasociado (AAV) que consiste en un 
ácido nucleico de entre 3300 y 4200 nucleótidos de longitud que tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID NO: 1 
o SEQ ID NO: 2, en donde la secuencia de relleno carece de potenciadores, promotores, reguladores de corte y 
empalme, ARN no codificante, secuencias antisentido o secuencias codificantes.5

2. El ácido nucleico de la reivindicación 1, en donde el ácido nucleico tiene al menos 98% de identidad con SEQ ID 
NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

3. El ácido nucleico de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en donde el ácido nucleico tiene entre 3500 y 4000 
nucleótidos.

4. El ácido nucleico de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en donde el ácido nucleico tiene entre 3700 y 3850 10
nucleótidos.

5. El ácido nucleico de la reivindicación 1, en donde el ácido nucleico tiene al menos 95% de identidad con SEQ ID 
NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

6. Un vector de virus adenoasociado (AAV) que comprende al ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 
a 5 y un casete de expresión.15

7. El vector de AAV de la reivindicación 6, en donde el casete de expresión comprende un promotor.

8. El vector de AAV de la reivindicación 7, en donde el promotor es un promotor pol Ill.

9. El vector de AAV de la reivindicación 8, en donde el promotor es un promotor mU6.

10. El vector de AAV de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en donde el casete de expresión comprende una 
secuencia diana.20

11. El vector de AAV de la reivindicación 10, en donde la secuencia diana es una molécula de ARNi.

12. El vector de AAV de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en donde el vector de AAV tiene repeticiones 
terminales invertidas (ITR) funcionales 5' y 3'.

13. El vector de AAV de la reivindicación 12, en donde las ITR son ITR de AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, o AAV-
7, una combinación de ITR de AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, o AAV-7, o ITR de AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, 25
AAV-5, o AAV-7 alteradas.

14. El vector de AAV de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, donde la molécula de ARNi es un ARNip o un 
ARNhc.
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Figura 1
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Figura 2

(SEQ ID NO: 3)

Secuencia: SpFBAAVmU6miHDS1relleno

Rango del Conjunto : 1 a 9110

>5' GTVC G0202

>Beta-lactamasa
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<gentamicina
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>promotor mU6 
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>relleno
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Figura 3

Secuencia de relleno (SEO ID NO: 1)
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Secuencia de mHDS1 (SEQ ID NO: 4)

Promotor mU6 (SEQ ID NO: 5)

Gentamicina (SEQ ID NO: 8)
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Beta-lactamasa (Ampicilina) (SEQ ID NO: 9)

Tn7R (Elemento transponible) (SEQ ID NO: 10)

Tb7L (Elemento transponible) (SEQ ID NO. 11)
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Figura 4
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Figura 5

5pFBAAVmU6miHDS1-Relleno:

Características del mapa:

494 - 1354 Beta-lactamasa

2418 - 2642 Tn7R

27009 - 3242 Gentamicina

3810 - 3928 ITR del AAV (119bp)

3967 - 4249 Promotor mU6 

4332 - 4417 miHDS1

4465 - 8239 Secuencia de relleno 

8293 - 8423 ITR del AAV (130bp)

8764 - 8929 Tb7L
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Figura 6

Secuencia del plásmido (SEQ ID NO: 12):
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Figura 7

Secuencia de relleno (Relleno #2) (SEQ ID NO: 2) 
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Figura 8

AAV2/1 mU6miHDS25IntronI/II

96,6% de viriones completos

1,07E+13 vg/ml

Figura 9
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