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DESCRIPCION

Composiciones de vector raav3 con capside modificada y métodos de uso en terapia génica del cancer de higado
humano

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a los campos de biologia molecular y virologia y en particular, al
desarrollo de vehiculos de suministro de genes. Se divulgan composiciones de vector rAAV mejoradas utiles para
suministrar varios segmentos de acido nucleico, incluyendo aquellos que codifican proteinas, polipéptidos, péptidos,
oligonucledtidos antisentido y construcciones de ribozima terapéuticos a hospedadores seleccionados para su uso
en diversos regimenes diagnosticos y/o terapéuticos. También se proporcionan métodos para preparar y usar estas
construcciones de vector a base de rAAV modificadas en varias terapias génicas a base de virus y en particular,
para el diagnéstico, prevencién, tratamiento y/o mejora de sintomas de enfermedades, trastornos, disfunciones,
traumatismos o lesiones en seres humanos. La divulgacién proporciona sistemas de suministro de vector virico
basados en rAAV mutado con una eficacia de la transduccién mejorada y/o una infectividad virica mejorada de las
células hospedadoras de mamifero seleccionadas. En particular, la divulgaciéon proporciona vectores de rAAV y
viriones mejorados que tienen sustituciones de aminoacidos en uno o mas restos expuestos en la superficie de una
proteina de la capside virica.

Descripcion de la técnica anterior

Los grandes avances en el campo de la terapia génica se han logrado usando virus para suministrar material
genético terapéutico. El virus adenoasociado (AAV) ha atraido una atencion considerable como un vector virico
altamente eficaz para la terapia génica debido a su baja inmunogenicidad y capacidad para transducir de manera
eficaz a células que no se encuentran en divisién. Se ha demostrado que los AAV infectan a varios tipos de células y
tejidos y se han hecho avances significativos durante la Ultima década para adaptar este sistema virico para su uso
en terapia génica humana.

En esta forma de "tipo silvestre" normal, el ADN de AAV recombinante (rAAV) se empaqueta en la capside virica en
forma de una molécula monocatenaria de aproximadamente 4600 nucleétidos (nt) de longitud. Después de la
infeccion de las células por el virus, la maquinaria molecular de la célula convierte la hebra monocatenaria de ADN
en una forma bicatenaria. Solo la forma bicatenaria es Util para los polipéptidos de la célula que transcriben el gen o
los genes contenidos en ARN.

El AAV tiene varias propiedades que favorecen su uso como vehiculo de suministro génico: 1) el virus de tipo
silvestre no se asocia con ninguna patologia humana; 2) la forma recombinante no contiene secuencias codificantes
viricas nativas; y 3) se ha observado una expresién transgénica persistente en diversas aplicaciones.

La eficacia de la transduccion de los vectores de virus adenoasociado 2 (AAV) varia enormemente en diferentes
células y tejidos in vitro e in vivo, lo que ha limitado la utilidad de muchos de estos en regimenes de terapia génica
potenciales. Se han llevado a cabo estudios sistematicos para dilucidar las etapas fundamentales en el ciclo de vida
de los AAV. Por ejemplo, se ha documentado que una proteina celular, FKBP52, fosforilada en los restos de tirosina
por la proteina tirosina cinasa del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR-PTK), inhibe la sintesis de la
segunda hebra de ADN de AAV y por consiguiente, la expresion del transgén in vitro asi como in vivo. También se
ha demostrado que la sefalizacion de EGFR-PTK modula el trafico intracelular mediado por la via de
ubiquitina/proteasoma, asi como la sintesis de la segunda hebra de ADN mediada por FKBP52 de los vectores de
AAV. En esos estudios, la inhibicion de EGFR-PTK ocasioné una ubiquitinacion reducida de las proteinas de la
capside de AAV, lo que a su vez, facilité el transporte nuclear limitando la degradacion mediada por el proteasoma
de vectores AAV, lo que implica la fosforilacion mediada por EGFR-PTK de los restos de tirosina de las capsides de
AAV. La técnica anterior carece de vectores viricos de rAAV mejorados que tengan una eficacia de transduccion
mejorada para infectar células de mamifero seleccionadas y para el suministro génico dirigido a células humanas en
particular.

Breve sumario de la invencion

La presente divulgacion supera las limitaciones y deficiencias inherentes de la técnica anterior proporcionando
nuevas construcciones genéticas basadas en AAV mejoradas que codifican uno o mas agentes terapéuticos utiles
en la preparacion de medicamentos para la prevencion, tratamiento y/o mejora de una o mas enfermedades,
trastornos o disfunciones causadas por una deficiencia en uno o mas de dichos polipéptidos. En particular, la
divulgacion proporciona construcciones genéticas basadas en rAAV con la proteina de la capside VP3 modificada
que codifican una o mas moléculas seleccionadas, tales como, por ejemplo,uno o mas agentes terapéuticos o
diagnésticos (incluyendo, por ejemplo, proteinas, polipéptidos, péptidos, anticuerpos, fragmentos de unién a
antigeno, ARNip, ARNi, oligo y polinucleétidos antisentido, ribozimas y variantes y/o fragmentos activos de los
mismos), para su uso en el diagnéstico, prevencion, tratamiento y/o mejora de sintomas de varias enfermedades,
trastornos, disfunciones, traumatismos, lesiones y similares en mamiferos.
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La presente divulgacion proporciona proteinas de la capside VP3 de AAV que incluyen modificaciones de uno o mas
restos de aminoacidos expuestos en la superficie (incluyendo, por ejemplo, sin limitacion, restos de lisina, serina,
treonina y/o tirosina) en comparacion con el tipo silvestre. También se proporcionan viriones de rAAV infecciosos
que comprenden las proteinas de la capside de AAV de la presente invencién, asi como moléculas de acido nucleico
y vectores de rAAV que codifican las proteinas de la capside de AAV mutantes de la presente invencion y acidos
nucleicos que codifican uno o mas agentes diagnésticos y/o terapéuticos seleccionados para su suministro a una
poblacién seleccionada de células de mamifero.

Ventajosamente, los nuevos vectores de rAAV, construcciones de expresion y viriones infecciosos y particulas
viricas que los contienen como se divulga en el presente documento tienen preferentemente una eficacia mejorada
en la transduccion de una o mas de varias células, tejidos y 6rganos de interés, cuando se comparan con
construcciones de expresion de tipo silvestre no modificadas y con los vectores de rAAV correspondientes y los
viriones que los comprenden.

Los vectores rAAV mejorados proporcionados en el presente documento transducen a una o mas células
hospedadoras seleccionadas con mayores eficacias (y normalmente mucho mayores eficacias) que los vectores
rAAV convencionales de tipo silvestre (es decir, "no modificados"). Llevando a cabo un analisis extensivo y
experimentos detallados que implican la mutagénesis dirigida al sitio de varios restos de aminoacido expuestos en la
superficie individuales y/o combinaciones de dos, tres, cuatro, cinco o seis 0 mas de estos en diversas proteinas de
la capside de AAV de varios serotipos de AAV, los inventores han desarrollado una gran coleccion de vectores de
rAAV con una sola o multiples mutaciones que poseen eficacias de transduccién mejoradas. Los inventores han
demostrado en una serie de serotipos de AAV diferentes que la sustitucion de uno o mas restos de aminoacidos
presentados en la superficie del virion da como resultado vectores viricos mejorados, que tienen la capacidad de una
mayor eficacia de transduccion que la de los vectores correspondientes no sustituidos a partir de los cuales se
prepararon los mutantes.

El desarrollo de estos nuevos vectores viricos de rAAV con la capside mutante reduce drasticamente el nimero de
particulas viricas necesarias para los regimenes de terapia génica convencionales. Ademas de tener eficacias de
transduccion mejoradas para diversas células de mamifero, los vectores de rAAV con aminoacidos expuestos en la
superficie modificados descritos en el presente documento son mas estables, menos inmunogénicos y pueden
producirse con un coste mucho menor al de los vectores viricos tradicionales empleados en la actualidad en los
regimenes de terapia génica en mamiferos.

La invencion es especificamente como se describe en las reivindicaciones.

En un aspecto particular, se proporciona una proteina de la capside VP3 de rAAV modificada, que incluye: (a) un
resto de aminoacido no de tirosina en una o mas posiciones correspondientes a Y252, Y272, Y444, Y701, Y705 y
Y731 de la proteina de la capside de AAV3 de tipo silvestre como se expone en la SEQ ID NO: 3; (b) un resto de
aminoacido no de tirosina en cada una o mas posiciones correspondientes a S459 o S663, de la proteina de la
capside de AAV3 de tipo silvestre como se expone en la SEQ ID NO: 3; (c) un resto de aminoacido no de treonina en
cada una de una o mas posiciones correspondientes a T251 o T492 de la proteina de la capside de AAV3 de tipo
silvestre como se expone en la SEQ ID NO: 3; (d) un resto de aminoacido no de lisina en cada una o mas posiciones
correspondientes a K528, K533 o K545 de la proteina de la capside de AAV3 de tipo silvestre como se expone en la
SEQ ID NO: 3; (e) (i) un resto de aminoacido no de tirosina en la posicion Y701 o Y705; y (ii) un resto de aminoacido
no de tirosina en la posicion Y705 o Y731 o un resto de aminoacido no de serina en la posicion S663 de la proteina
de la capside de AAV3 de tipo silvestre como se expone en la SEQ ID NO: 3; (f) una combinacién de tres o mas
sustituciones de aminoacido listadas en (a), (b), (c) y (d); cada una con un aminoacido no nativo; (g) una
combinacién de cuatro o mas sustituciones de aminoécido listadas en (a), (b), (c) y (d); cada una con un aminoacido
no nativo; o (h) una combinacion de cinco o mas sustituciones de aminoécido listadas en (a), (b), (c) y (d); cada una
con un aminoacido no nativo; o como alternativa, en donde cada una de las sustituciones de aminoacidos se
encuentra en una posicién de aminoacido correspondiente a la misma en uno cualquiera de los otros serotipos de
vector de tipo silvestre seleccionado entre el grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV4, AAV5, AAV7, AAVS, AAV9
y AAV10, como se expone en la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO:
7,1a SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 10, respectivamente.

Las proteinas con multiples mutaciones incluyen, pero sin limitacién, combinaciones de sustituciones con
aminoacidos no nativos en cada uno de tres o mas restos de aminoacido expuestos en la superficie distintos en la
capside de AAV3. Etos vectores con multiples mutaciones incluyen las sustituciones:

(a) Y701F, Y705F y Y731F;

(b) Y705F, Y731F y S663 V;

(c) Y705F, Y731F y T492V;

(d) Y705F, Y731F, K533R;

(e) S663V, T492V y K533R;

() Y705F, Y731 F, S663 Vy T492V;y

(9) Y705F, Y731F, S663V, T492V y K533R en los restos de aminoacido indicados de la proteina de la capside de
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AAV3 de tipo silvestre como se expone en la SEQ ID NO: 3 o en restos de aminoacido expuestos en la superficie
equivalentes en uno cualquiera de las proteinas de la capside de tipo silvestre de AAV1, AAV2, AAV4, AAVS5,
AAVB, AAV7, AAV8, AAV9 o AAV10, como se expone en la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 4, la
SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID NO: 10,
respectivamente.

Los aminoacidos no nativos sustituidos pueden incluir una sustitucion de uno o mas aminoacidos normalmente no
presentes en un resto particular en la proteina de tipo silvestre correspondiente e incluyen preferentemente una o
mas sustituciones de aminoacidos no nativos seleccionados entre el grupo que consiste en fenilalanina (F), valina
(V), histidina (H), isoleucina (I), alanina (A), leucina (L), acido aspartico (D), asparagina (N), acido glutamico (E),
arginina (R), serina (S) e isoleucina ().

También se describen polinucleétidos aislados y purificados que codifican una o mas variantes mutadas en proteinas
de la capside divulgadas como se describe en el presente documento, asi como vectores viricos adenoasociados
recombinantes (rAAV) que comprenden uno o mas de dichos polinucleétidos. Preferentemente, las construcciones
de vector incluyen ademas al menos un segmento de acido nucleico que codifica una molécula terapéutica o
diagnédstica unida operativamente a un promotor capaz de expresar el segmento de acido nucleico en una célula
hospedadora adecuada que comprende el vector. La eficacia de transduccion de un viribn que comprende la
proteina de la capside VP3 de AAV modificada sera normalmente mayor que la de la proteina de tipo silvestre no
modificada correspondiente y por tanto, poseera una eficacia de transduccion en una célula de mamifero que es al
menos 2 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 6 veces, al menos
aproximadamente 8 veces, al menos aproximadamente 10 veces o al menos aproximadamente 12 veces o0 mas en
una célula hospedadora de mamifero seleccionada que la de un viribn que comprende una proteina de la capside
correspondiente no modificada. En ciertos aspectos, la eficacia de transduccion de los vectores rAAV
proporcionados en el presente documento sera al menos aproximadamente 15 veces mayor, al menos
aproximadamente 20 veces mayor, al menos aproximadamente 25 veces mayor, al menos aproximadamente 30
veces mayor o al menos aproximadamente 40, 45 o 50 veces o mas mayor que la de un viriébn que comprende una
proteina de la capside correspondiente no modificada. Por otra parte, los viriones infecciosos que incluyen una o
mas proteinas de la capside VP3 de AAV modificadas son preferentemente menos susceptibles a la ubiquitinacién
cuando se introducen en una célula de mamifero que un viribn que comprende una proteina de la capside
correspondiente no modificada.

La presente divulgacion también se refiere a vectores de rAAV, en donde el segmento de acido nucleico comprende
ademas un promotor, un potenciador, una secuencia reguladora postranscripcional, una sefial de poliadenilacion o
cualquier combinacion de las mismas, unida operativamente al segmento de acido nucleico que codifica el
polinucleétido seleccionado de interés.

Preferentemente, el promotor es un promotor heterélogo, un promotor especifico de tejido, un promotor especifico de
célula, un promotor constitutivo, un promotor inducible o una combinacién de los mismos.

En determinadas realizaciones, los segmentos de acido nucleico clonados en los nuevos vectores de expresion de
rAAV descritos en el presente documento expresaran o codificaran uno o mas polipéptidos, péptidos, ribozimas,
acidos nucleicos peptidicos, ARNip, ARNi, oligonucleotidos antisentido, polinucleétidos antisentido, anticuerpos,
fragmentos de unién a antigeno o cualquier combinacion de los mismos.

Como se observa en el presente documento, los agentes terapéuticos utiles en el presente documento pueden
incluir uno o mas agonistas, antagonistas, factores antiapoptoéticos, inhibidores, receptores, citocinas, citotoxinas,
agentes eritropoyéticos, glucoproteinas, factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, hormonas,
receptores de hormonas, interferones, interleucinas, receptores de interleucina, factores de crecimiento nervioso,
péptidos neuroactivos, receptores de péptidos neuroactivos, proteasas, inhibidores de proteasas, proteina
descarboxilasas, proteina cinasas, inhibidores de proteina cinasas, enzimas, proteinas de unién a receptor,
proteinas de transporte 0 uno o mas inhibidores de las mismas, receptores de serotonina o uno o mas inhibidores de
la captacion de la misma, serpinas, receptores de serpinas, supresores tumorales, moléculas de diagndstico,
agentes quimioterapéuticos, citotoxinas o cualquier combinacién de los mismos.

Aunque los inventores contemplan particularmente el uso de los vectores rAAV3 indicados en la FIG. 41 en los
métodos para la terapia génica de uno o mas canceres de higado de mamifero, pueden prepararse vectores con la
capside mutada y empaquetarse dentro de viriones de cualquier serotipo de AAV conocido, incluyendo, por ejemplo,
AAV serotipo 1 (AAV1), AAV serotipo 2 (AAV2), AAV serotipo 4 (AAV4), AAV serotipo 5 (AAV5), AAV serotipo 6
(AAVS6), AAV serotipo 7 (AAV7), AAV serotipo 8 (AAVS8), AAV serotipo 9 (AAV9), AAV serotipo 10 (AAV10), AAV
serotipo 11 (AAV11) o AAV serotipo 12 (AAV12).

En el presente documento se describen poblaciones y pluralidades de dichos vectores rAAV con la capside mutada,
asi como viriones, particulas viricas infecciosas y células hospedadoras de mamifero que incluyen uno o mas
segmentos de acido nucleico que los codifican.
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Preferentemente, las células hospedadoras de mamifero seran células hospedadoras humanas, incluyendo, por
ejemplo, células sanguineas, células madre, células hematopoyéticas, células CD34*, células hepaticas, células
cancerosas, células vasculares, células pancreaticas, células neuronales, células oculares o retinianas, células
epiteliales o endoteliales, células dendriticas, fibroblastos o cualquier otra célula originaria de mamifero, incluyendo,
sin limitacién, células hepaticas (es decir, de higado), células pulmonares, células cardiacas, células pancreaticas,
células intestinales, células diafragmaticas, células renales (es decir, de rifidén), células neuronales, células
sanguineas, células de médula 6sea o uno cualquiera o mas tejidos seleccionados de un mamifero para el que se
contempla la terapia génica a base de virus.

También se describen una composicion y formulaciones que incluyen uno o mas de las proteinas, segmentos de
acido nucleico, vectores viricos, células hospedadoras o particulas viricas de la presente invencion, junto con uno o
mas tampones, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. Dichas composiciones pueden incluirse en
uno o mas kits diagnosticos o terapéuticos, para diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar uno o mas sintomas de una
enfermedad, lesion, trastorno, traumatismo o disfuncién en mamiferos.

También se describe un método para proporcionar a un mamifero que lo necesite una cantidad diagnoéstica o
terapéuticamente eficaz de una molécula biologica seleccionada, comprendiendo el método proporcionar a una
célula, tejido u 6rgano de un mamifero que lo necesite, una cantidad de un vector rAAV; y durante un tiempo eficaz
para proporcionar al mamifero una cantidad diagnéstica o terapéuticamente eficaz de la molécula biolégica
seleccionada.

También se divulga un método para diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar al menos uno o mas sintomas de una
enfermedad, un trastorno, una disfuncién, una lesién, una afeccion anormal o un traumatismo en un mamifero. En un
sentido general, el método incluye al menos la etapa de administrar a un mamifero que lo necesite uno o mas de los
vectores rAAV divulgados, en una cantidad y durante un tiempo suficientes para diagnosticar, prevenir, tratar o
mejorar los uno o0 mas sintomas de la enfermedad, trastorno, disfuncion, lesion, afeccion anormal o traumatismo en
el mamifero. En el caso de los vectores basados en rAAV3, dichas condiciones anormales incluyen preferentemente
una o mas enfermedades del higado del mamifero, incluyendo, por ejemplo, CHC; en el caso de los vectores
basados en rAAVS8, dichas condiciones anormales incluyen preferentemente una o mas enfermedades del ojo del
mamifero; o, en el caso de los vectores de rAAV6, una o mas enfermedades de células madre, células sanguineas,
células hematopoyéticas o células CD35", incluyendo, por ejemplo, enfermedad de células falciformes, 3-talasemia y
similares.

También se describe un método para transducir a una poblacion de células de mamifero. En un sentido general, el
método incluye al menos la etapa de introducir en una o mas células de la poblaciéon, una composicion que
comprende una cantidad eficaz de uno o mas de los vectores de rAAV divulgados en el presente documento.

En un aspecto adicional, se describen segmentos de acido nucleico aislados que codifican una o mas proteinas de la
capside VP3 mutantes como se describen en el presente documento y proporciona vectores recombinantes,
particulas viricas, viriones infecciosos y células hospedadoras aisladas que comprenden una o mas de las
secuencias de vector mejoradas descritas y probadas en el presente documento.

Adicionalmente, se divulgan composiciones, asi como kits terapéuticos y/o diagnosticos que incluyen uno o mas de
los vectores divulgados o las composiciones de AAV, formuladas con uno o mas ingredientes adicionales o
preparados con una 0 mas instrucciones para su uso.

La divulgacion también proporciona métodos para marcar, asi como métodos para usar de diversos modos los
vectores rAAV mejorados con la capside mutada divulgados, incluyendo, por ejemplo, aplicaciones, metodologias,
procedimientos diagnosticos y/o regimenes de terapia génica in situ, in vitro e in vivo. Debido a que muchos de los
vectores mejorados descritos en el presente documento son resistentes a la degradacién por el proteasoma, poseen
eficacias de transduccion significativamente mejoradas in vivo, lo que los hace particularmente adecuados para
regimenes de terapia génica en humanos basada en vectores y en particular, para suministrar una o mas
construcciones genéticas a células de mamifero seleccionadas in vivo y/o in vitro.

En un aspecto, se proporcionan composiciones que comprenden vectores de virus adenoasociados (AAV), viriones,
particulas viricas y formulaciones farmacéuticas de los mismos, Utiles en métodos para suministrar material genético
que codifica uno o mas productos beneficiosos o terapéuticos a células y tejidos de mamifero. En particular, las
composiciones y los métodos proporcionan un avance significativo en la técnica mediante su uso en el tratamiento,
la prevencion y/o la mejora de los sintomas de una o mas enfermedades de mamiferos. Se contempla que la terapia
génica en seres humanos se beneficiara particularmente de las presentes ensefianzas proporcionando nuevas y
mejoradas construcciones de vector virico para su uso en el tratamiento de una serie diversa de enfermedades,
trastornos y disfunciones.

En otro aspecto, se divulga un vector rAAV modificado que codifica uno o mas agentes terapéuticos para mamiferos
para la prevencion, tratamiento y/o mejora de uno o mas trastornos en el mamifero al que se suministra la
construccién de vector.
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En particular, se proporcionan construcciones de expresion basadas en rAAV que codifican uno o mas agentes
terapéuticos para mamiferos (incluyendo, pero sin limitacion, por ejemplo, proteinas, polipéptidos, péptidos, enzimas,
anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno, asi como variantes y/o fragmentos activos de los mismos, para su uso
en el tratamiento, profilaxis y/o mejora de uno o mas sintomas de una enfermedad, disfuncion, lesion y/o trastorno en
mamiferos.

En un aspecto, se proporciona un vector de rAAV que comprende al menos una primera proteina de la capside que
comprende al menos una primera sustitucion de aminoacidos a un aminoacido no nativo en uno o mas restos de
aminoacido expuestos en la superficie en una proteina de la capside de rAAV y en donde el vector incluye
adicionalmente al menos un primer segmento de acido nucleico que codifica al menos un primer agente diagnéstico
o terapéutico unido operativamente a un promotor capaz de expresar el segmento en una célula hospedadora que
comprende la construccion de vector de expresion.

Los vectores de rAAV con aminoacidos expuestos en la superficie modificados pueden incluir ademas
opcionalmente una o mas secuencias potenciadoras que estan unidas cada una al segmento de acido nucleico. Las
secuencias potenciadoras a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitacién, una o mas seleccionadas entre el grupo
que consiste en un potenciador de CMV, un potenciador sintético, un potenciador especifico de higado, un
potenciador especifico vascular, un potenciador especifico de cerebro, un potenciador especifico de células
neurales, un potenciador especifico de pulmoén, un potenciador especifico de musculo, un potenciador especifico de
rifidn, un potenciador especifico de pancreas y un potenciador especifico de células de islote.

Los promotores a modo de ejemplo utiles en el presente documento incluyen, sin limitacién, uno o mas promotores
heterodlogos, especificos de tejido, constitutivos o inducibles, incluyendo, por ejemplo, pero sin limitacion, un
promotor seleccionado entre el grupo que consiste en un promotor de CMV, un promotor de B-actina, un promotor de
insulina, un promotor de enolasa, un promotor de BDNF, un promotor de NGF, un promotor de EGF, un promotor de
factor de crecimiento, un promotor especifico de axones, un promotor especifico de dendritas, un promotor
especifico de cerebro, un promotor especifico de hipocampo, un promotor especifico de rifién, un promotor de
elafina, un promotor de citocinas, un promotor de interferén, un promotor de factor de crecimiento, un promotor de
as-antitripsina, un promotor especifico de células cerebrales, un promotor especifico de células neuronales, un
promotor especifico de células del sistema nervioso central, un promotor especifico de células del sistema nervioso
periférico, un promotor de interleucina, un promotor de serpina, un promotor de CMV hibrido, un promotor de (-
actina hibrido, un promotor de EF1, un promotor de U1a, un promotor de U1b, un promotor inducible por Tet, un
promotor de VP16-LexA o cualquier combinacién de los mismos. En realizaciones a modo de ejemplo, el promotor
puede incluir un promotor de B-actina de mamifero o aviar.

El primer segmento de acido nucleico también puede incluir ademas una o mas secuencias de regulacion
postranscripcional o una o mas sefiales de poliadenilacion, incluyendo, por ejemplo, pero sin limitacion, un elemento
regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de las marmotas, una sefial de poliadenilacion o cualquier
combinacién de los mismos.

Los agentes diagnésticos o terapéuticos a modo de ejemplo que pueden suministrarse a células hospedadoras
mediante las presentes construcciones de vector incluyen, pero sin limitacion, un agente seleccionado entre el grupo
que consiste en un polipéptido, un péptido, un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno, una ribozima, un acido
nucleico peptidico, un ARNip, un ARNi, un oligonucleétido antisentido, un polinucleétido antisentido y cualquier
combinacioén de los mismos.

En aspectos a modo de ejemplo, los vectores de rAAV mejorados codificaran preferentemente al menos una
proteina o polipéptido diagndstico o terapéutico seleccionado entre el grupo que consiste en un marcador molecular,
un agonista adrenérgico, un factor antiapoptético, un inhibidor de la apoptosis, un receptor de citocinas, una citocina,
una citotoxina, un agente eritropoyético, una descarboxilasa del acido glutamico, una glucoproteina, un factor de
crecimiento, un receptor de factor de crecimiento, una hormona, un receptor de hormonas, un interferén, una
interleucina, un receptor de interleucina, una cinasa, un inhibidor de cinasas, un factor de crecimiento nervioso, una
netrina, un péptido neuroactivo, un receptor de péptido neuroactivo, un factor neurogénico, un receptor de factor
neurogénico, una neuropilina, un factor neurotréfico, una neurotrofina, un receptor de neurotrofina, un antagonista de
N-metil-D-aspartato, una plexina, una proteasa, un inhibidor de proteasa, una proteina descarboxilasa, una proteina
cinasa, un inhibidor de proteina cinasas, una proteina proteolitica, un inhibidor de proteinas proteoliticas, una
semaforina, un receptor de semaforina, una proteina transportadora de serotonina, un inhibidor de la captacion de
serotonina, un receptor de serotonina, una serpina, un receptor de serpina, un supresor tumoral y cualquier
combinacién de los mismos.

En determinadas aplicaciones, los vectores rAAV con la capside modificada pueden incluir uno o mas segmentos de
acido nucleico que codifican un polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste en BDNF, CNTF, CSF, EGF,
FGF, G-SCF, GM-CSF, gonadotropina, IFN, IFG-1, M-CSF, NGF, PDGF, PEDF, TGF, TGF-B2, TNF, VEGF,
prolactina, somatotropina, XIAP1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-10(187A), IL-10 viral, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 y cualquier combinacién de los mismos.
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También se describen en el presente documento vectores rAAV con eficacia de transduccion mejorada modificados
genéticamente que incluyen al menos un primer segmento de acido nucleico que codifica uno o mas agentes
terapéuticos para alterar, inhibir, reducir, prevenir, eliminar o conferir la actividad de uno o mas procesos biologicos
enddgenos en la célula. En aspectos particulares, dichos agentes terapéuticos pueden ser aquellos que inhiben o
reducen de manera selectiva los efectos de uno o mas procesos, disfunciones, trastornos o enfermedades
metabdlicos. En determinadas realizaciones, el defecto puede estar provocado por una lesiéon o traumatismo en el
mamifero para el que se desea dicho tratamiento. En otros aspectos, el defecto puede estar causado por la
sobreexpresion de un compuesto biolégico endégeno, mientras que en otras realizaciones mas, el defecto puede
estar provocado por el defecto en la expresion o incluso la ausencia de uno o mas compuestos bioldgicos
enddgenos.

Cuando se contempla el uso de dichos vectores para la introduccion de una o mas proteinas, polipéptidos, péptidos,
ribozimas, ARNpi y/u oligonucleétidos antisentido exégenos, a una célula transfectada con el vector, se pueden
emplear los vectores AAV modificados divulgados en el presente documento incorporando en el vector al menos un
primer polinucleétido exégeno posicionado operativamente cadena abajo y bajo el control de al menos un primer
promotor enddégeno que expresa el polinucleétido en una célula que comprende el vector para producir el agente
terapéutico codificado, incluyendo, por ejemplo, péptidos, proteinas, polipéptidos, anticuerpos, ribozimas, ARNpi y
oligo o polinucleoétidos antisentido.

Los vectores y sistemas de expresion de rAAV genéticamente modificados también pueden incluir ademas
opcionalmente un segundo segmento de acido nucleico distinto que comprende, consiste esencialmente en o
consiste en, uno o mas potenciadores, uno o0 mas elementos reguladores, uno o mas elementos transcripcionales o
cualquier combinacion de los mismos, que alteran, mejoran, regulan y/o afectan a la transcripciéon de la secuencia de
nucleétido de interés expresada por los vectores rAAV modificados.

Por ejemplo, los vectores rAAV pueden incluir ademas un segundo segmento de acido nucleico que comprende,
consiste esencialmente en o consiste en, un potenciador de CMV, un potenciador sintético, un potenciador
especifico de células, un potenciador especifico de tejido o cualquier combinacion de los mismos. El segundo
segmento de acido nucleico ademas también puede comprender, consistir esencialmente en o consistir en, una o
mas secuencias intrénicas, uno o mas elementos reguladores postranscripcionales o cualquier combinacién de los
mismos.

Los vectores y los sistemas de expresion mejorados también pueden incluir adicionalmente un polinucleétido que
comprende, consiste esencialmente en o consiste en, uno o mas polienlazadores, sitios de restriccion y/o regiones
de clonacién multiple para facilitar la insercién (clonacion) de uno o mas elementos genéticos, genes de interés o
construcciones terapéuticas o diagnodsticas seleccionados en el vector rAAV en un sitio seleccionado dentro del
vector.

En aspectos adicionales, los polinucle6tidos exégenos que pueden suministrarse en células hospedadoras
adecuadas mediante los vectores rAAV mejorados con la capside modificada divulgados en el presente documento
son preferentemente originarios de mamiferos, con polinucleétidos que codifican uno o mas polipéptidos o péptidos
de origen humano, primate no humano, porcino, bovino, ovino, felino, canino, equino, epino, caprino o lupino que se
prefieran particularmente.

Los polinuclettidos exdgenos que pueden suministrarse a las células hospedadoras mediante los vectores viricos
con la capside modificada pueden, en ciertas realizaciones, codificar una o mas proteinas, uno o mas polipéptidos,
uno o0 mas péptidos, una o mas enzimas o uno o mas anticuerpos (o fragmentos de unién a antigeno de los mismos)
o0 como alternativa, pueden expresar uno o mas ARNIip, ribozimas, oligonucleétidos antisentido, moléculas de PNA o
cualquier combinacion de los mismos. Cuando se desean terapias génicas combinadas, pueden producirse dos o
mas moléculas diferentes a partir de un solo sistema de expresion de rAAV o como alternativa, puede transfectarse
una célula hospedadora seleccionada con dos 0 mas sistemas de expresion de rAAV Unicos, pudiendo comprender
cada uno de ellos uno o mas polinucleétidos distintos que codifican un agente terapéutico.

En otros aspectos, también se divulgan vectores rAAV con la capside modificada que estan comprendidos dentro de
una particula de virus adenoasociado o un virién, asi como pluralidades de dichos viriones o particulas infecciosas.
Dichos vectores y viriones pueden estar comprendidos en uno o mas diluyentes, tampones, soluciones fisiolégicas o
vehiculos farmacéuticos o formularse para su administracion a un mamifero en uno o mas regimenes diagndsticos,
terapéuticos y/o profilacticos. Los vectores, particulas viricas, viriones y pluralidades de los mismos de la presente
invencion también pueden proporcionarse en formulaciones de excipientes que son aceptables para administracion a
ganado, animales exdticos, animales domesticados y a animales de companiia seleccionados (incluyendo mascotas
y similares), asi como a primates no humanos, especimenes de zooldgico u otros en cautividad y similares.

También se divulgan células hospedadoras que comprenden al menos uno de los vectores de expresion de rAAV
con la proteina de la capside modificada o una o mas particulas viricas o viriones que comprenden dicho vector de
expresion. Dichas células hospedadoras son, en particular, células de mamifero, prefiriéndose especialmente las
células hospedadoras humanas y pueden encontrarse aisladas, en cultivo celular o en cultivo tisular. En el caso de
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los modelos animales genéticamente modificados, las células hospedadoras transformadas pueden estar incluso
comprendidas dentro del cuerpo de un animal no humano en si.

En ciertos aspectos, también se contempla que la creacion de células hospedadoras no humanas recombinantes y/o
de células hospedadoras humanas recombinantes aisladas que comprenden uno o mas de los vectores de rAAV
divulgados es util para varios protocolos diagnésticos y de laboratorio, incluyendo, por ejemplo, medios para la
produccion de cantidades a gran escala de los vectores de rAAV divulgados en el presente documento. Se
contempla particularmente que dichos métodos de produccion de virus son una mejora frente a las metodologias
existentes que incluyen, en particular, aquellas que requieren titulos muy elevados de las soluciones madre de virus
para ser utiles como herramienta de terapia génica. Los inventores contemplan que una ventaja muy significativa de
los presentes métodos sera la capacidad para utilizar bajos titulos de particulas viricas en los protocolos de
transduccién en mamiferos, y aun asi conservar las tasas de transfeccion a un nivel adecuado.

Las composiciones que comprenden uno o mas de los vectores de rAAV, sistemas de expresién, particulas de AAV
infecciosas con la capside modificada y eficacia de la transduccién o células hospedadoras también forman parte de
la presente divulgaciéon y en particular, aquellas composiciones que comprenden al menos un primer excipiente
farmacéuticamente aceptable para su uso en terapia y para su uso en la fabricacion de medicamentos para el
tratamiento de una o mas enfermedades, trastornos, disfunciones o traumatismos en mamiferos. Dichas
composiciones farmacéuticas pueden comprender ademas opcionalmente uno o mas diluyentes, tampones,
liposomas, un lipido, un complejo lipidico; o los vectores de rAAV modificados en la tirosina pueden estar
comprendidos dentro de una microesfera o una nanoparticula.

Se prefieren particularmente formulaciones farmacéuticas adecuadas para inyeccién intramuscular, intravenosa o
directa en un érgano o tejido o una pluralidad de células o tejidos de un ser humano u otro mamifero, sin embargo,
las composiciones divulgadas en el presente documento también pueden ser utiles en la administracion a areas
concretas del organismo del mamifero, incluyendo, por ejemplo, formulaciones que son adecuadas para inyeccion
directa en uno o mas érganos, tejidos o tipos celulares dentro del organismo. Dichos sitios de inyeccién incluyen,
pero sin limitacion, el cerebro, una articulacion o capsula articular, un tejido sinovial o subsinovial, tendones,
ligamentos, cartilagos, hueso, musculo periarticular o un espacio articular de una articulacién de mamifero, asi como
administracion directa a un 6rgano, tal como el corazén, higado, pulmén, pancreas, intestino, cerebro, vejiga, rifion u
otro sitio dentro del cuerpo del paciente, incluyendo, por ejemplo, introduccién de los vectores viricos mediante
administracién intraabdominal, intratoracica, intravascular o intracerebroventricular.

Otros aspectos de la divulgacion se refieren a particulas de virién de virus adenoasociados recombinantes, a
composiciones y a células hospedadoras que comprenden, consisten esencialmente en o consisten en, uno o mas
de los vectores rAAV con la capside modificada y eficacia de transduccién mejorada divulgados en el presente
documento, tales como, por ejemplo, formulaciones farmacéuticas de los vectores previstas para la administracion a
un mamifero por medios adecuados, tales como, mediante inyeccion intramuscular, intravenosa, intraarticular o
directa a una o mas células, tejidos u 6rganos de un mamifero seleccionado. Normalmente, dichas composiciones
pueden formularse con excipientes farmacéuticamente aceptables, como se describe mas adelante en el presente
documento y pueden comprender uno o mas liposomas, lipidos, complejos lipidicos, microesferas o formulaciones
de nanoparticulas para facilitar la administracion a los organos, tejidos y células seleccionados para los que se
desea la terapia.

También se proporcionan kits que comprenden uno o mas de los vectores rAAV con la capside modificada
divulgados (asi como uno o mas viriones, particulas viricas, células hospedadoras transformadas o composiciones
que comprenden dichos vectores) e instrucciones para usar dichos kits en una o mas realizaciones clinicas
terapéuticas, diagnosticas y/o profilacticas. Dichos kits pueden comprender ademas uno o mas reactivos, enzimas
de restriccion, péptidos, agentes terapéuticos, compuestos farmacéuticos o medios para el suministro de las
composiciones a células hospedadoras o a un animal (por ejemplo, jeringas, inyectables y similares). Los kits a
modo de ejemplo incluyen aquellos para tratar, prevenir o mejorar los sintomas de una enfermedad, deficiencia,
disfuncion y/o lesiéon o pueden incluir componentes para la produccién a gran escala de los vectores viricos en si, tal
como para venta comercial o para su uso por terceros, incluyendo, por ejemplo, virélogos, profesionales médicos y
similares.

Otro aspecto importante de la divulgacion se refiere a métodos de uso de los vectores rAAV, viriones, sistemas de
expresion, composiciones y células hospedadoras descritas en el presente documento en la preparaciéon de
medicamentos para diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar al menos uno o mas sintomas de una enfermedad, una
disfuncion, un trastorno, una afeccién anormal, una deficiencia, lesion o traumatismo en un animal y en particular, en
un mamifero vertebrado. Dichos métodos implican generalmente administrar a un mamifero que lo necesite, uno o
mas de los vectores, viriones, particulas virales, células hospedadoras, composiciones o pluralidades de los mismos
divulgados, en una cantidad y durante un tiempo suficientes para diagnosticar, prevenir, tratar o aliviar uno o mas de
los sintomas de dicha enfermedad, disfuncion, trastorno, afeccién anormal, deficiencia, lesion o traumatismo en el
animal afectado. Los métodos también pueden abarcar el tratamiento profilactico de animales que se sospecha que
tienen dichas afecciones o la administracion de dichas composiciones a aquellos animales en riesgo de desarrollar
dichas afecciones, ya sea después del diagnédstico o antes de la aparicién de los sintomas.
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Como se ha descrito anteriormente, el polinucleétido exégeno codificara preferentemente una o mas proteinas,
polipéptidos, péptidos, ribozimas u oligonucleétidos antisentido o una combinacién de estos. De hecho, el
polinucleétido exégeno puede codificar dos o mas de dichas moléculas o una pluralidad de dichas moléculas, segun
se desee. Cuando se desean terapias génicas combinadas, pueden producirse dos 0 mas moléculas diferentes a
partir de un solo sistema de expresién de rAAV o como alternativa, puede transfectarse una célula hospedadora
seleccionada con dos o mas sistemas de expresién de rAAV Unicos, cada una de las cuales proporcionara
polinucleétidos heterélogos Unicos que codifican al menos dos de dichas moléculas diferentes.

También se divulgan composiciones que comprenden uno o mas de los vectores rAAV, sistemas de expresion,
particulas de AAV infecciosas y células hospedadoras y en particular, aquellas composiciones que comprenden
ademas al menos un primer excipiente farmacéuticamente aceptable para su uso en la fabricacion de medicamentos
y métodos que implican la administracion terapéutica de dichos vectores rAAV. Dichas composiciones farmacéuticas
pueden comprender ademas opcionalmente liposomas, un lipido, un complejo lipidico; o los vectores de rAAV
pueden estar comprendidos dentro de una microesfera o una nanoparticula. Se prefieren particularmente
formulaciones farmacéuticas adecuadas para inyeccion intramuscular, intravenosa o directa en un 6rgano o tejido de
un ser humano.

También se divulgan métodos de uso de los vectores, viriones, sistemas de expresion, composiciones y células
hospedadoras divulgados descritos en el presente documento, en la preparacion de medicamentos para tratar o
aliviar los sintomas de diversas deficiencias de polipéptidos en un mamifero. Dichos métodos implican generalmente
administrar a un mamifero o ser humano que lo necesite, uno o mas de los vectores, viriones, células hospedadoras
o composiciones divulgados, en una cantidad y durante un tiempo suficiente para tratar o mejorar los sintomas de
dicha deficiencia en el mamifero afectado. Los métodos también pueden abarcar el tratamiento profilactico de
animales que se sospecha que tienen dichas afecciones o la administracion de dichas composiciones a aquellos
animales en riesgo de desarrollar dichas afecciones, ya sea después del diagnostico o antes de la aparicion de los
sintomas.

Breve descripcion de los dibujos

Para facilitar la comprension de los principios de la invencién, a continuacién se hara referencia a las realizaciones o
los ejemplos, ilustrados en los dibujos y se usara un lenguaje especifico para describir a los mismos. Sin embargo,
ha de entenderse que no se pretende con estos limitar el alcance de la invencién.

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar ciertos
aspectos de la divulgacion. La divulgacion puede entenderse mejor por referencia a la siguiente descripcion, tomada
junto con los dibujos adjuntos, en los que las referencias numéricas iguales identifican elementos iguales y en los
que:

Las FIG. 1A, FIG. 1B, y FIG. 1C muestran el efecto de los inhibidores y activadores de la via de NF-kB en la
expresion de EGFP mediada por vector AAV en células Hela in vitro. Las células se pretrataron con diversas
concentraciones de inhibidores y activadores durante 12 h y se transdujeron con 2 x 10® vgs de AAV-EGFP por
célula. La FIG. 1A muestra la expresion de transgén detectada mediante microscopia de fluorescencia 48 h
después de la infeccion. Se muestran imagenes representativas. La FIG. 1B muestra analisis cuantitativos de los
datos de la FIG. 1 A. Se analizaron como se describe las imagenes de cinco campos visuales. *P < 0,001. La
FIG. 1C es un andlisis de transferencia de Western de extractos de células HelLa transducidas con vectores
scAAV y en presencia de moduladores de NF-kB. Las muestras se analizaron usando anticuerpos anti-p65 y
anti-IkB [via clasica], anticuerpo anti-p100/p52 [via no clasica] para la deteccion de la sefializacién de NF-kB en
respuesta a la exposicion a AAV. Estos resultados son representativos de dos experimentos independientes;

Las FIG. 2A y FIG. 2B muestran la transduccion mediada por vector AAV-EGFP de células dendriticas derivadas
de monocitos primarios humanos en presencia de moduladores de NF-kB. La FIG. 2A muestra la expresion de
transgén detectada mediante citometria de flujo 48 h después de la transduccién. La FIG. 2B es un analisis de
transferencia de Western para componentes de la via clasica y no clasica de activacion de NF-kB en extractos
nucleares de células dendriticas, transducidas de manera simulada o transducidas con 2.000 vgs/célula de
vectores scAAV y en presencia de moduladores de NF-kB;

Las FIG. 3A y FIG. 3B muestran la respuesta innata y de NF-kB inducida por el vector AAV en ratones in vivo.
Se llevo a cabo un perfil de la expresion génica de mediadores innatos (FIG. 3A) o de la activacion de NF-kB
(FIG. 3B) como se ha descrito. Se muestran los multiplos de cambio de los datos en la expresién génica en el
punto de tiempo de 2 h comparando los vectores AAV con Bay11 (lineas discontinuas o abiertas) con los
vectores AAV sin Bay11 (barras negras o grises). El umbral minimo de multiplo de aumento (linea negra
horizontal) fue de 2,5 (FIG. 3A) o 3,0 (FIG. 3B) midiendo la variabilidad de ACT duplicados (en comparaciéon con
GAPDH, 2A-ACT(variabi|idad))_

Las FIG. 4A y FIG. 4B ilustran la expresién de transgenes en hepatocitos murinos 10 dias después de la
inyeccion de 1 x 10'" vgs de cada uno de los vectores WT-scAAV-EGFP o TM-scAAV-EFGP/animal a través de
la vena caudal. La FIG. 4A muestra imagenes representativas. Ampliacién original: x400. La FIG. 4B muestra los
andlisis cuantitativos de los datos de la FIG. 4A. Se analizaron cuantitativamente las imagenes de cinco campos
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visuales como se describe en la leyenda de la FIG. 1A;

La FIG. 5 demuestra que el genoma de AAV contiene supuestos sitios de union para factores de transcripcion
sensibles a NF-kB dentro de las repeticiones terminales invertidas (ITR). Los supuestos sitios de unién de factor
de transcripcion sensibles a NF-kB en las ITR de AAV se identificaron mediante analisis in silico usando la base
de datos web TRANSFAC. Se anotaron los sitios de union para los factores de transcripcion p300, TFIIB y Spll
con fuente subrayada en verde, rojo y azul, respectivamente. La secuencia recuadrada representa la D-
secuencia de 20 nucledtidos monocatenaria dentro del ITR;

Las FIG. 6A, FIG. 6B, FIG. 6C, FIG. 6D, y FIG. 6E muestran el efecto de los activadores e inhibidores de NF-kB
en la expresioén transgénica a partir de un vector AAV2-EGFP en células Hela in vitro. Las células se trataron de
manera simulada o se pretrataron con diversas combinaciones de inhibidores y activadores durante 12 h. Las
células lavadas se infectaron con 2 x 10° vg/célula de scAAV2-EGFP (FIG. 6A), ssAAV2-EGFP (FIG. 6B), o TM-
scAAV2-EGFP (FIG. 6C). La deteccion de transgén se detectdé mediante microscopia de fluorescencia 48 h
después de la infeccion. Se muestran imagenes representativas; Analisis de transferencia de Western de
extractos citoplasmaticos (FIG. 6D) y nucleares (FIG. 6E) de células Hel a transducidas con vectores scAAV y en
presencia de moduladores de NF-kB. Las muestras se analizaron usando anticuerpo anti-p100/p52 para la
deteccion de la sefalizacion de NF-kB. Se usaron anticuerpos anti-GADPH y lamina B como controles
adecuados. Estos resultados son representativos de dos experimentos independientes;

La FIG. 7 muestra un analisis de transferencia de tipo Western de homogeneizados de higado de ratones
después de las inyecciones de tratamiento simulado (n = 2) o de inyecciones con vectores scAAV, con y sin
administracion previa de Bay11 (n = 3 cada uno). Las muestras se analizaron usando anticuerpo anti-p52 para la
deteccion de la sefializacion de NF-kB en respuesta a la exposicion a AAV. Se us6 anticuerpo anti-B-actina como
control de carga;

Las FIG. 8A, FIG. 8B, FIG. 8C, FIG. 8D, FIG. 8E y FIG. 8F muestran los multiplos de cambio en la expresion
génica de diversas citocinas/quimiocinas a partir de ARNm total recogido de muestras de higado de animales a
los que se inyectan los vectores WT-AAV o TM-AAV, después del pretratamiento con PBS o Bay11. FIG. 8A: IL-
1a; FIG. 8B: IL-6; FIG. 8C: TNF-a; FIG. 8D: IL-12a, FIG. 8E: KC; y FIG. 8F: RANTES. Los valores son
significativos por encima de 2,6 y por debajo de 0,38; se calculan determinando la variabilidad en las placas de
96 pocillos usadas para medir la expresion génica especifica;

La FIG. 9 demuestra la respuesta humoral a vectores AAV en ausencia o presencia de inhibidor de NF-kB. Se
determinaron los niveles de IgG2a anti-AAV2 en sangre periférica de ratones en el dia 10 después de las
inyecciones de vectores scAAV, con y sin administracion previa de Bay11 (n = 4 cada uno);

La FIG. 10 ilustra ensayos de cambio en la movilidad electroforética llevados a cabo con extractos de células
completas preparados a partir de células Hela y sonda de secuencia D[+] monocatenaria marcada con 32P (carril
1), que interactuaron con una proteina de célula hospedadora (carril 3, punta de flecha). Se us6 la sonda de
secuencia D[-] monocatenaria (carril 2) como control adecuado, que también interactud con una proteina celular,
FKBP52 (carril 4, flecha). También se llevaron a cabo ensayos de unién usando sonda de secuencia mcD[+]
marcada con biotina seguido de seleccion con perlas de estreptavidina y fraccionamiento mediante electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida. La banda de proteina relevante se visualizé con tincién de plata, se corté del gen y
se sometié a espectrometria de masas y se observé que uno de los péptidos Unicos compartia homologia con el
factor de represion de NF-kB (NRF);

Las FIG. 11A y FIG. 11B muestran el andlisis de la expresion de transgén mediada por AAV3 en células T47D y
T47D+hHGFR. La FIG. 11A muestra que numeros equivalentes de células T47D y T47D+hHGFR se infectaron
con diversas multiplicidades de infecciéon (MOI) indicadas de vectores scAAV3-CBAp-EGFP en condiciones
idénticas. La expresion del transgén se determiné mediante microscopia de fluorescencia 72 h después de la
infeccion. La FIG. 11B muestra que las células T47D+hHGFR se transdujeron con 2.000 vgs/célula de vectores
scAAV3 en ausencia o presencia de 5 ug/ml de hHGF. La expresion del transgén se determind mediante
microscopia de fluorescencia 72 h después de la infeccion;

Las FIG. 12A, FIG. 12B y FIG. 12C muestran el efecto de BMS-777607 en la expresién de transgén mediada por
AAV3. La FIG. 12A muestra células T47D+ hHGFR, tratadas de manera simulada o tratadas con diversas
concentraciones de BMS-777607, que se infectaron con 2.000 vgs/célula de vectores scAAV3-CBAp-EGFP. La
expresion del transgén se determind mediante microscopia de fluorescencia 72 h después de la infeccion. La
FIG. 12B ilustra células T47D y T47D+hHGFR que se infectaron con 10.000 vgs/célula de vectores scAAV3-
CBAp-EGFP en ausencia o presencia de BMS-777607 1 uyM. La FIG. 12C muestra células T47D y T47D+hHGFR
que se trataron de manera simulada o se pretrataron con BMS-777607 durante dos horas. Se prepararon lisados
de células completas y se analizaron en transferencias de Western usando diversos anticuerpos primarios
indicados. Como control de carga, se us6 -actina;

Las FIG. 13A y FIG. 13B muestran el efecto de BMS-777607 en la expresion de transgén mediada por diversos
serotipos de AAV. En la FIG. 13A, se infect6 a células T47D+ hHGFR tanto tratadas de manera simulada como
tratadas con BMS-777607 1 uM con 2.000 vgs/célula de vectores scAAV2-, scAAV3- o scAAV4-CBAp-EGFP. En
la FIG. 13B, se infecté a células T47D+ hHGFR tanto tratadas de manera simulada como tratadas con BMS-
777607 1 uM con 2.000 vgs/célula de vectores scAAV5-, scAAV5-, scAAV7-, scAAV8 o scAAVI-CBAp-EGFP. La
expresion del transgén se determiné mediante microscopia de fluorescencia 72 h después de la infeccion;

Las FIG. 14A, FIG. 14B, FIG. 14C y FIG. 14D muestran los andlisis comparativos de la eficiencia de transduccion
mediada por AAV3 en células Huh7 y Hep293TT con o sin tratamiento con MG132. En la FIG. 14A, se infect6 a
células Hela tanto tratadas de manera simulada como tratadas con MG132 5 uyM con vectores scAAV2-CBAp-
EGFP. En la FIG. 14B, se infectdé a células Huh7 y Hep293TT, tratadas de manera simulada o tratadas con
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diversas concentraciones de MG132, con vectores scAAV3-WT-CBAp-EGFP. En la FIG. 14C, se infect6 a células
Hela tanto tratadas de manera simulada como tratadas con Tyr23 200 uM con vectores scAAV2-CBAp-EGFP.
En la FIG. 14D, se infect6 a células Hep293TT, tanto tratadas de manera simulada como tratadas con Tyr23 con
vectores scAAV3-CBAp-EGFP. La expresion del transgén se determiné 72 h después de la transduccion;

Las FIG. 15A, FIG. 15B y FIG. 15C muestran los analisis de mutacién dirigida al sitio de restos de tirosina
expuestos en la superficie en capsides de AAV3. Se transdujeron células Huh7 con vectores WT o F501Y
scAAV3-CBAp-EGFP en condiciones idénticas y la expresion del transgén se determind 72 h después de la
transduccion. Se muestra la eficacia de la transduccion de la expresion de transgén mediada por WT (FIG. 15A)
y diversos Y-F scAAV3 en células Huh7 (FIG. 15B) y Hep293TT (FIG. 15C). La expresion del transgén se
determiné 72 h después de la transduccion;

Las FIG. 16A, FIG. 16B y FIG. 16C ilustran la eficacia de la transduccion de vectores WT y mutantes
individuales, dobles y triples de AAV3. En la FIG. 16A, se transdujeron células Huh7 con vectores WT o varios
vectores scAAV3-CBAp-EGFP mutantes en Y-F en condiciones idénticas. La expresion del transgén se
determiné 72 h después de la transduccion. En la FIG. 16B, Se transdujeron células Huh7 con 5.000 vgs/célula
de vectores WT o scAAV3 mutantes en Y—F en ausencia o presencia de 5 ug/ml de hHGF. La FIG. 16C muestra
la expresion de transgén determinada mediante microscopia de fluorescencia 72 h después de la infeccion;

Las FIG. 17A, FIG. 17B, FIG. 17C y FIG. 17D muestran la eficacia de transduccién de vectores AAV3 in vivo
después de inyecciones intratumorales directas. Se muestra la eficacia de transduccion de vectores WT-AAV3 en
tumores derivados de Huh7 (FIG. 17A) y Hep293TT (FIG. 17B) en ratones NSG. También se muestra la eficacia
de transduccién de vectores WT- (FIG. 17C) y Y705+731F-AAV3 (FIG. 17D) en tumores derivados de Hep293TT
en ratones NSG. Se muestra la fluorescencia de la tincion con EGFP (verde) y DAPI (azul) de dos secciones de
tumor representativas de cada conjunto de ratones;

Las FIG. 18A, FIG. 18B y FIG. 18C ilustran la eficacia de transduccién de vectores WT y Y705+731F-AAV3 en
tumores derivados de Hep293TT en ratones NSG después de inyecciones en la vena caudal. Se muestra la
fluorescencia de la tincion con EGFP (verde) y DAPI (azul) del tumor en tres secciones representativas de cada
conjunto de ratones a los que se inyect6é PBS (FIG. 18A), vectores WT-AAV3 (FIG. 18B), o vectores Y705+731F-
AAV3 (FIG. 18C);

Las FIG. 19A y FIG. 19B muestran el efecto de varios inhibidores de cinasa en la expresion de EGFP mediada
por ssAAV y scAAV en células HEK293. Las células se pretrataron con inhibidores durante 1 h antes de la
infeccion y después se transdujeron con 1 x 10° vgs/célula. En la FIG. 19A, la expresion del transgén se detecto
mediante microscopia de fluorescencia 48 h después de la infeccion. En la FIG. 19B, se analizaron del modo
descrito imagenes de tres campos visuales. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a WT AAV2;

Las FIG. 20A y FIG. 20B muestran el andlisis de la expresién de EGFP después de la transduccién de células
HEK293 con mutantes con mutacioén dirigida al sitio de la capside de scAAV2. Se sustituyé cada una de las 15
serinas (S) expuestas en la superficie en la capside de AAV2 con valina (V) y después se evalu6 su eficacia para
mediar la expresion del transgén. La FIG. 20A muestra el analisis de la expresion de EGFP a las 48 h después
de la infeccion a una MOI de 1 x 10% vgs/célula. La FIG. 20B muestra la cuantificacion de la eficacia de la
transduccion de cada uno de los vectores AAV2 con mutaciones de serina. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a WT
AAV2;

Las FIG. 21 y FIG. 21B ilustran la estructura de AAV2. En la FIG. 21A, se muestra un trimero de VP3 de AAV2
en representacion de lazo y visto en el eje triple icosaédrico (izquierda) y rotado 90° (derecha) con los
monomeros de VP colorados en azul, parpura y azul claro mostrando la ubicacion de los restos de serina 458,
492 y 662 en las esferas amarilla, verde y roja, respectivamente. Las posiciones aproximadas de los ejes
icosaédricos dobles, triples y quintuples se representan por el o6valo, el triangulo y el pentagono rellenos,
respectivamente. En la FIG. 21B, la superficie de la capside de AAV2 se muestra en color azul como los restos
de serina 458, 492 y 662 se resalta en los mismos colores, como se ha mostrado anteriormente en figuras
similares. Los restos S458 y S492 estan ubicados adyacentes entre si en la superficie externa de las
protrusiones que apuntan hacia la depresion que rodea a los ejes dobles. S662 esta ubicada en el bucle Hl
(coloreado en blanco) entre las hebras B-H y B-I del barril beta central de ocho cadenas) que se encuentra en la
parte inferior de la depresion que rodea a los ejes icosaédricos quintuples. Los bucles DE relacionados con la
simetria quintuple (entre las hebras 3-D y B-E), que forman el canal en los ejes icosaédricos quintuples, se
muestran en color marron. Las posiciones aproximadas de los ejes icosaédricos dobles (2F), triples (3F) y
quintuples (5F) se indican por las flechas abiertas;

Las FIG. 22A y FIG. 22B resumen la evaluacién del efecto de la sustitucién de serina en la posicién 662 en la
capside de scAAV2 con diferentes aminoacidos para mediar la expresioén de transgén. Se generaron los ocho
mutantes de serina con diferentes aminoacidos a continuacién: S662—Valina (V), S662—Alanina (A),
S662—Asparagina (N), S662—Acido aspartico (D), S662—Histidina (H), S662—Isoleucina (I), S662—Leucina (L)
y S662—Fenilalanina (F) y se analiz6 su eficacia de transduccion en células 293. La FIG. 22A muestra el analisis
de expresion de EGFP a las 48 h después de la infeccion de células 293 a una MOI de 1 x 10° vgs/célula. La
FIG. 22B muestra la cuantificacion de la eficacia de la transduccion de cada uno de los vectores AAV2 con
mutaciones de serina. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a WT AAV2;

Las FIG. 23A y FIG. 23B muestran el analisis de la correlacion de la eficacia de la transduccion de los vectores
scAAV2-S662V con la actividad de p38 MAPK en diversos tipos celulares. La FIG. 23A ilustra la cuantificacion de
la eficacia de transduccion de los vectores WT- y S662V-AAV2 en HEK293, HelLa, NIH3T3, H2.35 y moDC. La
FIG. 23B es un andlisis de transferencia de Western de lisados de diferentes lineas celulares respecto de los
niveles de expresion de p-p38 MAPK. Se midieron los niveles totales de p38 MAPK y GADPH y se usaron como
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controles de carga. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a WT AAV2;

Las FIG. 24A, FIG. 24B y FIG. 24C ilustran la expresion de transgén mediada por el vector scAAV en células
dendriticas derivadas de monocitos (moDC). La FIG. 24A ilustra el efecto de inhibidores de JNK 'y p38 MAPK y la
sustitucion dirigida al sitio del resto de serina en la posicién 662 en la expresion de EGFP. La FIG. 24B resume la
cuantificacion de los datos de la FIG. 24A a las 48 h después de la infeccién y del inicio de la maduracion. La
FIG. 24C es un andlisis de la expresion de marcadores coestimuladores, tales como CD80, CD83, CD86 en
moDC infectadas con vectores scAAV2-S662V a una MOI de 5 x 10* vgs/célula. Las iDC - células dendriticas
inmaduras y las mDC - células dendriticas maduras, estimuladas con citocinas, generadas como se describe en
el presente documento, se usaron como controles negativos y positivos, respectivamente. Se muestra un
ejemplo representativo. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a WT AAV2;

La FIG. 25 ilustra el analisis de la actividad de eliminacion de linfocitos T citotdéxicos (CTL) especificos para
hTERT en células K562. Las CTL se generaron tras la transduccién de moDC mediante vectores scAAV2-S662V
que codifican la telomerasa humana truncada (hTERT). Las moDC transducidas con el vector scAAV2-S662V-
EGFP se usaron para generar CTL no especificos. Tefidas previamente con 3,3-dioctadeciloxacarbocianina
(DIOC18(3)), una tincion de membrana fluorescente verde, se cultivaron 1 x 10° células diana K562 durante una
noche con diferentes proporciones de CTL (80:1, 50:1, 20:1, 10:1, 5:1). Se afiadi6 contratincion de acido nucleico
permeable a membrana, yoduro de propidio, para marcar las células con membranas plasmaticas
comprometidas. Se analizaron por citometria de flujo los porcentajes de células eliminadas dobles positivas a la
tincion;

Las FIG. 26A y FIG. 26B muestran el analisis de la expresion de EGFP después de la transduccién de células
HEK293 con mutantes con mutacion dirigida al sitio de la capside de AAV2. Se sustituyé cada uno de los 17
restos de treonina (T) expuestas en la superficie en la capside de AAV2 con valina (V) y se evalu6 su eficacia
para mediar la expresién del transgén. En la FIG. 26A, se muestra el analisis de la expresién de EGFP a las 48 h
después de la infeccion (MOI de 1 x 103 vg/célula). La FIG. 26B muestra la cuantificacion de la eficacia de la
transduccion de cada uno de los vectores scAAV2 con mutaciones de treonina. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a
WT AAV2;

Las FIG. 27A y FIG. 27B muestran el analisis de la expresion de EGFP en células HEK293 infectadas con
multiples mutantes con mutacion dirigida al sitio de la capside de AAV2. Se combinaron varias de las mutaciones
de treonina mas eficaces en la capside de AAV2 individuales para producir dobles y triples mutantes y se evalu6
la eficacia de cada vector. La FIG. 27A ilustra el andlisis de la expresion de EGFP a las 48 h después de la
infeccion a una MOI de 1 x 103 vg/célula. La FIG. 27B muestra la cuantificacion de la eficacia de la transduccion
de cada uno de los vectores AAV2 con mutaciones de treonina. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a WT AAV2;

Las FIG. 28A y FIG. 28B demuestran la evaluacion de la expresion de EGFP en células H2.35 transducidas con
vectores AAV2 con la capside optimizada. Se combinaron las mutaciones de tirosina, serina y treonina mas
eficaces en una sola capside de AAV2 para producir varios mutantes de AAV optimizados. Se estimé la eficacia
de cada vector en hepatocitos murinos inmortalizados. La FIG. 28A muestra el analisis de la expresion de EGFP
a las 48 h después de la infeccion a una MOI de 1 x 10° vg/célula. La FIG. 28B resume la cuantificacion de la
eficacia de la transduccion de cada uno de los vectores scAAV2 optimizados. *P < 0,005, **P < 0,001 frente a
WT AAV2;

Las FIG. 29A y FIG. 29B ilustran la cinética de expresion de EGFP en células H2.35 mediada por los vectores
AAV con la capside optimizada. La FIG. 29A muestra el analisis de la expresion de EGFP a las 16, 24 y 48 h
después de la infeccion a una MOI de 1 x 103 vg/célula. La FIG. 29B ilustra los resultados de la cuantificacion de
la eficacia de la transduccion de cada uno de los vectores scAAV2 optimizados. *P < 0,005, **p < 0,001 frente a
WT AAV2;

Las FIG. 30A y FIG. 30B muestran el analisis del trafico intracelular de vectores AAV con multiples mutaciones
hacia el nacleo. Se separaron las fracciones nucleares y citoplasmaticas de células H2.35 infectadas con AAV2-
WT, AAV2-Y444F+Y500F+Y730F o el mutante multiple AAV2-Y444F+Y500F+Y730F+T491V y se llev6 a cabo un
analisis qPCR para evaluar la distribucion del genoma del vector dentro de las células a las 16 h (FIG. 30A) y las
48 h (FIG. 30B) después de la infeccion. ** Una P < 0,001 frente a WT en el nucleo se considerd significativa;

Las FIG. 31A y FIG. 31B muestran la obtencion de imagenes in vivo de la expresion geénica de luciferasa
después de la inyeccion en la vena caudal de multiples mutantes con mutacion dirigida al sitio de la capside de
AAV2. Se inyectd a ratones C57BL/6 con 1 x 10'° vg/animal de varios de los vectores scAAV mutantes mas
eficaces que portan el gen de luciferasa. Se tomaron imagenes en vida para analizar la diferencia en la actividad
de luciferasa. La salida visual representa el nimero de fotones emitidos/segundo/cm? como una imagen con
color falso, donde el maximo es rojo y el minimo es azul (FIG. 31A) y la intensidad de sefial relativa (FIG. 31B) *P
< 0,005 se considero significativa;

Las FIG. 32A y FIG. 32B ilustran la superficie de la capside de AAV2. La FIG. 32A muestra la superficie de la
capside de AAV2 (gris) con los 17 restos de treonina mutados en colora azul (251, 329, 330, 454, 503, 581, 592,
597, 660, 671, 701, 713, 716), verde (455), amarillo (491), marrén (550) y rosa (659). Se indica mediante flechas
la ubicacion en superficie de T329, T330, T713 y T716. Los bucles DE relacionados con la simetria quintuple
(entre las hebras BD y BE) se representan en color naranja. Los bucles HI (entre las hebras BH y Bl) se
representan en color blanco y S662 ubicado en este bucle se representa en color rojo. El triangulo blanco rayado
en la FIG. 32A representa una unidad virica asimétrica unida mediante un eje quintuple y dos ejes triples con un
eje doble entre los triples. Los évalos rayados delinean las huellas aproximadas (2/60) de los restos de treonina
que afectan a la transduccién cuando se mutan. La FIG. 32B muestra una proyeccion de "mapa" de los restos de
la superficie de la capside de AAV2 dentro de una unidad virica asimétrica. Las areas abarcadas por las
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treoninas de la superficie de AAV2 y S662 se encuentran coloreadas como en la FIG. 32A. Los restos en los
restos triples mutantes de tirosina 444, 500 y 730 se muestran en tonalidades de purpura. Los 6valos rayados se
describen en la FIG. 23A. El triangulo rayado (azul) muestra restos previamente determinados como importantes
en la unién al receptor de heparina sulfato para AAV2 y AAV6 (Wu et al., 2006; Opie et al., 2003);

Las FIG. 33A, FIG. 33B y FIG. 33C ilustran el alineamiento de aminoacidos de las capsides de tipo silvestre de
los serotipos AAV1 a AAV10. La FIG. 33A muestra el alineamiento de aminoacidos de las capsides del serotipo
AAV1-10 de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 10). La FIG. 33B muestra el alineamiento de
aminoacidos de las capsides del serotipo AAV1-AAV10 de tipo silvestre, asi como de los restos de serina y
treonina expuestos en la superficie que se conservan entre las capsides de AAV1-AAV10 (los restos expuestos
en la superficie conservados se muestran en negrita); y la FIG. 33C muestra los restos de tirosina conservados
expuestos en la superficie en las capsides de AAV1-AAV12 de tipo silvestre, asi como realizaciones de
modificaciones de aminoacidos. Los restos de tirosina conservados entre AAV1-AAV12 se muestran en negrita;
La FIG. 34 muestra las eficacias de empaquetado y transduccion de diversos vectores AAV2 con mutaciones de
serina—valina en relacion con el de vectores WT AAV2 y el alineamiento de aminoacidos de capsides de AAV1-
AAV10 de tipo silvestre;

La FIG. 35 representa las eficacias de empaquetado y transduccién de vectores mutantes en serina
reemplazados con diversos aminoacidos en relacion con vectores WT AAV2;

Las FIG. 36A, FIG. 36B, FIG. 36C, FIG. 36D y FIG. 36E muestran la eficacia de transduccion de vectores rAAV3
y rAAV8 en tumores de HCC humanos en un modelo de xenoinjerto murino in vivo. Se usaron ratones NSG
macho y hembra portadores de tumores Huh7 para la inyeccion en la vena caudal de los vectores rAAV3-CBAp-
FLuc o rAAV8-CBAp-FLuc a 1 x 10" vgs/raton. n = 4 por grupo. La FIG. 36A muestra imagenes representativas
del cuerpo completo del raton. Se muestran imagenes de bioluminiscencia a los 3 dias después de la
administracion del vector. La FIG. 36B ilustra el analisis cuantitativo de los datos de expresién de transgén de
imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo de ratones a los 3 dias después de la administracion del
vector. La FIG. 36C muestra ratones NSG portadores de tumores Huh7 usados para inyecciones intratumorales
directas con vectores rAAV3-CBAp-FLuc o rAAV8-CBAp-FLuc a una dosis menor de 1 x 10" vgs/raton (L) o a
una dosis mayor de 1 x 10'2 vgs/raton (H). n = 4 por grupo. Se muestran imagenes representativas de la dosis
menor a los 7 dias después de la administracion del vector. La FIG. 36D representa los datos cuantitativos para
la expresion de transgenes en tumores e higado de ratones a los que se inyectaron vectores rAAV3 o rAAVS a
los 3 dias o 7 dias después de la administracion del vector. La FIG. 36E muestra los niumeros de copias del
genoma del vector que persisten en muestras de tejido hepatico a las que se inyecta una dosis mayor de
vectores rAAV3 o rAAV8 7 dias después de la administracién del vector;

Las FIG. 37A, FIG. 37B, FIG. 37C, FIG. 37D, FIG. 37E y FIG. 37F muestran la eficacia de la transduccion de
vectores rAAV3 WT y con la capside modificada en células de cancer hepatico humano in vitro. La FIG. 37A
muestra células Huh7 que se transdujeron con los vectores viricos indicados que portaban el casete de
expresion CBAp-FLuc a 5.000 vgs/célula. La FIG. 37B muestra células HepG2 y la FIG. 37C muestra células
Hep293TT que se transdujeron con los vectores viricos indicados que portaban el casete de expresion CBAp-
EGFP a 5.000 vgs/célula. La FIG. 37D muestra células Huh7 que se transdujeron con los vectores viricos
indicados que portaban el casete de expresion CBAp-EGFP a 5.000 vgs/célula tanto en ausencia como
presencia de dosis bajas (100 ng/ml) o elevadas (100 pg/ml) de heparina soluble. La FIG. 37E muestra células
Huh7 que se transdujeron con los vectores viricos indicados que portaban el casete de expresion CBAp-EGFP a
5.000 vgs/célula tanto en ausencia como presencia de 5 yg/ml de hHGF. La FIG. 37F muestra células T47D
humanas o T47D+hHGFR que se transdujeron con los vectores viricos indicados que portaban el casete de
expresion de CBAp-EGFP a 5.000 vgs/célula. Se determinaron los niveles de expresion de todos los transgenes
48 h después de la transduccion;

Las FIG. 38A, FIG. 38B, FIG. 38C y FIG. 38D muestran la eficacia de transduccion de vectores a modo de
ejemplo rAAV3 con la capside mutada in vivo. La FIG. 38A muestra ratones NSG portadores de tumores
hepaticos humanos de Huh7 o Hep293TT que se usaron para inyecciones en la vena caudal con los vectores
viricos mutantes indicados que portaban el casete de expresion CBAp-FLuc a 5 x 10'° vgs/ratén. n = 4 por cada
grupo. En el dia 3, se obtuvieron imagenes de bioluminiscencia del cuerpo completo, seguido de la disecciéon
tanto del tumor en crecimiento como del higado normal. Se muestran imagenes representativas. La FIG. 38B
muestra datos cuantitativos que muestran la expresion de FLuc en tumores derivados de Huh7 y Hep293TT. Se
muestran los numeros de copias del genoma del vector en tumores de Huh7 (FIG. 38C), y en higados normales
(FIG. 38D);

Las FIG. 39A, FIG. 39B y FIG. 39C muestran realizaciones a modo de ejemplo de la presente invencion. La FIG.
39A muestra la supresion de la tumorigénesis hepatica humana en un modelo de xenoinjerto de ratén mediante
vectores rAAV3 optimizados que expresan el gen TCS; La FIG. 39B y FIG. 39C muestran los resultados de
ratones portadores de tumores Huh7-FLuc que se usaron para inyecciones en la vena caudal de los vectores
viricos indicados a 5 x 10'° vgs/raton en el dia 0 y se monitorizo el crecimiento tumoral con el paso del tiempo
hasta el dia 11. La FIG. 39B ilustra imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo representativas de ratones
de ambos grupos en el dia 8. La FIG. 39C resume las actividades en suero de AST y ALT que se midieron en
ratones a los que se inyectd el vector rAAV3-TCS y el vector rAAV3-EGFP en el dia 11 mediante métodos
espectrofotométricos. Los datos se presentan como la media + DE. (n = 5/grupo);

Las FIG. 40A, FIG. 40B y FIG. 40C muestran construcciones de vector y de secuencias de polinucleétidos a
modo de ejemplo utiles de acuerdo con un aspecto de la presente invencion. La FIG. 40A muestra las
estructuras esquematicas de los vectores rAAV usados en estos estudios. HP: horquilla; D: secuencia D en la
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repeticion terminal invertida (ITR) de AAV; CBAp: potenciador de CMV/promotor de B-actina de pollo; FLuc:
luciferasa de luciérnaga; hGH (A)n: secuencia de poliA de hormona de crecimiento humana; HP-: estructura de
horquilla sin el sitio de resolucion terminal (trs); EGFP: proteina verde fluorescente potenciada; AFPp: promotor
de o-fetoproteina humana; TCS: Tricosantina; La FIG. 40B muestra la secuencia de nucleottidos del gen de TCS
original. El codén de inicio (ATG) y el codén de parada (TAG) se muestran en fuente verde y roja,
respectivamente. La FIG. 40C muestra la secuencia de nucle6tidos del gen TCS marcado con FLAG. Se
muestran los sitios para enzimas de restriccion EcoRl y Xhol usados para clonar el TCS sintetizado
quimicamente en letra cursiva y negrita, respectivamente, y la secuencia de marcador FLAG que contiene el
codon de parada (TAA) se encuentra subrayada; y

la FIG. 41 muestra la eficacia de transduccion de diversos vectores scAAV3-CBAp-EGFP mutantes individuales,
dobles y multiples en la linea celular de CHC humano, Huh?7.

Breve descripcion de las secuencias

La SEQ ID NO: 1 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 1 de tipo silvestre (AAV1);

la SEQ ID NO: 2 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 2 de tipo silvestre (AAV2);

la SEQ ID NO: 3 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 3 de tipo silvestre (AAV3);

la SEQ ID NO: 4 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 4 de tipo silvestre (AAV4);

la SEQ ID NO: 5 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 5 de tipo silvestre (AAV5);

la SEQ ID NO: 6 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 6 de tipo silvestre (AAV6);

la SEQ ID NO: 7 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 7 de tipo silvestre (AAV7);

la SEQ ID NO: 8 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 8 de tipo silvestre (AAVS);

la SEQ ID NO: 9 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 9 de tipo silvestre (AAV9);

la SEQ ID NO: 10 es una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside del virus adenoasociado de
serotipo 10 de tipo silvestre (AAV10);

la SEQ ID NO: 11 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 12 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 13 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 14 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 15 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 16 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 17 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 18 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 19 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 20 es una secuencia de cebador oligonucleotidico de acuerdo con la presente invencion;

la SEQ ID NO: 21 es una secuencia de cebador oligonucleotidico;

la SEQ ID NO:22 es una secuencia de acido nucleico que contiene el supuesto sitio de union para factores de
transcripcion sensibles a NF-kB (véase la FIG. 5);

la SEQ ID NO: 23 es una secuencia de sonda de acido nucleico monocatenario (véase la FIG. 10);

la SEQ ID NO: 24 es una secuencia de sonda de acido nucleico bicatenario (véase la FIG. 10);

la SEQ ID NO: 25 es una secuencia de sonda de acido nucleico monocatenario (véase la FIG. 10);

la SEQ ID NO: 26 es la secuencia de acido nucleico del gen TCS (véase la FIG. 40B); y

la SEQ ID NO: 27 es la secuencia de acido nucleico del gen TCS marcado con FLAG (véase la FIG. 40C).

Descripcién de realizaciones ilustrativas

Los virus adenoasociados (AAV) recombinantes se han usado con éxito para la transferencia génica in vivo en
numerosos modelos animales preclinicos de enfermedades humanas y se han usado con éxito para la expresién a
largo plazo de una gran variedad de genes terapéuticos (Daya y Berns, 2008; Niemeyer ef al, 2009; Owen et al,
2002; Keen-Rhinehart et al, 2005; Scallan et al, 2003; Song et al., 2004). Los vectores AAV también han generado
un beneficio clinico a largo plazo en seres humanos cuando se dirigen a sitios inmunoprivilegiados, es decir,
administracion ocular para la amaurosis congénita de Leber (Bainbridge et al., 2008; Maguire et al., 2008; Cideciyan
et al, 2008). Una importante ventaja de este vector es un perfil inmunitario comparativamente bajo, provocando
unicamente respuestas inflamatorias limitadas y, en algunos casos, incluso dirigiendo la tolerancia inmunitaria a
productos de transgén (LoDuca et al., 2009). No obstante, la eficacia terapéutica, cuando se dirige a érganos no
inmunoprivilegiados, se ha visto limitada en seres humanos debido a las respuestas de anticuerpos y de linfocitos T
CD8* T contra la capside virica, mientras que en modelos animales, también se ha informado de respuestas
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adaptativas al producto del transgén (Manno et al., 2006; Mingozzi et al., 2007; Muruve et al., 2008; Vandenberghe y
Wilson, 2007; Mingozzi y High, 2007). Estos resultados sugirieron que las respuestas inmunitarias siguen siendo un
problema para la transferencia de genes mediada por vectores AAV.

Basandose en datos preclinicos a partir de modelos murinos (Snyder ef al., 1999), se consider6 durante afos que
los AAV eran minimamente inmunogénicos, debido a la ausencia de la exposicion previa a estos antigenos en estos
modelos y a la presencia de varios mecanismos inductores de la tolerancia frente al vector (Dobrzynski et al., 2004;
Cao et al., 2007). Esto se ilustr6 mejor en estudios de transferencia de genes en modelos murinos y caninos de
hemofilia B, que mostraron una eficacia terapéutica notable (5-25 % de niveles de F.IX) y una expresiéon a largo
plazo (2-8 afios) y estable de F.IX (Snyder et al., 1999). En el primer ensayo clinico usando AAV para suministrar el
gen de F.IX humano al higado en sujetos con hemofilia B, se observaron niveles terapéuticos (~11,8 %) de la
expresion de F.IX a una elevada dosis del vector (2 x 102 vgs/kg de peso corporal) (Manno et al., 2006).

Sin embargo, 4-6 semanas después de la transferencia génica, se observo una respuesta de linfocitos T especificos
para la capside de AAV que coincidia con un aumento en las transaminasas hepaticas y una reduccioén en la
expresion del transgén de F.IX a niveles basales. Esta respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T CD8* fue
inesperada (Mingozzi et al, 2007), ya que esto no se habia observado en ninguno de los modelos animales
preclinicos. Este estudio y varios otros han relacionado las respuestas inmunitarias inflamatorias e innatas del
hospedador con la eliminacion mediada por linfocitos T citotoxicos de los hepatocitos transducidos (Zhu et al., 2009;
Li et al., 2009; Madsen et al, 2009). Posteriormente, se dedicaron grandes esfuerzos a esquivar la respuesta
inmunitaria del hospedador frente a los vectores de AAV. Estos incluyeron el uso de serotipos de AAV de origen
natural alternativos, tales como vectores AAV1 (Brantly et al., 2009; Cohn et al., 2007) o AAV8 (Nathwani et al.,
2006), el uso de capsides reordenadas (Gray et al., 2010) o AAV2 mutante para tirosinas expuestas en la superficie
(Markusic et al., 2010). Ademas, las estrategias para contrarrestar los riesgos asociados con la respuesta inmunitaria
han incluido el uso de construcciones de transgén que tienen expresion dirigida en el tejido hospedador (Wang et al.,
2010) o el desarrollo de protocolos de supresion inmunitaria transitoria (Jiang et al., 2006).

Aunque dichas estrategias han mejorado incrementalmente la seguridad de la transferencia génica de AAV, aun falta
por ver su eficacia en seres humanos. Por ejemplo, la inmunosupresién con ciclosporina y MMF fue eficaz a una
dosis menor del vector AAV1 (3 x 10" vg/kg) pero no logré evitar las respuestas de IFN-a y linfocitos T CD8* contra
la capside a dosis elevadas (1 x 10'2 vg/kg) durante la transferencia génica dirigida al mdsculo en pacientes con
deficiencia de lipoproteina lipasa (Ross et al., 2006). Los datos remarcan la importancia de practicar estudios
adicionales acerca de la biologia de las interacciones de virus-célula hospedadora para identificar la primera "sefal
de peligro" en respuesta a la infeccion con AAV. Se razono6 que la comprension de cdmo se regulan la actividad
potencial y la selectividad de las proteinas asociadas con la respuesta inmunitaria inflamatoria e innata en las células
hospedadoras tras la transduccion con AAV podria proporcionar indicios para abordar los obstaculos de la respuesta
inmunitaria del hospedador contra la capside y/o el producto del transgén. Aunque en comparacion con otros
vectores viricos, los vectores AAV son ineficaces para transducir a las APC profesionales, tales como DC, las
sefiales adicionales que activan a NF-kB podrian ocasionar un aumento de la expresién del transgén en estas
células, aumentando por tanto el riesgo de respuestas adaptativas al producto del transgén.

En la actualidad se usan vectores recombinantes basados en AAV de serotipo 2 en una serie de ensayos clinicos de
terapia génica (Daya y Berns, 2008) y recientemente han mostrado una eficacia notable en el tratamiento de la
amaurosis congénita de Leber (Bainbridge et al., 2008; Cideciyan et al., 2008; Maguire et al., 2008). Sin embargo,
han surgido preocupaciones en referencia a la respuesta humoral a los vectores AAV2 basandose en la elevada
prevalencia de seropositividad en la poblacién general (~80 al 90 %) (Boutin ef al., 2008; Mendell et al., 2010; Manno
et al., 2006). El descubrimiento de numerosos nuevos serotipos de AAV ha favorecido el desarrollo de vectores AAV
para esquivar este problema potencial (Muramatsu et al., 1996; Chiorini et al., 1997; Chiorini et al., 199; Rutledge et
al., 1998; Gao et al., 2002; Gao et al., 2004).

Por ejemplo, recientemente se ha comunicado que los vectores AAV8 recombinantes son terapéuticos en un modelo
de ratén de cancer hepatico (Kato et al., 2006). Sin embargo, varios grupos han descrito diversas estrategias para
usar como diana células de cancer hepatico humano en modelos murinos usando vectores AAV2 (Su et al., 1996;
Peng et al., 2000; Su et al., 2000; Ma et al., 2005; Wang et al., 2005; Tse et al., 2008; Zhang et al., 2008; Malecki et
al., 2009; Wang et al., 2010). Para identificar el serotipo de AAV mas eficaz para dirigirse a células de cancer
hepatico humano, se demostré6 que se transducen con una eficacia extrema mediante vectores AAV3 tres lineas
celulares de cancer hepatico humano (Glushakova et al., 2009). Posteriormente, se identifico el receptor de factor de
crecimiento de hepatocitos humanos como un co-receptor celular para la infeccion con AAV3 (Ling et al., 2010).
Inicialmente, seguia sin esclarecerse el papel preciso de hHGFR, especialmente el papel de la actividad tirosina
cinasa asociada con el dominio intracelular de hHGFR, en la transduccién mediada por AAV3. Los datos en el
ejemplo 5 (véase mas adelante) proporcionaron una explicacion mas detallada de las interacciones de AAV3-hHGFR
e ilustran el desarrollo de vectores AAV3 con la capside mutada optimizados para su uso en apuntar de manera
selectiva a células de cancer hepatico humano.
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PROTEINAS DE LA CAPSIDE DE rAAV

El ensamblaje supramolecular de 60 subunidades individuales de proteina de la capside en una red icosaédrica de
T-1 no envuelta capaz de proteger a un genoma de ADN monocatenario de 4,7 kb es una etapa critica en el ciclo de
vida del parvovirus humano dependiente de colaborador, el virus adenoasociado 2 (AAV2). La particula de AAV2
madura de 20 nm de didmetro estd compuesta por tres proteinas estructurales denominadas VP1, VP2 y VP3
(masas moleculares de 87, 73 y 62 kDa respectivamente) en una proporcion de 1:1:18. Basandose en su simetria y
estas estimaciones de peso molecular, de las 60 proteinas de la capside que comprende la particula, tres son
proteinas VP1, tres son proteinas VP2 y cincuenta y cuatro son proteinas VP3. El empleo de tres proteinas
estructurales convierte a los serotipos de AAV en Unicos entre los parvovirus, ya que todos los demas conocidos
empaquetan sus genomas dentro de particulas icosaédricas formadas por unicamente dos proteinas de la capside.
La disposicion de barreloide de cadena B antiparalela de estas 60 proteinas de la capside da como resultado una
particula con un tropismo definido que es altamente resistente a la degradacion. Los inventores han demostrado que
la modificacion de uno o mas restos de tirosina en una o mas de las proteinas de la capside logra una transfeccién
superior a una dosis menor y con un coste menor que los protocolos convencionales. Al modificar de manera
especifica de sitio uno o mas restos de tirosina en la superficie de la capside, los inventores han logrado una mejora
significativa en la eficacia de transduccion.

USOS PARA LOS VECTORES rAAV MEJORADOS CON LA CAPSIDE MODIFICADA

Por tanto, la presente divulgacion describe composiciones que incluyen uno o mas de los vectores rAAV modificados
con tirosina divulgados comprendidos en un kit para diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar uno o mas sintomas de
una enfermedad, lesion, trastorno, traumatismo o disfuncion en mamiferos.

Dichos kits pueden ser utiles en diagnésticos, profilaxis y/o terapias y particularmente Gtiles en el tratamiento, la
prevencion y/o la mejora de uno o mas sintomas de cancer, diabetes, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad
renal, enfermedad cardiovascular, enfermedad pancreatica, enfermedad intestinal, enfermedad hepatica,
enfermedad neuroldgica, trastorno neuromuscular, déficit neuromotor, deterioro neuroesquelético, discapacidad
neurolégica, disfuncion neurosensorial, ictus, isquemia, trastorno alimentario, deficiencia de a1-antitripsina (AAT),
enfermedad de Batten, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de células falciformes, B-talasemia, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, enfermedad esquelética, traumatismo, enfermedad pulmonar o cualquier
combinacién de los mismos.

Se describe un uso de una composicion divulgada en el presente documento en la fabricacion de un medicamento
para tratar, prevenir o mejorar los sintomas de una enfermedad, trastorno, disfuncién, lesion o traumatismo,
incluyendo, pero sin limitacion, el tratamiento, prevencion y/o profilaxis de una enfermedad, trastorno o disfuncion y/o
la mejora de uno o mas sintomas de dicha enfermedad, trastorno o disfuncion. Las afecciones a modo de ejemplo
para las que puede ser particularmente util una terapia génica a base de virus rAAV incluyen, pero sin limitacion,
cancer, diabetes, enfermedad de células falciformes, B-talasemia, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad renal,
enfermedad cardiovascular, enfermedad pancreatica, enfermedades de los ojos, enfermedad intestinal, enfermedad
hepatica, enfermedad neurologica, trastorno neuromuscular, déficit neuromotor, deterioro neuroesquelético,
discapacidad neurolégica, disfuncién neurosensorial, ictus, deficiencia de a1l-antitripsina (AAT), enfermedad de
Batten, isquemia, un trastorno alimentario, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, enfermedad esquelética, enfermedad pulmonar y cualquier combinacién de los mismos.

Se describe un método para tratar o mejorar los sintomas de dicha enfermedad, lesion, trastorno o disfuncién en un
mamifero. Dichos métodos implican generalmente al menos la etapa de administrar a un mamifero que lo necesite,
uno o mas vectores rAAV modificados en la tirosina como se divulga en el presente documento, en una cantidad y
durante un tiempo suficientes para tratar o mejorar los sintomas de dicha enfermedad, lesién, trastorno o disfuncion
en el mamifero.

Dichos regimenes de tratamiento se contemplan particularmente en terapia en humanos, mediante la administracion
de una o mas composiciones ya sea por via intramuscular, intravenosa, subcutanea, intratecal, intraperitoneal o
mediante inyeccion directa en un érgano o un tejido del mamifero que se encuentre en tratamiento.

También se describe un método para proporcionar a un mamifero que lo necesite, una cantidad terapéuticamente
eficaz de las composiciones de rAAV de la presente invencién, en una cantidad y durante un tiempo eficaces para
proporcionar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de los agentes terapéuticos deseados codificados por
uno o mas segmentos de acido nucleico comprendidos dentro del vector rAAV. Preferentemente, el agente
terapéutico se selecciona entre el grupo que consiste en un polipéptido, un péptido, un anticuerpo, un fragmento de
union a antigeno, una ribozima, un acido nucleico peptidico, un ARNip, un ARNi, un oligonucleétido antisentido, u
polinucleétido antisentido, un marcador diagnoéstico, una molécula de diagndstico, una molécula indicadora y
cualquier combinacién de los mismos.
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COMPOSICIONES DE VECTOR AAV

Un aspecto importante de la presente metodologia es el hecho de que los vectores rAAV mejorados descritos en el
presente documento permiten el suministro de titulos menores de particulas viricas a fin de lograr la misma eficacia
de la transduccion que la obtenida usando altos niveles de vectores rAAV convencionales con la superficie de la
capside no modificada. Para ese fin, la cantidad de composiciones de AAV y el tiempo de administracion de dichas
composiciones se encontrard dentro del ambito del experto en la materia que se beneficie de las presentes
ensefianzas. De hecho, los inventores contemplan que pueda lograrse la administracion de cantidades
terapéuticamente eficaces de las composiciones divulgadas mediante una sola administracion, tal como, por
ejemplo, una sola inyeccion de numeros suficientes de particulas infecciosas para proporcionar un beneficio
terapéutico al paciente que se someta a dicho tratamiento. Como alternativa, en algunas circunstancias, puede ser
deseable proporcionar administraciones multiples o sucesivas de las composiciones de vector AAV, ya sea durante
un periodo relativamente corto o relativamente prolongado, como puede determinarse por el experto médico que
supervise la administracion de dichas composiciones. Por ejemplo, el numero de particulas infecciosas
administradas a un mamifero puede ser de aproximadamente 107, 108 10° 10, 10", 102, 10" o incluso mas
particulas infecciosas/ml, administradas en forma de una sola dosis (o dividida en dos 0 mas administraciones, efc.),
segun sea necesario para lograr la terapia para la enfermedad o trastorno particular que se esté tratando. De hecho,
en ciertas realizaciones, puede ser deseable administrar dos o0 mas composiciones diferentes basadas en vector
rAAV, ya sea solas o en combinacion con uno o mas agentes diagnoésticos, farmacos, compuestos bioactivos o
similares diferentes, para lograr los efectos deseados de un régimen o terapia particular. En la mayoria de
regimenes de terapia génica a base de vectores rAAV, los inventores contemplan que se necesitaran menores
titulos de particulas infecciosas cuando se usan los vectores rAAV con la capside modificada descritos en el
presente documento, en comparacion con el uso de vectores rAAV de tipo silvestre o "no modificados"”
correspondientes.

Como se usa en el presente documento, las expresiones células "modificadas por ingenieria genética" y
"recombinantes" pretenden hacer referencia a una célula en la que se ha introducido un segmento de polinucleotido
exogeno (tal como un segmento de ADN que provoca la transcripcion de una molécula biolégicamente activa). Por lo
tanto, las células modificadas por ingenieria genética pueden distinguirse de las células de origen natural, que no
contienen un segmento de ADN exdgeno introducido de manera recombinante. Las células modificadas por
ingenieria genética son, por lo tanto, células que comprenden al menos uno o mas segmentos de polinucleétido
heterdlogos introducidos por la mano del hombre.

Para expresar un agente terapéutico de acuerdo con la presente divulgacion, se puede preparar un vector de
expresion rAAV modificado con tirosina que comprende un segmento de acido nucleico que codifica un agente
terapéutico bajo el control de uno o mas promotores. Para poner a una secuencia "bajo el control de un promotor",
se posiciona el extremo 5' del sitio de inicio de la transcripcion de la fase de lectura transcripcional generalmente a
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50 nucleétidos "cadena abajo" (es decir, en direccién 3') del promotor
seleccionado. El promotor "cadena arriba" estimula la transcripcion del ADN y promueve la expresion del polipéptido
codificado. Este es el significado de "expresién recombinante" en este contexto. Las construcciones de vector
recombinante particularmente preferidas son aquellas que comprenden un vector rAAV. Dichos vectores se
describen con detalle en el presente documento.

Cuando se contempla el uso de dichos vectores para la introduccion de una o mas proteinas, polipéptidos, péptidos,
ribozimas y/u oligonucleétidos antisentido exdgenos, a una célula transfectada con el vector, se pueden emplear
vectores rAAV con la capside modificada divulgados en el presente documento para suministrar uno o mas
polinucleétidos exégenos a una célula hospedadora seleccionada.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Las construcciones genéticas divulgadas en el presente documento pueden prepararse en varias composiciones y
también pueden formularse en vehiculos farmacéuticos adecuados para su administracion a sujetos humanos o
animales. Las moléculas de rAAV y las composiciones que los comprenden proporcionan agentes terapéuticos
nuevos y utiles para el tratamiento, el control y la mejora de los sintomas de varios trastornos y en particular,
enfermedades, trastornos y disfunciones articulares, incluyendo, por ejemplo, artrosis, artritis reumatoide y trastornos
relacionados.

También se describen composiciones que comprenden uno o mas de los vectores rAAV con la capside modificada
divulgados, sistemas de expresion, viriones, particulas virales, células de mamifero o combinaciones de los mismos.
En determinadas realizaciones, se proporcionan formulaciones farmacéuticas de uno o mas vectores rAAV con la
capside modificada divulgados en el presente documento para su administracion a una célula o un animal, ya sea
solos o en combinacién con una o mas modalidades de terapia y en particular, para la terapia de células y tejidos
humanos y enfermedades que afectan al ser humano. La formulacién de excipientes y soluciones transportadoras
farmacéuticamente aceptables es bien conocida por los expertos en la técnica, como lo es el desarrollo de
regimenes de dosificacion y tratamiento adecuados para utilizar las composiciones concretas descritas en el
presente documento en diversos regimenes de tratamiento, incluyendo, por ejemplo, administraciéon y formulacion
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oral, parenteral, intravenosa, intranasal, intraarticular e intramuscular.
DEFINICIONES ILUSTRATIVAS

De acuerdo con la presente divulgacion, los polinucleétidos, segmentos de acido nucleico, secuencias de acido
nucleico y similares incluyen, pero sin limitacion, ADN (incluyendo, pero sin limitacion ADN gendmicos o
extragenémicos), genes, acidos nucleicos peptidicos (PNA), ARN (incluyendo, pero sin limitacion, ARNr, ARNm y
ARN), nucledsidos y segmentos de acido nucleico adecuados, ya se obtengan de fuentes naturales, se sinteticen o
modifiquen quimicamente o se preparen de otro modo o se sinteticen en su totalidad o en parte por la mano del
hombre.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende cominmente una persona normalmente experta en la técnica a la
cual pertenece la presente invencion. Aunque pueden usarse métodos y composiciones similares o equivalentes a
los descritos en el presente documento en la practica o el ensayo de la presente divulgacién, en el presente
documento se describen los métodos y composiciones preferidos. Para los fines de la presente divulgacion, se
definen los siguientes términos a continuacion:

De acuerdo con las convenciones establecidas en legislacion de patentes, los términos "un" y "una", cuando se usan
en la presente solicitud, incluidas las reivindicaciones, indican "uno o mas".

El término "aproximadamente”, como se usa en el presente documento, ha de entenderse como referencia a un
intervalo de numeros alrededor de un numero dado, asi como a todos los numeros en un intervalo de numeros
citado (por ejemplo, "aproximadamente 5 a 15" significa "de aproximadamente 5 a aproximadamente 15", a menos
que se indique lo contrario). Por otra parte, todos los intervalos numéricos en el presente documento han de
entenderse como inclusivos de cada numero entero dentro del intervalo.

Como se usa en el presente documento, se pretende que el término "transportador” incluya cualquier disolvente,
medio de dispersion, recubrimientos, diluyentes, tampones, agentes isotonicos, soluciones, suspensiones, coloides,
compuestos inertes o similares 0 una combinacién de los mismos, que sean farmacéuticamente aceptables para su
administracion al animal relevante. Es bien conocido por los expertos habituales en la técnica farmacéutica el uso de
uno o mas vehiculos de suministro para los compuestos quimicos en general y para agentes quimioterapéuticos en
particular. Excepto en la medida que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo,
se contempla su uso en las composiciones diagndsticas, profilacticas y terapéuticas. También pueden incorporarse
uno o mas principios activos complementarios en o administrarse en asociaciébn con, una o mas de las
composiciones quimioterapéuticas divulgadas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "segmento de ADN" se refiere a una molécula de ADN que se
ha aislado del ADN gendmico total de una especie particular. Por lo tanto, un segmento de ADN obtenido de una
muestra biolégica usando una de las composiciones divulgadas en el presente documento se refiere a uno o mas
segmentos de ADN que se han extraido o purificado a partir de ADN gendmico total de la especie de la que se
obtienen. Se incluyen dentro de la expresion "segmento de ADN" segmentos de ADN y fragmentos mas pequefios
de dichos segmentos, asi como vectores recombinantes, incluyendo, por ejemplo, plasmidos, cosmidos, fago, virus y
similares.

La expresion "cantidad eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad que es capaz de
tratar o mejorar una enfermedad o afeccién o de otro modo capaz de producir un efecto terapéutico previsto. La
expresion "por ejemplo”, como se usa en el presente documento, se usa simplemente a modo de ejemplo, sin
pretender ser limitante y no ha de interpretarse que se refiera solamente a aquellos articulos explicitamente
enumerados en la memoria descriptiva.

Como se usa en el presente documento, "heterélogo” se define en relacion con una secuencia génica de referencia
predeterminada. Por ejemplo, con respecto a una secuencia génica estructural, un promotor heter6logo se define
como un promotor que no se produce de manera natural adyacente al gen estructural citado, sino que se coloca
mediante manipulacién en laboratorio. Andlogamente, un gen o segmento de acido nucleico heterélogo se define
como un gen o segmento que no se produce de manera natural adyacente a los elementos promotores y/o
potenciadores citados.

Como se usa en el presente documento, el término "homologia" se refiere a un grado de complementariedad entre
dos 0 mas secuencias de polinucleétido o de polipéptido. La palabra "identidad" puede sustituir a la palabra
"homologia" cuando una primera secuencia de acido nucleico o de aminoacidos tiene exactamente la misma
secuencia primaria que un segundo acido nucleico o secuencia de aminoacidos. Pueden determinarse la homologia
de secuencia y la identidad de secuencia analizando dos o mas secuencias usando algoritmos y programas
informaticos conocidos en la técnica. Pueden usarse dichos métodos para evaluar si una secuencia dada es idéntica
u homéloga a otra secuencia seleccionada.

Como se usa en el presente documento, "homélogo" significa, cuando se refiere a polinucleétidos, secuencias que
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tienen la misma secuencia de nucleotidos esencial, a pesar de tener origenes diferentes. Normalmente, las
secuencias de acido nucleico homologas proceden de genes u organismos estrechamente relacionados que poseen
una o mas secuencias genomicas sustancialmente similares. Por el contrario, un polinucle6tido "analogo" es uno que
comparte la misma funcién que un polinucleétido de una especie u organismo diferente, pero puede tener una
secuencia de nucleétidos primaria significativamente diferente que codifica una o mas proteinas o polipéptidos que
efectian funciones similares o que poseen una actividad biolégica similar. Los polinucleétidos analogos
normalmente pueden proceder de dos o mas organismos que no estan estrechamente relacionados (por ejemplo, ya
sea genética o filogenéticamente).

Los términos "idéntico" o porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas secuencias de acido nucleico o
polipeptidicas, se refieren a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje
especifico de restos aminoacidicos o nucleétidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para una
correspondencia maxima, medida usando uno de los algoritmos de comparacién de secuencias descritos a
continuacién (u otros algoritmos disponibles para los expertos habituales) o por inspeccion visual.

Como se usa en el presente documento, la expresion "que necesita tratamiento” se refiere a una valoracién de un
profesional sanitario, tal como un médico o un veterinario que considera que un paciente necesita (o0 se beneficiara
de una o mas maneras) del tratamiento. Dicha valoraciéon puede efectuarse basandose en varios factores que se
encuentran dentro de la experiencia del profesional sanitario y puede incluir el conocimiento de que el paciente se
encuentra enfermo a causa de una patologia que es tratable mediante uno o0 mas compuestos o composiciones
farmacéuticas como los divulgados en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, la expresién "acido nucleico" incluye uno o mas tipos de:
polidesoxinucledtidos (que contienen 2-desoxi-D-ribosa), polirribonucleétidos (que contienen D-ribosa) y cualquier
otro tipo de polinucleétido que es un N-glucésido de una base purica o pirimidinica o de bases puricas o pirimidinicas
modificadas (incluyendo sitios abasicos). La expresion "acido nucleico”, como se usa en el presente documento,
también incluye polimeros de ribonucledsidos o desoxirribonucledsidos que estan unidos de manera covalente,
normalmente por enlaces fosfodiéster entre subunidades, pero en algunos casos, fosforotioatos, metilfosfonatos y
similares. Los "acidos nucleicos" incluyen ADN mono y bicatenario, asi como ARN mono y bicatenario. Los acidos
nucleicos a modo de ejemplo incluyen, sin limitacion, ADNg; ARNhn; ARNm; ARNr, ARNt, microARN (miARN), ARN
de interferencia pequefio (ARNip), ARN nucleolar pequefio (ARNsnO), ARN nuclear pequefio (ARNnp) y ARN
temporal pequefio (ARNtp) y similares y cualquier combinacién de los mismos.

La expresion "de origen natural" tanto usada en el presente documento como aplicada a un objeto se refiere al
hecho de que un objeto se puede hallar en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o de
polinucleétido que esta presente en un organismo (incluyendo a los virus) que se puede aislar de una fuente en la
naturaleza y que no se ha modificado intencionadamente por la mano del hombre en un laboratorio es de origen
natural. Como se usa en el presente documento, las estirpes de roedores de laboratorio que pueden haberse criado
de manera selectiva de acuerdo con la genética clasica se consideran animales de origen natural.

La expresion "unido operativamente”, como se usa en el presente documento, se refiere a que las secuencias de
acido nucleico que se unen se encuentran normalmente contiguas o sustancialmente contiguas y, cuando es
necesario unir dos regiones codificantes de proteina, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, ya que los
potenciadores funcionan generalmente cuando se separan del promotor por varias kilobases y las secuencias
intrénicas pueden tener longitudes variables, pueden unirse algunos elementos polinucleotidicos pero no de manera
contigua.

Como se usa en el presente documento, el término "paciente" (también denominado de manera indistinta como
"hospedador” o "sujeto") se refiere a cualquier hospedador que pueda recibir una o mas de las composiciones
farmacéuticas divulgadas en el presente documento. Preferentemente, el sujeto es un animal vertebrado, lo que
pretende indicar cualquier especie animal (y preferentemente, una especie de mamifero, tal como un ser humano).
En determinadas realizaciones, un "paciente" se refiere a un hospedador animal que incluye, sin limitacion, cualquier
hospedador mamifero. Preferentemente, el término se refiere a cualquier hospedador mamifero, incluyendo este
ultimo, pero sin limitacion, humanos y primates no humanos, bovinos, caninos, caprinos, cavinos, corvinos, epinos,
equinos, felinos, hircinos, lapinos, leporinos, lupinos, murinos, ovinos, porcinos, raninos, racinos, vulpinos y
similares, incluyendo ganado, especimenes de zooldgico, animales exdticos, asi como animales de compaiiia,
mascotas y cualquier animal que se encuentre bajo el cuidado de un profesional veterinario. Un paciente puede ser
de cualquier edad a la que el paciente sea capaz de responder a la inoculacién con la presente vacuna mediante la
generacion de una respuesta inmunitaria. En realizaciones particulares, el paciente mamifero es preferentemente un
ser humano.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades y composiciones moleculares que preferentemente no
producen reacciones alérgicas o reacciones adversas similares cuando se administran a un mamifero y en particular,
cuando se administran a un ser humano. Como se usa en el presente documento, “Sal farmacéuticamente
aceptable” se refiere una sal que preferentemente conserva la actividad biolégica deseada del compuesto parental y
que no produce ningun efecto toxicolégico indeseado. Los ejemplos de dichas sales incluyen, sin limitacién, sales de
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adicion de acidos formadas con acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico,
acido fosforico, acido nitrico y similares); y sales formadas con acidos organicos que incluyen, sin limitacién, acido
acético, acido oxalico, acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucoénico, acido citrico,
acido malico, acido ascérbico, acido benzoico, acido tanico, acido pamoico (embdnico), acido alginico, acido
naftoico, acido poliglutamico, acidos naftalenosulfonicos, acidos naftalenodisulfénicos, acido poligalacturénico; sales
con cationes metalicos polivalentes, tales como cinc, calcio, bismuto, bario, magnesio, aluminio, cobre, cobalto,
niquel, cadmio y similares; sales formadas con un catién organico formado a partir de N,N'-dibenciletilendiamina o
etilendiamina; y combinaciones de los mismos.

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto
de la presente divulgacion derivado de bases y acidos organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables. Los
ejemplos de acidos adecuados incluyen, pero sin limitacion, los acidos clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico,
perclérico, fumarico, maleico, fosférico, glicélico, lactico, salicilico, succinico, tolueno-p-sulfénico, tartarico, acético,
citrico, metanosulfénico, férmico, benzoico, malénico, naftaleno-2-sulfonico, trifluoroacético y bencenosulfénico. Las
sales derivadas de bases adecuadas incluyen, pero sin limitacién, alcalis, tales como sodio y amoniaco.

Como se usa en el presente documento, los términos "prevenir", "que previene", "prevencion”, "suprimir”, "que
suprime" y "supresion", como se usan en el presente documento, se refieren a administrar un compuesto ya sea solo
o contenido en una composicion farmacéutica antes de la aparicion de los sintomas clinicos de una patologia, a fin
de prevenir cualquier sintoma, aspecto o caracteristica de la patologia. Dichas prevencion y supresion no necesitan
ser absolutas para considerarse médicamente utiles.

El término "promotor”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una regién o regiones de una
secuencia de acido nucleico que regulan la transcripcion.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" pretende abarcar un solo "polipéptido”, asi como
varios "polipéptidos”, e incluye cualquier cadena o cadenas de dos o mas aminoacidos. Por lo tanto, como se usa en
el presente documento, los términos que incluyen, pero sin limitacion, "péptido”, "dipéptido”, "tripéptido”, "proteina”,
"enzima", "cadena de aminoacido" y "secuencia de aminoacidos contigua" se encuentran abarcados dentro de la
definicion de un "polipéptido”, y el término "polipéptido" puede usarse en lugar de o de manera indistinta con,
cualquiera de estos términos. El término incluye ademas polipéptidos que han sufrido una o mas modificaciones
postraduccionales, incluyendo, por ejemplo, pero sin limitacion, glicosilacion, acetilacién, fosforilacién, amidacion,
derivatizacion, escision proteolitica, procesamiento postraduccional o modificacién mediante inclusiéon de uno o mas
aminoacidos de origen no natural. Existe en la técnica una nomenclatura convencional para los polinucleétidos y
estructuras de polipéptido. Por ejemplo, se emplean ampliamente abreviaturas de una letra y de tres letras para
describir aminoacidos: Alanina (A; Ala), Arginina (R; Arg), Asparagina (N; Asn), Acido aspartico (D; Asp), Cisteina (C;
Cys), Glutamina (Q; GIn), Acido glutamico (E; Glu), Glicina (G; Gly), Histidina (H; His), Isoleucina (I; lle), Leucina (L;
Leu), Metionina (M; Met), Fenilalanina (F; Phe), Prolina (P; Pro), Serina (S; Ser), Treonina (T; Thr), Triptéfano (W;
Trp), Tirosina (Y; Tyr), Valina (V; Val) y Lisina (K; Lys). Se prefiere que los restos de aminoacidos descritos en el
presente documento se encuentren en la forma isomérica "L". Sin embargo, puede sustituirse cualquier resto de L-
aminoacido por restos en la forma isomérica "D" a condicién de que se conserven las propiedades deseadas del
polipéptido.

"Proteina" se usa en el presente documento de manera indistinta con "péptido" y "polipéptido”, e incluye tanto
péptidos como polipéptidos producidos de manera sintética, recombinante o in vitro y péptidos y polipéptidos
expresados in vivo tras administrarse las secuencias de acido nucleico en un animal hospedador o un sujeto
humano. Preferentemente, el término "polipéptido" se refiere a cualquier longitud de cadena de aminoacido,
incluyendo aquellas de péptidos cortos de aproximadamente 2 a aproximadamente 20 restos de aminoacido de
longitud, oligopéptidos de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 restos de aminoacido de longitud y
polipéptidos mas largos que incluyen aproximadamente 100 restos de aminoacido o mas de longitud. Asimismo, el
término también pretende incluir enzimas, es decir, biomoléculas funcionales que incluyen al menos un polimero de
aminoacido. Los polipéptidos y proteinas de la presente invencion también incluyen polipéptidos y proteinas que
estan o se han modificado postraduccionalmente e incluyen cualquier derivado o conjugado de azucar u otros
afiadido a la cadena principal de aminoacidos.

El término "recombinante” indica que la materia (por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido) se ha alterado artificial
o sintéticamente (de manera no natural) mediante intervencion humana. La alteracion puede llevarse a cabo en el
material en o extraido de, su ambiente o estado natural. Especificamente, por ejemplo, una secuencia de promotor
es "recombinante" cuando se produce mediante la expresion de un segmento de acido nucleico modificado por
ingenieria genética por la mano del hombre. Por ejemplo, un "acido nucleico recombinante" es uno que se prepara
recombinando acidos nucleicos, por ejemplo, durante la clonacion, reordenamiento de ADN u otros procedimientos o
mediante mutagénesis quimica o de otro tipo; un "polipéptido recombinante" o "proteina recombinante" es un
polipéptido o proteina que se produce mediante la expresion de un acido nucleico recombinante; y un "virus
recombinante"”, por ejemplo, un virus AAV recombinante, se produce mediante la expresion de un acido nucleico
recombinante.
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La expresion "elemento regulador”, como se usa en el presente documento, se refiere a una region o regiones de
una secuencia de acido nucleico que regulan la transcripcion. Los elementos reguladores a modo de ejemplo
incluyen, pero sin limitacién, potenciadores, elementos postranscripcionales, secuencias de control transcripcional y
similares.

La expresion "segmento de ARN" se refiere a una molécula de ARN que se ha aislado del ARN celular total de una
especie particular. Por lo tanto, los segmentos de ARN pueden referirse a uno o mas segmentos de ARN (ya sean
de origen nativo o sintético) que se han aislado o purificado a partir de, otros ARN. Se incluyen dentro del término
"segmento de ARN" segmentos de ARN y fragmentos mas pequefios de dichos segmentos.

Las expresiones "corresponde sustancialmente a", "sustancialmente homoélogo" o "identidad sustancial", como se
usan en el presente documento, indican una caracteristica de un acido nucleico o una secuencia de aminoacidos, en
donde una secuencia de acido nucleico o de aminoacidos seleccionada tiene al menos aproximadamente un 70 o
aproximadamente un 75 por ciento de identidad en comparacién con una secuencia de acido nucleico o de
aminoacidos seleccionada. Mas normalmente, la secuencia seleccionada y la secuencia de referencia tendran al
menos aproximadamente un 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84 o incluso un 85 por ciento de identidad de secuencia y
mas preferentemente, al menos aproximadamente un 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94 o 95 por ciento de identidad
de secuencia. Aun mas preferentemente, las secuencias altamente homologas normalmente comparten mas de al
menos aproximadamente un 96, 97, 98 o 99 por ciento de identidad de secuencia entre la secuencia seleccionada y
la secuencia de referencia con la que se comparo.

Puede calcularse el porcentaje de identidad de secuencia a lo largo de la longitud completa de las secuencias que
se van a comparar o puede calcularse excluyendo pequefias eliminaciones o adiciones que suman un total de
menos de aproximadamente el 25 por ciento de la secuencia de referencia elegida. La secuencia de referencia
puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, tal como una porcién de un gen o secuencia flanqueante o una
porcion repetitiva de un cromosoma. Sin embargo, en el caso de la homologia de secuencia de dos o mas
secuencias polinucleotidicas, la secuencia de referencia comprendera normalmente al menos aproximadamente 18-
25 nucleotidos, mas normalmente al menos aproximadamente 26 a 35 nucleétidos e incluso mas normalmente, al
menos aproximadamente 40, 50, 60, 70, 80, 90 o incluso 100 o mas nucleétidos.

Cuando se desean fragmentos altamente homélogos, el alcance del porcentaje de identidad entre las dos
secuencias sera de al menos aproximadamente el 80 %, preferentemente, al menos aproximadamente el 85 % y
mas preferentemente, de aproximadamente el 90 % o0 95 % o mayor, como se determina faciimente mediante uno o
mas de los algoritmos de comparacion de secuencias de sobra conocidos por los expertos en la materia, tales como,
por ejemplo, el programa de analisis FASTA descrito por Pearson y Lipman (1988). El término "sujeto”, como se usa
en el presente documento, describe un organismo, incluyendo mamiferos, tales como primates, a los que se puede
proporcionar tratamiento con las composiciones de acuerdo con la presente invencién. Las especies de mamifero
que pueden beneficiarse de los métodos de tratamiento divulgado incluyen, pero sin limitacion, simios; chimpancés;
orangutanes; seres humanos; monos; animales domesticados, tales como perros y gatos; ganado, tal como caballos,
vacas, cerdos, ovejas, cabras y pollos; y otros animales, tales como ratones, ratas, cobayas y hamsteres.

Como se usa en el presente documento, la expresion "gen estructural" pretende describir de manera general un
polinucleétido, tal como un gen, que se expresa para producir un péptido, polipéptido, proteina, ribozima, molécula
de ARN catalitica o molécula antisentido codificados.

El término "sujeto”, como se usa en el presente documento, describe un organismo, incluyendo mamiferos, tales
como primates, a los que se puede proporcionar tratamiento con las composiciones de acuerdo con la presente
invencion. Las especies de mamifero que pueden beneficiarse de los métodos de tratamiento divulgado incluyen,
pero sin limitacién, seres humanos, primates no humanos, tales como simios; chimpancés; monos y orangutanes,
animales domesticados, incluyendo perros y gatos, asi como ganado, tal como caballos, vacas, cerdos, ovejas y
cabras u otras especies de mamifero, incluyendo, sin limitacion, ratones, ratas, cobayas, conejos, hamsteres y
similares.

"Elemento regulador transcripcional” se refiere a una secuencia de polinucleétido que activa la transcripcion sola o
en combinacién con una o mas secuencias de acido nucleico diferentes. Un elemento regulador transcripcional
puede, por ejemplo, comprender uno o mas promotores, uno o mas elementos de respuesta, uno o més elementos
reguladores negativos y/o uno o mas potenciadores.

Como se usa en el presente documento, un "sitio de reconocimiento de factor de transcripcién" y un "sitio de union a
factor de transcripcion” se refieren a secuencias o motivos de secuencia de polinucleétidos que se identifican como
sitios para la interaccion especifica de secuencia de uno o mas factores de transcripciéon, tomando frecuentemente la
forma de unién directa de proteina-ADN. Normalmente, los sitios de union de factor de transcripcidon pueden
identificarse mediante impronta de ADN, ensayos de cambio de movilidad en gel y/o pueden predecirse basandose
en motivos de secuencia consenso conocidos o mediante otros métodos conocidos por los expertos en la materia.

"Unidad transcripcional" se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende al menos un primer gen
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estructural unido operativamente a al menos una primera secuencia promotora de accién en cis y opcionalmente,
unido operativamente a una o mas secuencias de acido nucleico de accién en cis necesarias para una transcripcion
eficaz de las secuencias génicas estructurales y al menos un primer elemento regulador distal segun sea necesario
para la transcripcion especifica de tejido y de desarrollo adecuada de la secuencia de gen estructural posicionada
operativamente bajo el control de los elementos promotores y/o potenciadores, asi como cualquier secuencia en cis
adicional que sea necesaria para una transcripcion y traduccion eficaces (por ejemplo, sitios de poliadenilacion,
secuencias de control de la estabilidad del ARNm, etc.

Como se usa en el presente documento, la expresién "célula transformada” pretende hacer referencia a una célula
hospedadora cuyo complemento de acido nucleico se ha alterado mediante la introduccion de uno o mas
polinucleétidos exégenos en esa célula.

Como se usa en el presente documento, el término "transformacién" pretende describir de manera general un
proceso de introducir una secuencia polinucleotidica exégena (por ejemplo, un vector virico, un pladsmido o una
molécula de ADN o ARN recombinante) en una célula hospedadora o protoplasto, donde se incorpora el
polinucleétido exdégeno en al menos un primer cromosoma o es capaz de replicarse de manera autbnoma dentro de
la célula hospedadora transformada. La transfeccion, electroporacién y captacion de acido nucleico "desnudo”
representan ejemplos de técnicas usadas para transformar una célula hospedadora con uno o mas polinucleétidos.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar", "que trata" y "tratamiento" se refieren a la
administracion de uno o mas compuestos (ya sea solos o contenidos en una o mas composiciones farmacéuticas)
tras el inicio de los sintomas clinicos de una patologia, a fin de reducir o eliminar cualquier sintoma, aspecto o
caracteristica de la patologia. Dicho tratamiento no ha de ser absoluto para que se considere médicamente util. Por
tanto, los términos "tratamiento”, "tratar", "tratado", o "que trata" pueden referirse a terapia o a la mejora o la
reduccion, en el alcance o la gravedad de la enfermedad, de uno o mas sintomas de la misma, ya sea antes o
después de que su desarrollo afecte al paciente.

Las expresiones "aislado" o "biolégicamente puro" se refieren a material que se encuentra sustancial o
esencialmente libre de componentes que normalmente acompanan al material como se encuentra en su estado
nativo. Por lo tanto, los polinucleétidos aislados de acuerdo con la invencion preferentemente no contienen
materiales normalmente asociados con estos polinucleétidos en su ambiente natural o in situ.

"Ligar" o "unir" se refiere a cualquier método conocido en la técnica para conectar funcionalmente una o mas
proteinas, péptidos, acidos nucleicos o polinucledétidos, incluyendo, sin limitacion, fusién recombinante, enlaces
covalentes, enlaces disulfuro, enlaces ionicos, enlaces de hidrégeno, enlaces electrostaticos y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "plasmido" o "vector" se refiere a una construcciéon genética que
estd compuesta por material genético (es decir, acidos nucleicos). Normalmente, un plasmido o un vector contienen
un origen de replicacion que es funcional en células hospedadoras bacterianas, por ejemplo, Escherichia coli y
marcadores de seleccién para detectar a las células hospedadoras bacterianas que incluyen el pldsmido. Los
plasmidos y vectores de la presente invencion pueden incluir uno o mas elementos genéticos como se describen en
el presente documento, dispuestos de tal forma que puede transcribirse y traducirse una secuencia codificante
insertada en células de expresion adecuadas. Ademas, el plasmido o vector puede incluir uno o mas segmentos de
acido nucleico, genes, promotores, potenciadores, activadores, regiones de clonacion multiple o cualquier
combinacién de los mismos, incluyendo segmentos que se obtienen de o proceden de una o mas fuentes naturales
y/o artificiales.

La expresiéon "una secuencia esencialmente como se expone en la SEQ ID NO: X" significa que la secuencia
corresponde sustancialmente a una porcion de la SEQ ID NO: X y tiene relativamente pocos nucleétidos (o
aminoacidos en el caso de secuencias de polipéptido) que no son idénticos a o un equivalente funcional de, los
nucleétidos (o aminoacidos) de la SEQ ID NO: X. La expresién "equivalente biolégicamente funcional" se entiende
bien en la técnica y se define adicionalmente con detalle en el presente documento. Por consiguiente, se contemplan
particularmente como utiles en la practica de la invencién secuencias que tienen de aproximadamente un 85 % a
aproximadamente un 90 %; o mas preferentemente, de aproximadamente un 91 % a aproximadamente un 95 %; o
incluso mas preferentemente, de aproximadamente un 96 % a aproximadamente un 99 %; de nucleétidos que son
idénticos o funcionalmente equivalentes a una o mas secuencias de nucledtidos proporcionadas en el presente
documento.

Las condiciones de hibridacion estandar adecuadas para la presente divulgacion incluyen, por ejemplo, hibridacion
en formamida al 50 %, soluciéon de Denhardt 5x, SSC 5x, fosfato de sodio 25 mM, SDS al 0,1 % y 100 pg/ml de ADN
de esperma de salmon desnaturalizado a 42 °C durante 16 h seguido de lavados secuenciales de 1 h con SSC 0,1 x,
solucion de SDS al 0,1 % a 60 °C para retirar la cantidad deseada de sefal de fondo. Las condiciones de hibridacién
de baja rigurosidad para la presente invencion incluyen, por ejemplo, hibridaciéon en formamida al 35 %, solucion de
Denhardt 5x, SSC 5x, fosfato de sodio 25 mM, SDS al 0,1 % y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado o de ADN de E. coli a 42 °C durante 16 h, seguido de lavados secuenciales con SSC 0,8x, SDS al
0,1% a 55°C. Los expertos en la materia reconoceran que pueden ajustarse facilmente las condiciones para
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obtener el nivel deseado de rigurosidad.

Naturalmente, la presente divulgacién también abarca segmentos de acido nucleico que son complementarios,
esencialmente complementarios y/o sustancialmente complementarios a al menos una o mas de las secuencias de
nucleotidos especificas expuestas especificamente en el presente documento. Las secuencias de acido nucleico que
son "complementarias" son aquellas que son capaces de emparejarse por bases de acuerdo con las reglas de
complementariedad de Watson-Crick. Como se usa en el presente documento, la expresiéon "secuencias
complementarias" significa secuencias de acido nucleico que son sustancialmente complementarias, como puede
evaluarse mediante la misma comparacion de nucleé6tidos expuesta anteriormente o definida como capaz de hibridar
con uno o mas de los segmentos de acido nucleico especificos divulgados en el presente documento en condiciones
relativamente rigurosas, tales como aquellas descritas inmediatamente antes.

Como se ha descrito anteriormente, las sondas y cebadores de la presente invencion pueden ser de cualquier
longitud. Al asignar valores numéricos a una secuencia, por ejemplo, el primer resto es 1, el segundo resto es 2, etc.,
puede proponerse un algoritmo que define todas las sondas o cebadores contenidos dentro de una secuencia dada:
nan +y, donde n es un numero desde 1 hasta el ultimo numero de la secuencia e y es la longitud de la sonda o
cebador menos uno, donde n + y no supera el ultimo numero de la secuencia. Por lo tanto, para una sonda o
cebador de 25 pares de bases (es decir, un "25-mero"), la coleccién de sondas o cebadores corresponde a las bases
1 a 25, las bases 2 a 26, las bases 3 a 27, las bases 4 a 28 y asi sucesivamente a lo largo de la longitud completa de
la secuencia. De manera simular, para una sonda o cebador de 35 pares de bases (es decir, un 35 mero), la
secuencia de cebador o sonda a modo de ejemplo incluye, sin limitacién, secuencias correspondientes a las bases 1
a 35, las bases 2 a 36, las bases 3 a 37, las bases 4 a 38 y asi sucesivamente a lo largo de la longitud completa de
la secuencia. Analogamente, para 40 meros, dichas sondas o cebadores pueden corresponder a los nucleétidos
desde el primer par de bases hasta el pb 40, desde el segundo pb de la secuencia hasta el pb 41, desde el tercer pb
hasta el pb 42 y asi sucesivamente, mientras que para 50 meros, dichas sondas o cebadores pueden corresponder
a una secuencia de nucleétidos que se extiende desde el pb 1 hasta el pb 50, desde el pb 2 hasta el pb 51, desde el
pb 3 hasta el pb 52, desde el pb 4 hasta el pb 53 y asi sucesivamente.

En ciertos aspectos, sera ventajoso emplear uno o mas segmentos de acido nucleico de la presente divulgacion, en
combinacién con un marcador detectable adecuado (es decir, un "marcador"), tal como en el caso de emplear
sondas polinucleotidicas marcadas para determinar la presencia de una secuencia diana dada en un ensayo de
hibridacion. Se conoce en la técnica una gran variedad de compuestos y composiciones indicadores adecuados para
marcar sondas oligonucleotidicas, incluyendo, sin limitacién, ligandos fluorescentes, radiactivos, enzimaticos u otros,
tales como avidina/biotina, efc., que pueden detectarse en un ensayo adecuado. En realizaciones particulares,
también se puede emplear uno o mas marcadores fluorescentes o un marcador enzimatico, tal como ureasa,
fosfatasa alcalina o peroxidasa, en lugar de reactivos radiactivos u otros menos deseables desde el punto de vista
medioambiental. En el caso de marcadores enzimaticos, se conocen sustratos indicadores colorimétricos,
cromogénicos o fluorigénicos que pueden emplearse para proporcionar un método para detectar la muestra que es
visible para el ojo humano o mediante métodos analiticos, tales como centellografia, fluorimetria, espectrofotometria
y similares, para identificar la hibridacion especifica con muestras que contienen una o mas secuencias de acido
nucleico complementarias o sustancialmente complementarias. En el caso de los denominados ensayos
"multiplexados", donde se detectan dos o mas sondas marcadas ya sea de manera simultanea o secuencial, puede
ser deseable marcar una primera sonda oligonucleotidica con un primer marcador que tiene una primera propiedad o
parametro de deteccién (por ejemplo, un maximo espectral de emision y/o excitacion), que también esta marcada
con una segunda sonda oligonucleotidica con un segundo marcador que tiene una segunda propiedad o parametro
de deteccion que es diferente (es decir, discreta o diferenciable del primer marcador). Se conoce bien entre los
expertos en la materia de genética molecular el uso de ensayos multiplexados, particularmente en el contexto de los
protocolos de amplificacion/deteccion genética.

El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico (formada
normalmente de ADN) capaz de replicarse en una célula hospedadora y/o a la que puede unirse operativamente otro
segmento de acido nucleico, a fin de provocar la replicacién del segmento unido. Un plasmido, cosmido o un virus es
un vector a modo de ejemplo.

Ejemplos

Se proporcionan los siguientes ejemplos. En la medida que se refieran a la invencion como se expone en las
reivindicaciones, dichos ejemplos son ilustrativos de la invencién. En todos los demas casos, los ejemplos han de
observarse unicamente como ejemplos comparativos.

EJEMPLO 1 -- VECTORES RAAV2 DE ULTIMA GENERACION: LAS MUTACIONES PUNTUALES EN LAS
TIROSINAS PROPORCIONAN UNA ALTA EFICACIA DE TRANSDUCCION A DOSIS MENORES

El presente ejemplo demuestra que las mutaciones de restos de tirosina expuestos en la superficie en las capsides
de AAV2 esquivan la etapa de ubiquitinacion, evitando de este modo la degradacién mediada por el proteasoma y
dando como resultado una transducciéon de alta eficacia por estos vectores en células humanas in vitro y en
hepatocitos murinos in vivo, dando lugar a la produccion de niveles terapéuticos de factor de coagulacién humano a
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dosis de vector reducidas. El aumento de la eficacia de transduccién observado para los vectores mutantes en
tirosina se debe a la falta de ubiquitinacion y al trafico intracelular al nicleo. Ademas de proporcionar una vision del
papel de la fosforilacion de la tirosina de la capside de AAV2 en varias etapas del ciclo vital de AAV2, estos estudios
han dado como resultado el desarrollo de nuevos vectores de AAV2 que tienen la capacidad de alta eficacia de
transduccién a dosis mas bajas.

MATERIALES Y METODOS

Vectores AAV2 recombinantes. Se generaron usando métodos publicados soluciones madre de vectores scAAV2
que contenian el gen de proteina verde fluorescente potenciada (EGFP) dirigido por el promotor de B-actina (CBA)
de pollo (scAAV2-EGFP) y vectores ssAAV2 que contenian el gen de factor IX (F.IX) bajo el control del potenciador
de apolipoproteina/potenciador de a-1 antitripsina humana (ApoE/hAAT) (ssAAV2-F.IX).

Localizacion de tirosinas de la superficie en la capside de AAV2. Se usé la estructura cristalina de AAV2
(numero de referencia de PDB 11p3) para localizar los restos de tirosina en la superficie de la capside de AAV2. Se
generaron los mondémeros de VP3 con relacién icosaédrica doble, triple y quintuple aplicando operadores de simetria
icosaédrica a un mondémero de referencia usando Program O en una estacion de trabajo Octane de Silicon Graphics.
Después, se visualizé la posicién de los restos de tirosina y se analizé en el contexto de una unidad virica asimétrica
usando el programa COOT y se present6 graficamente usando el programa PyMOL Molecular Graphics System
(DeLano Scientific, San Carlos, CA, EE. UU.).

Construccion de plasmidos de capside de AAV2 mutantes en los restos de tirosina expuestos en la
superficie. Se llevé a cabo un procedimiento en dos etapas, basado en mutagénesis dirigida al sitio QuikChange II®
(Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU.) usando el plasmido pACG-2. Brevemente, en la etapa uno, se llevaron a cabo
dos reacciones de extensién PCR en tubos separados para cada mutante. Un tubo contenia el cebador PCR directo
y el otro contenia el cebador inverso. En la etapa dos, se mezclaron las dos reacciones y se llevd a cabo la
mutagénesis por la PCR convencional segun las instrucciones del fabricante. Los cebadores de la PCR se disefiaron
para introducir cambios de restos de tirosina a fenilalanina, asi como un cambio silente para crear un nuevo sitio de
endonucleasa de restriccion con fines de exploracion. Todos los mutantes se exploraron con la enzima de restriccion
adecuado y se secuenciaron antes de su uso.

Preparacion de lisados de células completas (WCL) y co-inmunoprecipitaciones.

Se sometid a aproximadamente 2 x 10° células Hela tratadas de manera simulada o tratadas con MG132 a una
infeccion simulada o a infeccion con los vectores WT scAAV2-EGFP o mutante Y730F a 5 x 10° particulas/célula
durante 2 h a 37 °C. Para las inmunoprecipitaciones, se traté a las células con tripsina al 0,01 % y se lavaron
exhaustivamente con PBS. Los WCL se limpiaron de unioén no especifica mediante incubaciéon con 0,25 mg de 1gG
de raton normal, junto con 20 pl de perlas de proteina G-agarosa. Tras el preaclarado, se afiadieron 2 ug de
anticuerpo para la capside contra particulas de AAV2 intactas (IgGs monoclonal de ratén, clon A20; Research
Diagnostics, Inc. (Flanders, NJ, EE. UU.) o 2 ug de IgG normal de ratén (como control negativo) y se incubaron a
4 °C durante 1 h, seguido de precipitacion con perlas de proteina G-agarosa. Para las inmunoprecipitaciones, se
usaron las soluciones de sedimento resuspendido para la SDS-PAGE. Las membranas se trataron con anticuerpo
monoclonal anti-Ub conjugado a HRP (dilucién 1:2.000) especifico para ubiquitina (Ub) (inmunoglobulina G+«
monoclonal de ratén, ylgG1, clon P4D1; Santa Cruz, CA, EE. UU.). Las bandas inmunorreactivas se visualizaron
usando quimioluminiscencia (ECL-plus, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EE.UU.).

Aislamiento de fracciones nucleares y citoplasmaticas a partir de células HelLa. Se aislaron fracciones
nucleares y citoplasmaticas a partir de células HelLa y se infectaron de manera simulada o se usaron células
infectadas con vector WT scAAV2-EGFP o Y700F para aislar las fracciones citoplasmaticas y nucleares. Se
determiné que la pureza de cada fraccién era > 95 %.

Anadlisis de transferencia de Southern para el trafico de AAV2. Se aislaron muestras de ADN de baja M
procedentes de fracciones nucleares y citoplasmaticas y se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1 % o
geles alcalinos de agarosa al 1 %, seguido de hibridacion de transferencia de Southern usando una sonda de ADN
especifica para EGFP marcada con 32P.

Ensayos de transduccién de vectores AAV2 recombinantes in vitro. Se usaron aproximadamente 1 x 10°
células Hela para las transducciones con los vectores AAV2 recombinantes. Se midié la eficacia de la transduccion
48 h después de la transduccion obteniendo imagenes de EGFP usando microscopia de fluorescencia. Se
analizaron imagenes de tres a cinco campos visuales de manera cuantitativa mediante el programa de analisis de
imagenes Imaged (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.). La expresion del transgén se determin6 como el area total de
fluorescencia (pixel?) por campo visual (media + DT). Se us6 analisis de la varianza (ANOVA) para comparar entre
los resultados del ensayo y el control y se determin6 que eran estadisticamente significativos.

Estudios de transduccion de vectores AAV2 recombinantes in vivo. Se inyectaron por via intravenosa a través

de la vena caudal vectores scAAV2-EGFP en ratones C57BL/6 a 1 x razon de 10'° particulas viricas por animal. Se
montaron sobre portaobjetos secciones de higado de tres l6bulos hepaticos de los ratones con inyeccién simulada y
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no simulada 2 semanas después de la inyeccion. La eficacia de la transduccion se midid6 mediante obtencion de
imagenes de EGFP del modo descrito. Los vectores ssAAV2-F.IX se inyectaron por via intravenosa (a través de la
vena caudal) o en la vena porta de ratones C57BL/6, BALB/c y C3H/HeJ a razén de 1 x 10" o 1 x 10" particulas
viricas por animal. Las muestras de plasma se obtuvieron mediante sangrado retroorbital y se analizaron respecto de
la expresion de hF.IX mediante ELISA.

RESULTADOS

Las mutaciones en los restos de tirosina expuestos en la superficie mejoran significativamente la eficacia de
la transduccién de vectores AAV2. Para demostrar que la fosforilacion de las tirosinas de las capsides de AAV2
provoca una ubiquitinacion aumentada y da como resultado un deterioro del trafico intracelular y es por lo tanto
desfavorable para la transduccion virica, se modificaron los restos de tirosina expuestos en la superficie en las
capsides de AAV2. La inspeccion de la superficie de la capside de la estructura de AAV2 revelé siete restos de
tirosina expuestos en la superficie (Y252,

Y272, Y444, Y500, Y700, Y704 e Y730). Se llevé a cabo mutagénesis dirigida al sitio para cada uno de los siete
restos de tirosina, que se sustituyeron de manera conservativa con restos de fenilalanina (tirosina-fenilalanina, Y-F)
(Tabla 1). Se empaquetaron con éxito los genomas de scAAV2-EGFP encapsidados en cada una de las capsides
con las tirosinas mutadas y las mutaciones de los restos de tirosina expuestos en la superficie no provocaron una
estabilidad reducida del vector.

TABLA 1
Titulos de vectores AAV2 de tipo silvestre (WT) y con mutaciones Y—F con tirosinas modificadas
Vectores AAV 1¢" titulo de 2° titulo de 3er titulo de 4° titulo de
empaquetado empaquetado empaquetado empaquetado
(vgs/ml) (vgs/ml) (vgs/ml) (vgs/ml)

WT scAAV2-EGFP 3,4 x 10" 1,0 x 10%2 3,2x 10" 3,0x 10"
Y252F scAAV2-EGFP 3,8x 10" 4,0 x 10" ND ND
Y272 scAAV2-EGFP 7,7 x 10" 1,0 x 10" ND ND
Y444F scAAV2-EGFP 9,7 x 1010 4,0 x 100 6,0 x 10° 5,0 x 10°
Y500F scAAV2-EGFP 8,8 x 1010 2,0x10° 4,0 x 100 6,0 x 100
Y700F scAAV2-EGFP 1,0 x 10" 4,0 x 10" ND ND
Y704F scAAV2-EGFP 6,0 x 10" 2,0 x 10" ND ND
Y730F scAAV2-EGFP 1,2 x 10" 5,0 x 10" 1,2 x 10" 4,0 x 10"

ND = no realizado.

Se analizé la eficacia de transduccion de cada uno de los vectores mutantes en las tirosinas y se comparé con la del
vector WT scAAV2-EGFP en células Hela in vitro en condiciones idénticas. A partir de los resultados, resulté
evidente que mientras que las células con infeccién simulada no mostraron fluorescencia verde, la eficacia de
transduccion de cada uno de los vectores mutantes en las tirosinas fue significativamente mayor en comparacién
con el vector WT scAAV2-EGFP a razén de 2.000 particulas viricas/célula. Especificamente, la eficacia de
transduccion de los vectores Y444F, Y500F, Y730F fue ~8 a 11 veces mayor que con el vector WT.

Las mutaciones en restos de tirosina expuestos en la superficie mejoran drasticamente la eficacia de la
transduccioén de vectores AAV2 en hepatocitos murinos in vivo.

También se evaluo la eficacia de los vectores WT y mutantes en las tirosinas scAAV2-EFP en un modelo de ratén in
vivo. La eficacia de la transduccion de los vectores mutantes en las tirosinas fue significativamente mayor y vario
entre 4-29 veces, en comparacion con el vector WT. Cuando se recogieron otros tejidos, tales como corazén,
pulmén, rifidn, bazo, pancreas, tracto Gl (yeyuno, colon), testiculo, musculo esquelético y cerebro de ratones a los
que se inyectaron 1 x 10'° particulas de los vectores mutados en las tirosinas y se analizaron, no se observaron
pruebas de la expresion génica de EGFP. Por lo tanto, las mutaciones en los restos de tirosina expuestos en la
superficie no parecieron alterar el tropismo hepatico después de la inyeccién en la vena caudal de estos vectores in
vivo.

El aumento de la eficacia de la transduccion de los vectores mutantes en tirosina se debe a la falta de
ubiquitinacién y a un trafico intracelular mejorado hacia el nicleo.

Para confirmar adicionalmente la hipétesis de que la fosforilacion mediada por EGFR-PTK de las proteinas de la
capside en los restos de tirosina es un requisito previo para la ubiquitinacién de las capsides de AAV2 y que los
viriones ubiquitinados son reconocidos y degradados por el proteasoma citoplasmatico en su camino hacia el nucleo,
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lo que ocasiona un transporte nuclear ineficaz, se llevaron a cabo como se expone a continuacién una serie de
experimentos.

En el primer estudio, Se infectaron de manera simulada o con los vectores WT, Y444F o Y730F scAAV2-EGFP
células HeLa C12 que portaban los genes inducibles por adenovirus AAV2 rep y cap. Mientras que las células
infectadas de manera simulada no mostraron fluorescencia verde y se transdujeron ~15 % de las células con los
vectores WT scAAV2-EGFP en ausencia de coinfeccién con adenovirus, la eficacia de la transduccién de los
vectores Y444F y Y730F scAAV2-EGFP aumentd en ~9 y ~18 veces, respectivamente, en comparacion con el
vector WT. De forma interesante, mientras que la coinfeccién con adenovirus proporciond un aumento de ~11 veces,
la eficacia de la transduccién de los vectores Y444F y Y730F scAAV2-EGFP no se mejor6 adicionalmente mediante
la coinfeccion con adenovirus. Ya que el adenovirus puede mejorar el transporte nuclear del vector AAV2 en células
Hela, estos datos sugieren que los restos de tirosina expuestos en la superficie desempefian un papel en el trafico
intracelular de AAV2 y su eliminacién provoca un transporte nuclear eficaz de los vectores AAV2.

En un segundo estudio, se infectaron de manera simulada o con los vectores WT o Y730F scAAV2-EGFP células
Hel a tratadas de manera simulada o tratadas con Tyr23, un inhibidor de EGFP-PTK o con MG132, un inhibidor del
proteasoma, pero que se sabe que aumenta la eficacia de la transduccion de vectores AAV. Mientras que las células
infectadas de manera simulada no mostraron fluorescencia verde y se transdujeron ~5 % de las células con los
vectores WT scAAV2-EGFP en células tratadas de manera simulada, el pretratamiento con Tyr23 o MG132 provocé
un aumento de ~9 veces y ~6 veces en la eficacia de la transduccion, respectivamente. Aunque la eficacia de la
transduccion de los vectores Y730F scAAV2-EGFP aumenté ~14 veces en comparacion con los vectores WT, no se
mejord adicionalmente mediante el pretratamiento con Tyr23 o MG132. Estos datos sugieren que la ausencia de
restos de tirosina expuestos en la superficie, que impidi6 la fosforilacion de los vectores mutantes, probablemente
impidio la ubiquitinacién de las proteinas de la capside y estos vectores no pudieron reconocerse en su camino hacia
el nucleo y degradarse por el proteasoma, lo que ocasion6 su eficiente translocacién nuclear.

En un tercer estudio, se infectaron de manera simulada o se infectaron con los vectores WT, Y730F o Y444F
scAAV2-EGFP células Hela tratadas de manera simulada o tratadas con MG132. Se prepararon WCL 4 h después
de la infeccion y se inmunoprecipitaron cantidades equivalentes de proteinas en primer lugar con anticuerpo anti-
capside de AAV2 (A20), seguido de andlisis de transferencia de Western con anticuerpo monoclonal anti-UB.
Mientras que las proteinas de la capside de AAV2 ubiquitinadas (Ub-AAV2 Cap) eran indetectables en las células
infectadas de manera simulada, la sefial de proteinas de la capside de AAV2 ubiquitinadas fue mas débil en las
células no tratadas y se produjo una acumulacién significativa de proteinas de la capside de AAV2 ubiquitinadas
después del tratamiento con MG132. De forma interesante, las infecciones con los vectores Y730F o Y444F
redujeron drasticamente el alcance de la acumulacion de proteinas de la capside de AAV2 ubiquitinadas inducida
por MG132. Estos resultados determinan que la mutacién en los restos de tirosina esquiva la degradacion mediada
por el proteasoma de los vectores.

En un cuarto estudio, se determin6é en células HelLa el destino del ADN virico del vector WT, Y444F e Y730F
introducido. Los analisis de transferencia de Southern de muestras de ADN de baja M aisladas de las fracciones
citoplasmaticas [C] y nucleares [N] y el barrido densitométrico de autorradiografias, revel6 que ~36 % del ADN de
scAAV2 introducido estaba presente en la fraccidbn nuclear en células infectadas con el vector WT. De forma
interesante, sin embargo, la cantidad de ADN del vector Y730F e Y444F scAAV2 en la fraccion nuclear aumento6 a
~12 % y ~10 %, respectivamente. Estos resultados documentaron ademas que las mutaciones en los restos de
tirosina expuestos en la superficie previenen la ubiquitinacion de las capsides de AAV2, dando como resultado una
reduccion en la degradacion mediada por el proteasoma y a su vez, facilitan el transporte nuclear de vectores AAV2.

Los vectores con mutaciones en tirosina expresan niveles terapéuticos de la proteina factor IX humana con
una dosis de vector reducida ~10 veces en ratones. Fue importante examinar si los vectores AAV2 con
mutaciones de tirosina eran capaces de suministrar de manera eficaz un gen terapéutico a una dosis reducida del
vector in vivo. Para este fin, se encapsidé un casete de expresion monocatenario de factor IX humano (h.FIX)
especifico para hepatocitos en el vector Y730F y se evaluo la eficacia de este vector en tres estirpes de ratones
diferentes (BALB/c, C3H/HeJ y C57BL/6). De manera consistente en las tres estirpes, el vector Y730F logré niveles
circulantes de hF.IX ~10 veces mayores en comparacion con el vector WT después de su administracion por la vena
caudal o la vena porta, siendo la Ultima la ruta mas eficaz. Estos resultados indicaron claramente que los vectores
Y730F expresaron niveles terapéuticos de la proteina F.IX humana (~50 ng/ml) a una dosis del vector reducida ~10
veces (10'particulas/raton) en ratones C57BL/6 mediante inyeccion en la vena porta. Cabe detectar que la
transferencia génica virica hepatica en los ratones C57BL/6 es generalmente mas eficaz que en las otras dos
estirpes.

Estos resultados aqui mostrados son coherentes con la interpretacion de que la fosoforilacion de tirosina inducida
por EGFR-PTK de las proteinas de la capside de AAV2 promueve la ubiquitinacion y la degradacion de AAV2,
ocasionando de este modo un deterioro del transporte nuclear virico y una reduccién en la eficacia de la
transduccién. Los anadlisis mutacionales de cada uno de los siete restos de tirosina expuestos en la superficie
proporcionan vectores AAV2 con una eficacia de transduccion significativamente aumentada in vitro asi como in
vivo. Especificamente, los vectores mutantes Y444F e Y730F esquivan la etapa de ubiquitinacion, que da como
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resultado un trafico intracelular y un suministro significativamente mejorado del genoma virico al nucleo.

A pesar de la expresion terapéutica a largo plazo lograda en los modelos preclinicos mediante los vectores AAV2
formados por las proteinas de la capside WT, en un ensayo de terapia génica reciente, dos pacientes con hemofilia
B grave desarrollaron transaminitis dependiente de la dosis del vector, lo que limité la duracion de la expresion de
hF.IX derivado de hepatocitos a <8 semanas. Andlisis posteriores demostraron la presencia de linfocitos T CD8* de
memoria contra las capsides de AAV en seres humanos y una respuesta de linfocitos T citotdxicos (CTL) especificos
para la capside restringida a MHC | en uno de los pacientes con hemofilia B, que imité el transcurso temporal de la
transaminitis. Se llegd a la conclusion de que esta respuesta de linfocitos T CD8* contra la capside introducida
elimin6 a los hepatocitos transducidos con AAV2. Estos datos demuestran que una menor dosis de antigeno de la
capside es suficiente para una transferencia génica eficaz con el vector Y730F y muestran una ubiquitinacién muy
reducida de AAV-Y730F en comparacion con la capside WT, in requisito previo para la presentacion al MHC |. Por lo
tanto, la respuesta de linfocitos T a la capside de AAV2 (un gran problema para la transferencia génica terapéutica
en el higado), puede evitarse usando los vectores AAV2 mutados en las tirosinas expuestas en la superficie.

También se ha observado una eficacia de la transduccién drasticamente mejorada de los vectores con tirosinas
mutadas en células madre neuronales y hematopoyéticas humanas primarias in vitro y en varios tejidos y érganos en
ratones in vivo. También se han construido mutantes de tirosina dobles, triples y cuadruples para examinar si dichos
mutantes multiples son viables y si puede aumentarse adicionalmente la eficacia de transduccion de estos vectores.
Es destacable que con unas pocas excepciones (Y444 posicionada de manera equivalente a una glicina en AAV4 y
arginina en AAV5; Y700 posicionada de manera equivalente a fenilalanina en AAV4 y AAV5; e Y704 posicionada de
manera equivalente a una fenilalanina en AAV7), estos restos de tirosina se encuentran altamente conservados en
los serotipos 1 a 10 de AAV.

EJEMPLO 2 - ACTIVACION DE LA ViA DE NK-KB MEDIANTE VECTORES RAAV

Ya que el andlisis in silico con la base de datos de factores de transcripcién humanos demostré la presencia de
varios sitios de union para NF-kB, un regulador central de las respuestas inmunitarias e inflamatorias celulares, en el
genoma de virus adenoasociado (AAV), el presente ejemplo investiga si AAV utiliza NF-kB durante su ciclo vital. Se
usaron moduladores de molécula pequefia de NF-kB en células Hela transducidas con vectores AAV
recombinantes. VP16, un activador de NF-kB, aumenté la expresiéon del transgén mediada por vector AAV hasta 25
veces. De los dos inhibidores de NF-kB (Bay11) que bloquean las vias de NF-kB tanto candnicas como no
canodnicas, suprimieron completamente la expresién del transgén, mientras que el ditiocarbamato de pirrolidona
(PDTC), que interfiere con la via de NF-kB clasica, no tuvo efecto. Los analisis de transferencia de Western
confirmaron la abundancia del componente de la proteina p52 nuclear en la via de NF-kB no canonica en presencia
de VP 16, que se suprimié6 mediante Bay11, lo que sugiere que la via de NF-kB no canoénica se activa durante la
infeccion con AAV. Se obtuvieron resultados similares con células dendriticas (DC) humanas primarias in vitro, en
las que la expresion inducida por citocinas de los marcadores de maduracion de DC, CD83 y CD86, también se
inhibié6 mediante Bay 11. La administracion de Bay11 antes de la transferencia génica en ratones C57BL/6 normales
in vivo dio como resultado una reduccion de hasta 7 veces en la produccion inducida por vector AAV de citocinas y
quimiocinas proinflamatorias, tales como, IL-16, IL-6, TNFaq, IL-123, KC y RANTES. Estos estudios sugirieron que la
inmunosupresion transitoria con inhibidores de NF-kB antes de la transduccion con vectores AAV ocasiona una
respuesta inmunitaria deteriorada, lo que tiene implicaciones significativas en el uso 6ptimo de vectores AAV en la
terapia génica en humanos.

Estudios recientes han comenzado a definir las sefiales de activacion iniciales resultantes de la transferencia génica
de AAV. Un estudio observé que la sefalizacion inducida por AAV por la via del receptor 9 de tipo Toll (TLR9)-factor
de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) induce una respuesta de interferébn de tipo | en células dendriticas
plasmacitoides (pDC), dirigiendo de este modo las respuestas inmunitarias adaptativas al vector y al producto del
transgén tras la transferencia génica al musculo esquelético murino (Zhu et al, 2009). Estos datos indican la
percepcion del genoma de ADN por el receptor TLR9 endosdmico en las pDC. No se hallaron pruebas de la
induccion de citocinas proinflamatorias después del pulsado in vitro de las DC o macréfagos con AAV. Aun asi,
informes previos demostraron una rapida aunque altamente transitoria respuesta innata dependiente de células de
Kupffer contra vectores AAV en el higado, lo que incluyo la expresion de varias citocinas inflamatorias (Zaiss y
Muruve, 2008; Zaiss et al., 2008; Zaiss y Muruve, 2005; Zaiss et al., 2002).

De forma interesante, no se ha estudiado previamente en el ciclo de vida de AAV el papel de NF-kB, una respuesta
celular clave a diversas sefiales procedentes de estrés y patégenos y un regulador de la expresién de citocinas
proinflamatorias (Hayden y Ghosh, 2004; Hiscott et al., 2006; Li y Verma, 2002). En este ejemplo, se demuestra que
la infeccién de células humanas con AAV puede provocar la activacion de la via de NF-kB no canénica. Ademas, la
activacion de NF-kB aumenta sustancialmente la expresion de transgenes (incluyendo en DC), mientras que la
inhibicion de NF-kB reduce la expresion. La prevencién de la induccidn de citocinas inflamatorias mediante la
inhibicién transitoria de NF-kB revela un papel para NF-kB en la respuesta innata a AAV in vivo y de manera
importante, no interfiere con la expresion a largo plazo del transgén.

RESULTADOS
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Los AAV-ITR contienen sitios de unioén para factores de transcripcion de respuesta a NF-kB. Se ha descrito
con anterioridad la existencia de una proteina celular que interactia especificamente con la secuencia D[-]
monocatenaria en la repeticion terminal invertida (ITR) izquierda del genoma de AAV2 (Qing et al., 1997). Ya que la
secuencia ssD[+] en la ITR derecha es complementaria a la secuencia ssD[-] en la ITR izquierda, se razon6 que
también puede existir una proteina celular putativa y que interactie con la secuencia ssD[+] en la ITR derecha. En
ensayos de cambio de movilidad electroforética, usando la sonda de secuencia ssD[+], se detect6, de hecho una
proteina celular distinta, que se denomind proteina de uniéon a secuencia ssD[+] (ssD[+]-BP) (Qing et al., 1997).
Después de la purificacién y espectrometria de masas, se observé que ssD[+]-BP tenia una homologia de
aminoacidos parcial respecto de un factor represor de NF-kB celular, un regulador negativo de la transcripcion. Un
analisis in silico adicional con la base de datos de factores de transcripcion humanos demostro la presencia de
varios sitios de unién para cofactores de union a NF-kB, tales como p300, TFIIB y Spll. Uno de estos es el factor de
transcripcion p300/CREB, que se ha demostrado recientemente que esta asociado con el genoma de AAV (Dean et
al., 2009). Aunque se desconoce que la sefalizacion de NF-kB se activa por la union de AAV a los
receptores/correceptores de la superficie celular, estudios recientes han demostrado que la respuesta inmune innata
puede activarse a) mediante la via de receptor 9 de tipo toll (TLR9)-factor de diferenciacién mieloide 88 (MYD88) o
b) mediante la activacién del ligando CD40 en la superficie celular en modelos de ratén in vivo (Zhu et al., 2009;
Mays et al., 2009). Se sabe que estos dos ligandos interactian aguas abajo con factores de transcripcién de NF-kB
durante su activacién biolégica (Mineva et al., 2007; Loiarro et al., 2005). Los siguientes datos demuestran que NF-
kB esta implicado en el ciclo vital de AAV.

La infeccion con AAV activa la via de NF-kB no candnica en células humanas. Se usaron activadores e
inhibidores de molécula pequefia de la sefalizacién de NF-kB en células HelLa transducidas con un vector de
serotipo 2 autocomplementario que expresa EGFP (scAAV-EGFP). VP16, un activador de NF-kB (Wu y Miyamoto,
2008) aumento la expresion de EGFP en ~25 veces (FIG. 1A y FIG. 1B). Entre los dos inhibidores evaluados, Bay11,
que bloquea la actividad tanto de IKKk como de IKKk, suprimié completamente la expresién de EGFP, mientras que
PDTC, que inhibe la degradacion de IKB mediante el bloqueo de la IKB ubiquitina ligasa en la via clasica (Cuzzocrea
et al., 2002), no tuvo un efecto perceptible en la expresion de EGFP (FIG. 1A y FIG. 1B). Asimismo, se suprimié
completamente la expresion aumentada de transgén mediada por VP16 mediante Bay11, pero no por PDTC (FIG.
6A). Se obtuvieron resultados similares con ambos vectores scAAV (FIG. 6B) y con el vector scAAV triple mutante
en tirosina (Y730+500+444F; TM-AAV), que se describieron en los ejemplos anteriores (Markusic et al., 2010) (FIG.
6C). Se lleg6 a la conclusién, por lo tanto, de que la expresion transgénica del vector AAV estaba regulada por la via
alternativa (no canoénica) de NF-kB. Esta conclusion se confirm6 mediante andlisis de transferencia de Western (FIG.
6D y FIG. BE), que revel6 un aumento en p100 citosélica y los componentes de la proteina p52 nuclear de la via de
NF-kB no canénica en ~3 a 6 veces en presencia de VP 16. Por otra parte, la transduccion con el vector AAV solo
(es decir, en ausencia de activador) aumenté p100 y p52 (FIG. 1C), lo que indica que la infeccion de la célula activo
la via alternativa de NF-kB. Este aumento se suprimié6 mediante el tratamiento con Bay11, mientras que p65, el
marcador usado para la via clasica de NF-kB, no se vio afectado (FIG. 1C).

La via de NF-kB es operativa en células presentadoras de antigenos humanas primarias, después de la
infeccion con AAV.

En las células dendriticas humanas primarias (DC), por otro lado, aunque se aumenté nuevamente de manera
sustancial la expresion transgénica con el activador de NF-kB (FIG. 2A), la infeccion por AAV en si no activo a NF-kB
(FIG. 2B). En presencia de VP16, se observé un aumento de ~20 veces en la expresiéon de EGFP en comparacion
con DC transducidas con vector scAAV. El tratamiento con citocinas (TNF-a, IL-6, IL-18, PGEZ2), conocido por activar
la via de NF-kB, provoc6é un aumento adicional en la expresion transgénica de ~26 %, que se redujo a ~12 %
después del tratamiento con Bay11 (FIG. 2A). Los analisis por transferencia de Western de las fracciones nucleares
corroboraron adicionalmente que la via alternativa de activacion NF-kB (acumulacion de proteinas p52) estaba
operativa (FIG. 2B). Se obtuvieron resultados similares después del suministro génico mediado por vector scAAV a
higados murinos in vivo (FIG. 7). Los inventores también evaluaron la capacidad de los moduladores de NF-kB para
inducir cambios fenotipicos en DC. Los analisis por citometria de flujo de dos marcadores de maduracién de DC,
CD83 y CD86 indicaron que VP16 solo no era capaz de inducir maduraciéon o potenciar la expresion de moléculas
coestimuladoras cuando se us6 junto con el coctel de citocinas. Sin embargo, el tratamiento con Bay11 provoco la
inhibicién de la maduracién mediada por citocinas de APC, lo que implica adicionalmente la vinculacién de NF-«kB
(tabla 2). Esta reduccion de los marcadores de maduraciéon reduce la funcion principal de las DC para procesar
material antigénico y reduce la activacion y proliferacién de linfocitos T. Por lo tanto, se barajo la hipotesis de que la
supresion de la activacion de NF-kB antes de la activacion del vector puede provocar una respuesta inmunitaria
innata deteriorada contra AAV.

TABLA 2
ANALISIS FACS DE MARCADORES DE MADURACION DE CELULAS DENDRITICAS HUMANAS PRIMARIAS
Grupo Medias geométricas que expresan niveles de expresion en células
CD83 CD86
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DC inmaduras 10,38 7,04

DC - Sin complemento de maduracion 18,08 13,63
DC maduras + Citocinas 20,60 26,80
DC + AAV 18,29 12,65
DC + VP16 16,48 13,70
DC maduras + AAV + Citocinas 24,25 23,75
DC maduras + AAV + Citocinas + VP16 19,92 21,92
DC maduras + AAV + Citocinas + Bay11 16,88 10,11

Se muestran datos de un experimento representativo (n = 3).

La inhibicion de la activacion de NF-kB provoca la supresion de la produccion de citocinas proinflamatorias antes de
la transferencia génica mediada por vector AAV en ratones in vivo. En estudios in vivo, se administrd por via
intraperitoneal (i.p.) una sola dosis de Bay11 a razén de 20 mg/kg de peso corporal 12 h antes de la administracién
del vector en ratones C57BL/6. Se midieron niveles de transcrito de homogeneizados de higado de mediadores
inmunitarios (FIG. 3A) o para la activaciéon de NF-kB (FIG. 3B) a partir de los grupos a los que se inyect6 Bay11 y
vector y se comparé con ratones a los que se inyect6 placebo. Estos datos revelaron que 2 h después de la
administracion del vector, los ratones a los que se administr6 Bay11+AAV tenian niveles significativamente
reducidos de citocinas o quimiocinas proinflamatorias, incluyendo IL-1a, IL-6, TNFa, IL-12a, KC y RANTES, en
comparaciéon con los animales a los que se inyect6 placebo y vector AAV (FIG. 3A) y ademas, se impidié la
regulacion positiva del perfil de expresion génica de NF-kB (FIG. 3B). Se observé una tendencia de regulacion
negativa similar de estos marcadores de respuesta inmunitaria en ratones a los que se inyectd el vector AAV triple
mutante en tirosina (Y730+500+444F; TM-AAV). La regulacion positiva de la expresién de interferén de tipo | por
vectores AAV tanto de tipo silvestre (WT-AAV) como TM-AAV no se vio afectada por Bay11 (FIG. 8A, FIG. 8B, FIG.
8C, FIG. 8D, FIG. 8E y FIG. 8F). La administracion de Bay11 también redujo significativamente la respuesta de
anticuerpo anti-AAV2 en estos ratones (FIG. 9). La suma de estos resultados implica que la respuesta transitoria de
citocinas inflamatorias, observada normalmente durante la transferencia génica hepatica de AAV in vivo, esta
mediada por la activacion de NF-kB.

Expresion transgénica mediada por vector AAV en hepatocitos murinos. En vista de la observacion de que Bay11
inhibe fuertemente la expresion transgénica mediada por AAV en células HelLa in vifro 48 h después de la
transduccion (FIG. 1Ay FIG. 1B), que pudo ser contraproducente para lograr la expresion transgénica a largo plazo
in vivo, fue importante examinar el efecto de Bay11 en ratones. Como puede observarse en la FIG. 4A, los animales
a los que se inyect6 o no Bay11 tuvieron niveles similares de expresion de EGFP de cualquier vector cuando se
analizaron 2 semanas después de la transferencia génica. La eficacia de la transduccion del vector TM-AAV fue ~12
veces mayor que la del vector WT-AAV (FIG. 4B), coherente con los estudios recientemente publicados (Markusic et
al., 2010). Estos datos sugieren que la administracion de Bay11 podria regular negativamente de manera segura y
eficaz los mediadores de la respuesta inmunitaria innata sin comprometer la expresion transgénica a largo plazo.

MATERIALES Y METODOS

Vectores AAV recombinantes. Se generaron reservas altamente purificadas de vectores (sc) AAV2
autocomplementarios que contenian el plasmido de tipo silvestre (WT) o el triple mutante de tirosina (TM;
Y730+500+444F) y el gen de proteina verde fluorescente (EGFP) dirigido por el promotor de B-actina (CBA) de pollo
(WT-scAAV2-EGFP, TM-scAAV2-EGFP) mediante la triple transfeccion de células HEK-293. Después, se purificaron
los vectores mediante centrifugacion de gradiente de CsC1, se esterilizaron por filtracion y se cuantificaron mediante
hibridacion por transferencia de ranura como se ha descrito (Liu et al., 2003; Kube y Srivastava, 1997). El plasmido
mutante para tirosina pACG2-Y730+500+444F-Rep/Cap se ha descrito recientemente (Markusic et al., 2010).

Ensayos de transduccion de vectores AAV recombinantes in vitro. Se determind la concentracion optima de
compuestos moduladores de NF-kB mediante un ensayo de viabilidad celular con diluciones de factor diez a partir de
la Clso 0 se usaron como se ha descrito con anterioridad (Wu y Miyamoto, 2008; Kumar et al., 2008). Se usaron
VP16 o Bay11 (10 o 5 yM, concentracion final), y PDTC (50 o 25 puM, concentracién final) solos o en combinaciones
de activador/inhibidor. Para los experimentos de transduccion, se pretrataron aproximadamente 1 x 105 células HelLa
con estos compuestos 24 h antes de la infeccion con el vector. Las células se transdujeron con 500 o 2.000
genomas de vector (vgs) por célula de los vectores WT-AAV o TM-AAV que codifican el transgén de EGFP como se
ha descrito con anterioridad (Markusic et al., 2010). Después de 7 dias de cultivo, se transdujeron células dendriticas
humanas primarias con vectores AAV a razon de 2000 vgs/célula y se incubaron durante 48 h. La expresion del
transgén se determind como el area total de fluorescencia (pixel?) por campo visual (media + DT) o mediante
citometria de flujo. Se us6 analisis de la varianza (ANOVA) para comparar entre los resultados del ensayo y el
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control y se determind que eran estadisticamente significativos.

Estudios de transduccion de vectores AAV recombinantes in vivo. Se administré6 por via intraperitoneal a
grupos de ratones C57BL/6J (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, EE. UU.) normales de 6 semanas de edad, una
sola dosis (20 mg/kg) del inhibidor de NF-kB Bay11, en un volumen de 200 pl diluido en DMSO (dia 0). Los animales
a los que se inyectd unicamente el disolvente portador de DMSO se considero el grupo basal (simulado) (n =75) y a
los animales a los que se inyect6 Bay11 fueron el grupo de ensayo (n = 75). En este punto, se asignaron de manera
aleatoria los animales de los grupos simulado y de Bay11 a recibir suero salino tamponado (PBS, pH 7,4) o los
vectores WT-AAV o TM-AAV (n = 25 ratones cada grupo). En el dia 1, se administraron ~1 x 10" particulas de
genoma virico (vg) de los vectores WT-AAV2-EGFP o TM-AAV2-EGFP o PBS por via intravenosa a través de la
vena caudal. Para medir la modulacion de la respuesta inmunitaria frente a AAV, se sacrificé a 5 animales de cada
uno de los grupos a los que se inyecté PBS o vector WT-AAV o TM-AAV mediante inhalacion de dioxido de carbono
en diferentes instantes después de la administracion del vector (2, 6, 10, 24 h y dia 10). Se recogieron los I6bulos
hepaticos, se seccionaron trasversalmente y se montaron sobre portaobjetos para estudiar el efecto de Bay11 en la
expresion de EGFP mediada por AAV (de los ratones del dia 10). Todos los estudios con animales se llevaron a
cabo de acuerdo con las guias del comité institucional de cuidado y uso de animales.

Analisis de expresion génica de la respuesta inmunitaria innata mediante ensayo de RT-PCR. Se administro
por via intraperitoneal a grupos de ratones C57BL/6J normales de 6 semanas de edad, una sola dosis (20 mg/kg) del
inhibidor de NF-kB, Bay11, en un volumen de 200 pl diluido en DMSO (dia 0). En el dia 1, se inyecté a los ratones
suero salino tamponado con fosfato (PBS, pH 7,4) o ~1 x 10"" vgs de los vectores de tipo silvestre (WT) AAV-EGFP
o de los vectores triples mutantes de tirosina (TM) AAV-EGFP por via intravenosa a través de la vena caudal (n = 5
ratones cada grupo). A las 2 h después de la administracion del vector, se efectué un perfil de expresiéon de la
respuesta inmunitaria que incluyé los receptores 1-9 de tipo Toll, MyD88, MIP-1, IL-1qa, IL-1B, IL-12a, IL6, KC, TNFaq,
RANTES, MCP-1, IFNa, IFNB e IP-10. Se recogieron los datos y se analizaron usando un sistema de deteccion de
secuencias ABI Prism 7500 con el programa informatico v 1.1 (Applied Biosystems). El punto de referencia se
determin6é automaticamente para el ARNr de 18S y para otros genes. Se determinaron manualmente los umbrales
para todos los genes. La expresion génica se midi6 mediante el método comparativo de ciclo umbral (Ct). Se definio
el parametro de ciclo umbral (Ct) como el numero del ciclo en el cual la fluorescencia indicadora generada mediante
la escision de la sonda sobrepasd un umbral fijo por encima del punto de referencia. Se normaliz6 la expresiéon
génica de citocinas usando el gen de ARNr de 18S de referencia endégeno y el ARN murino de los infectados de
manera simulada se us6 como muestra de referencia. Se determiné la expresiéon génica relativa para cada grupo de
animales tratados y no tratados y se consideraron los valores > 2,6 y < 0,38 como regulaciones positivas y negativas
significativas entre los grupos y se calculé evaluando la variabilidad en las placas de 96 pocillos usadas para medir
la expresion génica especifica.

Células, anticuerpos y compuestos quimicos. Se obtuvieron células HelLa de la Coleccién Americana de Cultivos
Tipo (Rockville, MD, EE. UU.) y se mantuvieron como cultivos en monocapa en medio de Dulbecco modificado por
Iscove (IMDM, Invitrogen Carlsbad, CA, EE. UU.) complementado con suero de ternero neonato al 10 % (NCS)
(Lonza, Inc., Basilea, Suiza) y antibiéticos. Se resuspendieron PBMC procedentes de leucaféresis en medio AIM-V
asérico (Lonza) y se incubaron las fracciones de células semiadherentes en medio AIM-V asérico complementado
con IL-4 humana recombinante (500 U/ml) y GM-CSF (800 U/ml) (R&D Systems, MN, EE.UU.). Las células se
trataron con moduladores de NF-kB (VP16 10 mM o Bay11 10 mM) y coctel de citocinas que incluia 10 ng/ml de
TNF-a, 10 ng/ml de IL-1, 10 ng/ml de IL-6, 1 mg/ml de PGE2 (R&D Systems) durante 20 h. Se recogieron las células,
se caracterizaron para asegurarse de que cumpliesen con el fenotipo tipico de las DC maduras (CD83, RPE, 1gG1
murina, CD86, FITC, IgG1 murina; Invitrogen). Todos los anticuerpos primarios y secundarios se adquirieron de Cell
Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA, EE. UU.) o Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA, EE. UU.). Los
activadores de NF-kB [Etoposido (VP16), afidicolina, hidroxiurea (HU)] y los inhibidores de NF-kB [Bay 11-7082
(Bay11), ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC)] se adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EE. UU.). Estos
compuestos se resuspendieron en DMSO (Sigma Aldrich) o en agua estéril sin DNasas y sin RNasas (Invitrogen)
segun las instrucciones del fabricante.

Anadlisis de transferencia Western. Para la preparacion de muestras, se usaron lisados homogeneizados de los
sedimentos celulares de ~2 x 10° células HelLa o DC, tratadas de manera simulada o pretratadas con la
concentracion 6ptima de activadores o inhibidores de NF-kB. Se aislaron proteinas de células completas usando el
tampén de lisis RIPA (Sigma-Aldrich) y se extrajeron las proteinas citoplasmaticas y nucleares usando un kit
comercial (kit de reactivos de extraccién NE-PER, Pierce Biotech, Rockford, IL, EE. UU.) segun el protocolo del
fabricante en presencia de un coctel inhibidor de proteasas (kit de céctel inhibidor de proteasas Halt™, Pierce
Biotech). Los extractos de proteina se hirvieron durante 5 min en condiciones reductoras [tamp6n de muestra de
SDS que contenia Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8 a 25 °C), SDS al 2 % pl/v, glicerol al 10 %, DTT 50 mM, azul de
bromofenol al 0,01 % (p/v) (Cell Signaling Technology, Inc.)] y se almacenaron a -86 °C hasta su analisis posterior.
Se ejecutaron volumenes iguales de muestras en SDS-PAGE al 4-15 % (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Los geles
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 uym (Bio-Rad) y normalmente se incubaron durante una
noche con una dilucién 1:1000 de anticuerpos primarios [p100/52, p65, cinasa inhibidora-IkBk, gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH), Lamina B (Cell Signaling Technology, Inc.), B-actina (Santa Cruz Biotechnology)].
Al dia siguiente, se incubaron las transferencias con 1:2.000-1:5.000 del anticuerpo secundario IgG marcado con
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HRP anti-idiotipico adecuado (Santa Cruz Biotechnology). La deteccion de inmunotransferencia se llevé a cabo
usando el kit de deteccion de transferencia de Western ECL plus (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EE.UU.).
Se midié la intensidad de las bandas de proteinas con el programa informatico Adobe Photoshop CS3® y se
normaliz6 a los niveles de proteinas de los productos génicos constitutivos usados como controles de carga.

La base para el presente estudio fue el hallazgo de que el en NF-kB celular del hospedador se une a la secuencia D
de 20 pb presente en las repeticiones terminales invertidas (ITR) del AAV (Qing et al, 1997), que se identificd
mediante ensayos de cambio de movilidad electroforética mediante espectrometria de masas (FIG. 10Ay FIG. 10B).
Los datos presentados en este ejemplo proporcionan la primera prueba de la implicacion de NF-kB en la infeccion
por AAV. Usando varios moduladores farmacologicos, que se han usado ampliamente por otros investigadores (Wu
y Miyamoto, 2008; Kumar et al., 2008) para estudiar la via de sefializacion de NF-kB, se demostré que la via de NF-
kB no canonica esta regulada positivamente después de la infeccion por AAV. Esto es significativo, teniendo en
consideracién que la activacion del programa transcripcional de NF-kB es una etapa temprana inmediata
fundamental de la activacion inflamatoria e inmunitaria (Li y Verma, 2002) y la sefializacion de NF-kB representa un
candidato principal para la susceptibilidad o interferencia virica (Hiscott et al., 2006). Se ha demostrado que los virus
que activan NF-kB son susceptibles a la respuesta inmunitaria innata mediante una respuesta de interferén (virus de
la estomatitis vesicular, virus del sarampién) (Hiscott et al., 2003), la via de sefalizacién dependiente de receptor de
tipo Toll (TLR) (virus del Ebola, virus sincitial respiratorio) (Okumura et al., 2010; Lizundia et al., 2008), y la via
independiente de TLR (citomegalovirus, virus de la hepatitis C) (Castanier et al., 2010; Gourzi et al., 2007). Por otro
lado, muchos virus alteran las respuestas inmunitarias innatas y de NF-kB usando proteinas sefiuelo viricas
multifuncionales que se dirigen a aspectos especificos de la via de NF-kB. Los virus, incluyendo el virus de la
inmunodeficiencia humana de tipo | (VIH-1), el virus de la leucemia de linfocitos T humana de tipo 1 (HTLV-1), el
herpesvirus 8 humano (HHV8) y el virus de Epstein-Barr (VEB), tienen incorporados aspectos de la sefializacion de
NF-kB en su ciclo vital y patogenicidad y por tanto, utilizan la activacién de NF-kB para promover su supervivencia
(Hiscott et al., 2006).

Por el contrario, parece razonable que la via no canoénica de NF-kB se activa después de la infeccion por AAV
porque se sabe que la activacion de NF-kB no candnica es importante para la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa (Gilmore, 2006) y los vectores AAV carecen de elementos genéticos estructurales complejos necesarios
para desarrollar cualquier proteina sefiuelo similar a NF-kB. La activaciéon exacerbada de la via no canénica se ha
asociado con una gran variedad de trastornos inflamatorios, tales como la artritis reumatoide, colitis ulcerosa o
linfomas de linfocitos B (Dejardin, 2006). Monarch-1, una proteina que contiene pirina expresada exclusivamente en
células de linaje mieloide, suprime las citocinas y quimiocinas proinflamatorias mediante la inhibicién de cinasa
inductora de NF-kB (NIK) necesaria para activar la via de NF-kB no canénica (Linch et al., 2007). Se ha demostrado
que la activacion de la via de activacion de NF-kB no candnica da como resultado la maduracion y la actividad de
cebado de linfocitos T de DC que sobreexpresan un IkBk mutado que bloquea la via clasica (Lind et al., 2008). En
ratones con amiloplasia (Aly) deficientes para NIK, se ve afectado el cebado cruzado de linfocitos T CD8+ para
antigenos exdgenos en DC, lo que sugiere la importancia de esta via en la inmunidad adaptativa (Lind et al., 2008).
Los ratones deficientes para los componentes de la via no candnica también son deficientes en el desarrollo y la
homeostasia de o6rganos linfoides secundarios (Guo et al., 2008). Se desconoce si la union de AAV activa la
sefalizacion de NF-kB a un receptor de la superficie celular. Estudios recientes han demostrado que puede
desencadenarse la respuesta inmunitaria innata contra AAV a través de la via de TLR9-MYD88 o mediante la
activacion del ligando CD40 en la superficie celular en modelos murinos in vivo (Zhu et al., 2009; Mays et al., 2009).
Es interesante observar que aunque ambos se basan en la sefializacién aguas abajo de NF-kB para montar una
respuesta inmunitaria innata (Mineva et al, 2007, Loiarro et al., 2005), la activacion de los receptores de la
superfamilia de TNF, tales como CD40L, puede activar la via de NF-kB no canonica (Qing ef al., 2005).

Basandose en las pruebas de que la primera "sefial de peligro" o "desencadenante" para la vigilancia inmunitaria
dirigida contra vectores AAV puede ser la activacion de la via de sefializacién de NF-kB alternativa, se razoné que el
bloqueo transitorio de NF-kB durante la administracion del vector AAV podria deteriorar la respuesta inmunitaria del
hospedador. Una posible estrategia para negar el cebado de NF-kB mediante AAV es generar mutaciones dirigidas
contra los sitios de union a factor de transcripcion sensibles a NF-kB en las ITR de AAV. Sin embargo, dadas las
funciones pleiotropicas de las proteinas NF-kB en la fisiologia celular (Hayden y Ghosh, 2004), es posible que
puedan encontrarse operativos factores de transcripcién de union a promotor de citocinas sensibles a NF-kB en
diferentes tipos celulares. Como alternativa, puede ser aplicable de manera universal un protocolo de
inmunosupresion transitoria dirigido a la via de NF-kB. El inhibidor selectivo de NF-kB, Bay11, puede reducir
notablemente los marcadores de inflamacion y la respuesta inmunitaria innata a los vectores AAV sin embargo no
afecta a su expresion transgénica in vivo. Bay11 fue capaz de regular negativamente la actividad de varios
reguladores clave, a saber, IL-1qa, IL-6, TNFa, IL-12a, KC y RANTES, lo que sugiere el beneficio de usar este
modulador farmacolégico para regular negativamente de manera selectiva la respuesta inmunitaria inflamatoria e
innata contra los vectores AAV. De forma interesante, NIK, que es critico para la activacion de la via de NF-kB no
canonica, también se conoce por inducir la activacion de IL-1a, IL-6, IL-12a, TNFa y RANTES en respuesta a varias
infecciones viricas (DiPaolo et al., 2009; Yanagawa y Onoe, 2006; Andreakos ef al., 2006; Habib et al., 2001).
Ademas, esta de sobra reconocido que NIK es crucial para la activacién y la funcién de las células presentadoras de
antigenos profesionales quiescentes, las DC, cuya actividad es critica para el cebado de los linfocitos T CD4+
colaboradores especificos de antigeno, lo que provoca respuestas inmunitarias contra dianas relevantes, tales como
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el vector de suministro (Andreakos et al., 2006; Habib et al., 2001; Martin et al., 2003; Brown y Lillicrap, 2002). In
vitro, NIK aumenta la presentacion de antigenos por DC activando potentemente a NF-kB y por consiguiente,
regulando positivamente la expresion de citocinas (TNFa, IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18), quimiocinas (IL-8, RANTES,
proteina inflamatoria de macréfagos-1a, proteina quimioatrayente de monocitos-1 y proteina quimioatrayente de
monocitos-3), moléculas presentadoras de antigeno del MHC (clase | y IlI) y moléculas coestimuladoras (CD80 y
CD86) (Andreakos et al., 2006). In vivo, NIK potencia las respuestas inmunitarias contra un antigeno codificado por
un vector y los desvia hacia una respuesta inmunitaria T colaborador 1 con niveles aumentados de 1gG2a,
proliferacién de linfocitos T, produccion de IFN-y y respuestas de linfocitos T citotéxicos con mayor potencia que el
adyuvante completo de Freund (Andreakos et al.,, 2006). Bay11, usado en este estudio, previene la actividad de
IKKa y B, que son los sustratos para NIK en la via no canénica (Pierce et al., 1997). Estos datos indican la elevada
especificidad de Bay11 para dirigirse a la via de NF-kB no canodnica, asi como su capacidad para prevenir la
activacion de moduladores importantes de la respuesta inmunitaria.

Podria ser aplicable un protocolo de inmunosupresion transitoria dirigido a la via de NF-kB para limitar las
toxicidades inmunolégicas. De hecho, un informe reciente demostré la presentacion de antigenos de la capside de
AAV mediante el uso de un inhibidor del proteasoma, Bortezomib [Velcade®] (Finn et al., 2010). Bortezomib tiene
una eficacia contra mielomas considerable (Kube y Srivastava, 1997) que se debe en gran medida a la represion de
la sefalizacién de NF-kB. Por lo tanto puede ser posible bloquear de manera simultanea la presentacion por el MHC
| de sefales de la capside e inflamatorias o usar terapias dirigidas a NF-kB mas selectivas, tales como Bay11 en
este estudio o los nuevos inhibidores de IKK a fin de potenciar adicionalmente la seguridad y la eficacia terapéutica
de los vectores AAV.

EJEMPLO 3 - DESARROLLO DE VECTORES DE SEROTIPO AAV3 OPTIMIZADOS

El virus adenoasociado 2 (AAV2), un parvovirus humano no patégeno, contiene un genoma de ADN monocatenario
y posee un amplio tropismo celular que trasciende a la barrera de especie (Muzyczka, 1992). Los vectores AAV2
recombinantes ha llamado la atencion como sistema de vector prometedor para una terapia génica potencial de
varias enfermedades humanas y en la actualidad se una en una serie de ensayos clinicos de terapia génica (Daya y
Berns, 2008). Mas recientemente, se han aislado varios serotipos de AAV adicionales y se ha demostrado que
transducen eficazmente tipos celulares especificos (Muramatsu et al., 1996; Chiorini et al., 1997; Chiorini et al.,
1999; Rutledge et al, 1998; Gao GP et al, 2002; Vandenberghe et al, 2004). Aunque se comprenden
razonablemente bien las diversas etapas en el ciclo vital de AAV2 (Summerford y Samulski, 1998; Qing et al., 1999;
Summerford et al. 1999; Hansen et al., 2000; Hansen et al., 2001; Sanlioglu et al., 2000; Douar et al., 2001; Zhao et
al., 2006; Thomas et al. 2004; Zhong et al. 2004; Ferrari et al., 1996; Fisher et al. 1996; Qing et al., 2004; Zhong et
al., 2004; Zhong et al., 2004; Zhong et al., 2008; McCarty et al., 2004; Bainbridge et al., 2008), se sabe menos
acerca de los otros serotipos.

De los 10 serotipos de AAV comunmente usados, se ha comunicado que AAV3 transduce escasamente células y
tejidos (Zincarelli et al.; Zincarelli et al., 2008). Sin embargo, estudios recientes revelaron que los vectores AAV3
transducen lineas celulares establecidas de hepatoblastoma (HB) humano y de carcinoma hepatocelular (CHC)
humano, asi como hepatocitos humanos con una extremada eficacia (Glushakova et al., 2009). Posteriormente, se
documenté que la infeccion por AAV3 se inhibia fuertemente por el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el
ARNIip especifico para receptor de HGF (HGFR) y anticuerpos anti-HGFR, lo que sugiere que AAV3 utiliza HGFR
como receptor/correceptor celular para la entrada virica (Ling et al., 2010).

La via de ubiquitina-proteasoma desempefa un papel crucial en el trafico intracelular de vectores AAV (Douar et al.,
2001; Zhong et al., 2007; Duan et al., 2000). Las capsides de AAV2 intactas pueden fosforilarse en los restos de
tirosina mediante la proteina tirosina cinasa receptora de factor de crecimiento epidérmico (EGFR-PTK) y la
fosforilacion de tirosinas de las capsides de AAV afecta negativamente al trafico intracelular y la expresion
transgénica. Estas observaciones indujeron a sugerir que la fosforilacion de tirosinas es una sefal para la
ubiquitinacién de las capsides de AAV, seguido de la degradacién mediada por el proteasoma (Duan et al., 2000;
Zhong et al., 2008). Esto indujo a barajar la hip6tesis de que las mutaciones de los restos de tirosina (Y) expuestos
en la superficie a fenilalanina (F) podria permitir a los vectores esquivar la fosforilacion, la ubiquitinacion y la
degradacién mediada por el proteasoma. De hecho, las mutaciones de los restos de tirosina expuestos en la
superficie en los vectores AAV2 ocasiond una transduccion altamente eficiente a dosis menores tanto en células
Hela in vitro como en hepatocitos murinos in vivo (Zhong et al., 2008). Se han obtenido niveles terapéuticos de
expresion de factor IX humano en varias estirpes de raton diferentes usando los vectores AAV2 mutantes de tirosina
individuales y multiples (Zhong et al., 2008; Markusic et al., 2010). Estudios adicionales han corroborado que
mutaciones de Y a F similares en los serotipos de AAV 6, 8 y 9 también provocan una expresién aumentada del
transgén (Petrs-Silva et al., 2009; Qiao et al., 2010; Taylor y Ussher, 2010). Seis de los siete restos de tirosina
expuestos en la superficie en AAV2 también se encuentran conservados en AAV3, pero su implicacion en la
transduccién mediada por AAV3 no se ha evaluado.

Este ejemplo demuestra que: (i) la transduccién mediada por vector AAV3 se aumenta drasticamente en células

T47D, una linea celular de cancer de mama humano que expresa niveles indetectables del hHGFR endégeno
(Abella et al., 2005) después de la transfeccion estable y la sobreexpresion de hHGFR; (ii) la actividad tirosina cinasa
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asociada con hHGFR afecta negativamente a la eficacia de transduccion de vectores AAV3; (iii) el uso de inhibidores
del proteasoma mejora significativamente la transduccién mediada por el vector AAV3; (iv) la mutagénesis dirigida al
sitio de tres restos de tirosina expuestos en la superficie de la capside de AAV3 ocasiona una eficacia mejorada de
la transduccion; (v) una combinacion especifica de dos mutaciones de tirosina mejora adicionalmente el alcance de
la expresién transgénica; y (vi) los vectores AAV3 transducen eficazmente los tumores de HB y CHC en un modelo
de xenoinjerto murino in vivo, después de la administracion tanto intratumoral o sistémica. Estos vectores AAV3
optimizados proporcionan herramientas mejoradas para terapia génica y en particular, para la terapia del cancer
hepatico en seres humanos.

MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares y cultivos. Se adquirieron lineas celulares de cancer de cuello de Utero humano (HelLa) y de
carcinoma hepatocelular (Huh7) de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA, EE. UU.) y se
mantuvieron en medio DMEM completo (Mediatech, Inc., Manassas, VA, EE. UU.) complementado con suero bovino
fetal inactivado por calor al 10 % (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), penicilina y estreptomicina al 1 %
(P/S, Lonza, Walkersville, MD, EE. UU.). Se mantuvo una linea celular de hepatoblastoma humano (Hep293TT)
establecida (Chen et al., 2009) en medio RPMI 1640 completo (Invitrogen, Camarillo, CA, EE. UU.) suplementado
con FBS inactivado por calor al 15 % (Sigma-Aldrich), penicilina y estreptomicina al 1 % (P/S, Lonza, Walkersville,
MD). Las células se cultivaron como cultivos adherentes en una atmosfera humidificada al 37 °C con COz2 al 5 % y se
subcultivaron tras el tratamiento con mezcla de tripsina-verseno (Lonza) durante 2-5 min a temperatura ambiente, se
lavaron y se resuspendieron en medio completo. Una linea celular de cancer de mama humana, T47D y células
T47D transfectadas de manera estable con un plasmido de expresion de hHGFR (T47D+hHGFR), se mantuvieron
en medio DMEM completo (Mediatech, Inc.) con o sin 600 ug/ml de G418, complementado con suero bovino fetal
inactivado por calor al 10 % (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), penicilina y estreptomicina al 1 %
(Lonza).

Plasmidos y vectores AAV recombinantes. E| plasmido de empaquetado de AAV3 y el plasmido del vector AAV2-
CBAp-EGFP recombinante fueron amablemente proporcionados, respectivamente, por los doctores R. Jude
Samulski y Xiao Xiao, University of North Carolina en Chapel Hill, Chapel Hill, NC. Se empaquetaron reservas
altamente purificadas de vectores scAAV2 y scAAV3 que contenian el gen de la proteina verde fluorescente
potenciada (EGFP) dirigido por el promotor de B-actina de pollo (CHAp) mediante el protocolo de transfeccion de
triple plasmido de fosfato de calcio (Wu et al., 2007; Kube y Srivastava, 1997). Se determinaron los titulos de
particulas fisicas de las reservas de vector recombinante mediante analisis de transferencia en ranura de ADN
cuantitativo (Kube y Srivastava, 1997).

Construcciéon de plasmidos de capside de AAV3 mutantes en los restos de tirosina expuestos en la
superficie.

Se llevo a cabo un procedimiento en dos tapas, basado en la mutagénesis dirigida al sitio QuikChange II®
(Stratagene) usando el plasmido pAAV3 como se ha descrito anteriormente (Glushakova et al., 2009; Ling et al.,
2010). Brevemente, en la etapa uno, se llevaron a cabo dos reacciones de extension PCR en tubos separados para
cada mutante. Un tubo contenia el cebador PCR directo y el otro contenia el cebador inverso (tabla 3).

En la etapa dos, se mezclaron las dos reacciones y se llev6 a cabo la mutagénesis por la PCR convencional segun
las instrucciones del fabricante. Los cebadores de la PCR se disefiaron para introducir cambios de restos de tirosina
a fenilalanina y un cambio silente para crear un nuevo sitio de endonucleasa de restriccion con fines de exploracion
(tabla 3). Todos los mutantes se exploraron con la enzima de restriccion adecuado y se secuenciaron antes de su
uso.

SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS DE LOS CEBAB%?RE%S%SADOS PARA LA MUTAGENESIS DIRIGIDA AL
Mutantes Secuencias de cebador (5' a 3')

ACCAGAACCTGGGCICTGCCCACTTTYCAACAACCATCTCTACAAG (SEQ ID NO:11)

Y252k - Apal Tyr—Phe
CAATCAGGAGCTITC{HAACGACAACCACTYCTTTGGCTACAGCACC (SEQ IDNO:12)

varaF +BstBI Tyr—Phe

VA44F CTTATUGATCAGTATCTGTACTYCCTGAACAGAACGCAAGGAACA (SEQ ID NO:13)

+Clal Tyr—Phe
501y GCTAACGACAACAACAACAGTAACTATCCATGGACAGCGGCCAGCAAA (SEQ ID NO:14)
Phe—Tyr +Ncol
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TGGAATCCAGAGATTCAGT{CAC{TCCAACTACAACAAGTCTGTT (SEQ ID NO:15)

Y701 Tyr—Phe +BmgBI
GAGATTCAGTACACSGTCCAACTTCAACAAGTCTGTTAATGTGGAC (SEQ ID NO:16)

Y705F +AfII1 Tyr—Phe

V731E GTGAACCTCGCCCTATTGGAACCCGGTYTCTCACACGAAACTTG (SEQ ID NO:17)

Tyr—Phe

Los tripletes de codones se muestran en negrita; las fuentes en rojo indican las mutaciones de restos de tirosina a
fenilalanina y las fuentes en verde indican las mutaciones silentes para eliminar/crear los sitios de enzimas de
restriccion (subrayados), que se usaron para identificar los clones deseados.

Ensayos de transduccion de vector AAV. Se sembraron células Huh7 o HelLa en placas de 96 pocillos a una
concentracion de 5.000 células por pocillo en medio DMEM completo. Las infecciones con AAV se llevaron a cabo
en medio DMEM asérico y sin antibidticos. Se sembraron células Hep293TT en placas de 96 pocillos a una
concentracion de 10.000 células por pocillo en medio RPMI completo. Las infecciones se llevaron a cabo en medio
RPMI asérico y sin antibiéticos. Se analiz6 la expresion de EGFP mediante obtencién directa de imagenes de
fluorescencia 72 h después de la transfeccion.

Anadlisis de transferencia Western. Se recogieron las células y se rompieron en un tampén de lisis de ensayo de
radio-inmunoprecipitaciéon (RIPA) (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, SDS al 0,1 %, NP-40 al 1 %, desoxicolato
de sodio al 0,25 % y EDTA 1 mM con coctel inhibidor de proteasa, NaF 1 mM y NaszVOs4 1 mM). Se midi6 la
concentracion de proteina total usando un reactivo de Bradford (Bio-Rad) y se resolvieron cantidades iguales (50 pg)
de lisados de células completas mediante SDS-PAGE. Tras la electroforesis, se electrotransfirieron las muestras a
una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad), se sondaron con anticuerpos primarios relevantes a 4 °C durante una
noche, se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, EE. UU.) y se detectaron con un sustrato quimioluminiscente potenciado
(Amersham). Los anticuerpos contra fosfo-c-MET (Y1234/1235), c-Met total, fosfo-Akt (S473) y fosfo-ERK
(T202/Y204) se adquirieron de Cell Signaling y el anticuerpo anti-B-actina (AC-74) se obtuvo de Sigma-Aldrich.

Estudios de transduccién de vector AAV3 recombinante en modelos de xenoinjerto de ratén. Se inyecté a
grupos de ratones NSG de 6 semanas de edad (Jackson Laboratories) por via subcutanea 5 x 10° células Hep293TT
0 Huh7. Cuatro semanas después de la inyeccion, se administraron los nimeros indicados de genomas de vector
AAV3 (vgs) tanto por via intratumoral como a través de la vena caudal. Cuatro dias después de la administracién del
vector, se reseccionaron los tumores, se seccionaron transversalmente y se evalu6 su expresion de EGFP usando
un microscopio de fluorescencia. También se tifieron las secciones con DAPI para visualizar el nucleo celular. Todos
los estudios animales se llevaron a cabo de acuerdo con las guias institucionales aprobadas.

Anadlisis Estadistico. Los resultados se presentan como media + desviacion tipica (DT). Se identificaron las
diferencias entre grupos usando una distribucién de dos colas agrupadas-desemparejadas de la prueba de la T de
Student. Los valores de P < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS

HGFR humano es necesario para la infectividad de AAV3. AAV3 utiliza el receptor de factor de crecimiento de
hepatocitos humano (HGFR) como correceptor celular (Ling et al., 2010). Para corroborar este hallazgo de manera
inequivoca, se usd una linea celular de cancer de mama humana, T47D, que expresa niveles indetectables de
hHGFR (Abella et al., 2005), asi como células T47D transfectadas de manera estable con plasmidos de expresion de
hHGFR (T47D+hHGFR) (Abella et al., 2005). Se confirmé la expresion de la proteina hHGFR en la linea celular
T47D+hHGFR establecida mediante andlisis de transferencia de Western (véase la FIG. 12C). Se transdujeron
nameros equivalentes de células T47D y T47D+hHGFR con diferentes multiplicidades de la infeccion (MOI) de
vectores autocomplementarios (sc) AAV3-CBAp-EGFP en condiciones idénticas y la expresién del transgén se
determiné 72 h después de la transduccion. Estos resultados, mostrados en la FIG. 11A, documentan que la eficacia
de transduccién de vectores AAV3 es ~8-13 veces mayor en células que expresan hHGFR que en aquellas que no.
La transduccién mediada por vector AAV3 de células T47D+hHGFR puede bloquearse completamente en presencia
de 5 pyg/ml de hHGF (FIG. 11B). En conjunto, estos datos proporcionan pruebas definitivas de que la expresion en la
superficie celular de hHGFR es necesaria para una transduccion exitosa mediante vectores AAV3.

La inhibicién de la actividad proteina tirosina cinasa de HGFR potencia la eficacia de la transduccion de
vectores AAV3. Para examinar si ademas del dominio extracelular, el dominio intracelular de HGFR, que contiene
actividad de proteina tirosina cinasa, también esta implicado en la infeccién de AAV3, se llevé a cabo un estudio
adicional. La uniéon de su ligando, HGF, da como resultado la dimerizacion del receptor y la transfosforilacion
intermolecular de multiples restos de tirosina en el dominio intracelular (Nguyen et al., 1997). Se trataron células
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T47D+hHGFR durante dos horas con concentraciones crecientes de un inhibidor de HGFR cinasa especifico, BMS-
77760707 (BMS) (Schroeder et al., 2009; Dai y Siemann, 2010). Después, se infectaron las células con vectores
scAAV3 a razén de 2.000 vgs/célula. Estos resultados se muestran en la FIG. 12A. Resulta evidente que el
tratamiento con BMS-777607 produjo un aumento de ~2 veces en la eficacia de transduccion de AAV3. Aunque el
valor de p es mayor cuando se us6 BMS-777607 a la concentracion mas elevada de 10 uyM, en comparacion con la
concentraciéon menor de 1 uM, este cambio se debe con total probabilidad a la toxicidad del farmaco. En estudios
anteriores, se comunicé que el tratamiento con BMS-77760707 no tuvo un efecto significativo en el crecimiento
celular a dosis de < 1 pyM. Sin embargo, las dosis de 10 uM dieron como resultado una reduccién significativa en la
proliferacién celular, lo que sugiere que esta concentracion es toxica para las células (Dai y Siemann, 2010). En el
experimento a continuacion, a fin de descartar cualquier naturaleza no especifica posible de este farmaco, se
incluyeron como control las células T47D progenitoras. Se trat6 a ambos tipos celulares con BMS-777607 1 uM
durante 2 h y después se infectaron con vectores scAAV3 a 10.000 vg/célula. Los resultados, mostrados en la FIG.
12B, indican que aunque el tratamiento con BMS-77760707 potencio6 significativamente la infectividad de AAV3 en
células T47D+hHGFR, no tuvo efecto en células T47D que carecen de expresion de hHGFR.

Para examinar si la inhibicion de la HGFR cinasa provocé alteraciones en el estado de fosforilacion de proteinas
celulares especificas implicadas en la via de sefalizacidn aguas abajo, se determinaron los niveles totales y de
fosforilacion de la proteina HGFR en lisados tanto de T47D como de T47D+hHGFR después de un periodo de
incubacion de 2 h. La activacion de vias de sefalizacion aguas abajo de HGFR cinasa, ERK1/2 y Akt, se analizaron
usando anticuerpos especificos de fosforilacion. Estos resultados, mostrados en la FIG. 12C, confirmaron que
aunque se produce poca expresion de hHGFR en células T47D, el nivel de expresion es significativamente mayor en
células T47D+hHGFR tanto para HGFR total como para HGFR fosforilado, lo que es coherente con los informes
publicados con anterioridad (Abella et al., 2005). El tratamiento de células T47D+hHGFR con BMS-777607 bloqued
completamente la fosforilacion de HGFR, pero no el HGFR total. Ademas, el tratamiento con BMS-777607 no tuvo
efecto en la expresion de AKT y ERK1/2 fosforiladas. Estos resultados sugieren que la potenciacion de la infectividad
del vector AAV3 mediante el tratamiento con BMS-777607 se debe a la inhibicion de HGFR cinasa.

Hasta la fecha, solo se ha comunicado que AAV2 emplea hHGFR como correceptor (Yan ef al, 2002). Se
desconocen los papeles del inhibidor de hHGFR y hHGFR cinasa en otros serotipos de AAV. Para descartar
cualquier potenciacién o transduccion no especifica mediante BMS-777607, se comparo la eficacia de transduccion
de otros serotipos de AAV, que no dependen de HGFR, asi como vectores AAV2, después del tratamiento de células
con BMS-777607. Estos resultados, mostrados en la FIG. 13, indican que mientras que los vectores AAV2 y AAV3
pueden transducir eficazmente células T47D+hHGFR, otros serotipos (AAV4-AAV9) solo pueden transducir estas
células con una eficacia muy baja. Este resultado sugiere que hHGFR no esta implicado en el ciclo vital de estos
serotipos de AAV. El tratamiento de las células con BMS-777607 aument6 significativamente la eficacia de
transduccion de los vectores tanto AAV2 como AAV3, pero no otros serotipos de AAV, lo que sugirid que el efecto
del tratamiento con BMS-777607 es especifico para el serotipo de AAV.

Los inhibidores del proteasoma aumentan la eficacia de la transduccién de vectores AAV3. Se ha demostrado
en estudios previos que los inhibidores del proteasoma, tales como MG132, pueden mejorar significativamente la
eficacia de transduccion de los vectores AAV2, facilitando el trafico intracelular (Zhong et al., 2007; Yan ef al., 2002).
Para evaluar si MG132 también puede mejorar el trafico de AAV3 en células diana, se trat6 de manera simulada o
con concentraciones crecientes de MG132 a células Huh7, una linea celular de carcinoma hepatocelular humano
bien establecida (Nakabayashi et al., 1982) y a células Hep293TT, una linea celular de hepatoblastoma humano
recientemente establecida (Chen et al., 2009). Después de un tratamiento de dos horas, se infecté a las células con
vectores scAAV3-EGFP. Como control positivo, se incluyeron células Hela tratadas con MG132 5 uM y transducidas
con vectores scAAV2. La expresion del transgén se determind mediante microscopia de fluorescencia 72 h después
de la transduccion. Estos datos se muestran en la FIG. 14A y la FIG. 14B. Tal como se puede observar, el
pretratamiento con MG132 aumentd significativamente la eficacia de transduccion de los vectores scAAV2 en células
Hela, lo que es coherente con resultados anteriores (Zhong et al., 2008). De forma interesante, se produjo un
aumento dependiente de la dosis en la eficacia de la transduccion de los vectores scAAV3 en células tanto Huh7
como Hep293TT después del tratamiento con MG132, lo que sugiere que los vectores AAV3 también sufren
ubiquitinacién, seguida de degradacion mediada por el proteasoma.

Estudios previos también han demostrado que la inhibicion de la sefalizacion de EGFR-PTK mediante Tirfostin 23
(Tyr23), un inhibidor especifico de EGFR-PTK (May ef al., 1998), modula la via de Ub/proteasoma, lo que a su vez,
facilita el trafico intracelular y la expresiéon de transgénica mediada por vectores AAV2 (Zhong ef al., 2007). Se tratd
de manera simulada o con Tyr23 a células Hep293TT durante 2 h y se transdujeron con vectores scAAV3. Como
controles adecuados, se incluyeron células HelLa pretratadas con Tyr23 y transducidas con vectores scAAV2. La
expresion del transgén se determin6 72 h después de la transduccion. Estos resultados, mostrados en la FIG. 14C y
la FIG. 14D, indican que el tratamiento con Tyr23 provoc6 un aumento significativo en la eficacia de la transduccién
de vectores tanto scAAV2 como scAAV3. La expresion aumentada del transgén fue independiente de la entrada del
vector, ya que no hubo diferencias significativas en las cantidades de ADN virico internalizado en presencia o
ausencia de MG132 o Tyr23. Estos resultados también corroboran ademas la implicacién de la maquinaria de
Ub/proteasoma de la célula hospedadora en el ciclo vital de los vectores AAV3.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2714292713

La mutagénesis dirigida al sitio de los restos de Tyr expuestos en la superficie mejora significativamente la
eficacia de la transduccion de vectores scAAV3. En los ejemplos anteriores, los inventores han demostrado que
hay siete restos de tirosina expuestos en la superficie (Y252, Y272, Y444, Y500, Y700, Y704 e Y730) en las
capsides de AAV2 que se fosforilan por EGFR-PTK y afectan negativamente a la eficacia de la transduccion de
vectores AAV2 (Zhong et al., 2008). El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las capsides de AAV2 y
AAV3 indicd que seis de los siete restos de tirosina (Y252, Y272, Y444, Y701, Y705 e Y731) se encuentran
conservados en la capside de AAV3 (tabla 4).

TABLA 4
RESTOS DE TYR EXPUESTOS EN LA SUPERFICIE EN LAS CAPSIDES DE AAV, Y MUTAGENESIS
DIRIGIDAAL SITIO PARA CONVERTIRLOS EN RESTOS DE FENILALANINA

AAV2 AAV3

Y252 Y252—F
Y272 Y272—F
Y444 Y444—F
Y500 F501

Y700 Y701—F
Y704 Y705F
Y730 Y731—F

Se muestran los restos de tirosina (Y) expuestos en la superficie en las capsides de AAV2 y AAV3; las flechas
indican las mutagénesis dirigidas al sitio de restos de Y a fenilalanina (F) en las capsides de AAV3.

Un resto de tirosina, Y500 en AAV2, esta presente como F501 en AAV3. Ya que se ha demostrado que las
mutaciones de Y a F en varios serotipos de AAV potencian la expresion transgénica esquivando la ubiquitinacion y la
degradacién mediada por el proteasoma (Zhong et al., 2008; Petrs-Silva et al., 2009; Qiao et al., 2010; Taylor and
Ussher et al., 2010), se razon6 que la mutacién de F501 de vuelta a un resto de tirosina podria reducir la eficacia de
la transduccion de vectores AAV3. Se comprobé esta hipétesis generando un vector AAV3 mutante en el que se
sustituyo el resto de fenilalanina por un resto de tirosina (F501Y). Se compar6 la eficacia de la transduccién en el
vector mutante con su homologo de tipo silvestre (WT) AAV3 usando células Huh7 en condiciones idénticas. Como
puede observarse en la FIG. 15A, se redujo el alcance de la expresion de transgén mediada por el vector mutante
F501Y en ~50 %, en comparacion con el vector WT AAV3.

Para comprobar adicionalmente la hipoétesis de que las mutaciones de tirosina en las capsides de AV3 podrian
provocar una reduccion de la fosforilacion mediada por EGFR-PTK, seguida de una ubiquitinaciéon reducida y una
degradacién mediada por el proteasoma deteriorada que da como resultado una expresion transgénica aumentada,
se modificaron los seis restos de tirosina expuestos en la superficie en las capsides de AAV3 y se sustituyeron con
restos de fenilalanina (tirosina-fenilalanina, Y-F). Cada uno de los vectores mutantes individuales que encapsidaban
los genomas de scAAV2-CBAp-EGFP se pudieron empaquetar con éxito. Se determinaron los titulos de vector de
los mutantes tanto por transferencias de ranura de ADN cuantitativas como por gPCR y no se observaron diferencias
significativas en la eficacia de empaquetado. Se analiz6 la eficacia de transduccién de cada uno de los vectores
mutantes en las tirosinas y se compard con el vector WT scAAV3-CBAp-EGFP en células tanto Huh7 (FIG. 15B)
como Hep293TT (FIG. 15C) en condiciones idénticas. A partir de estos resultados, resulta evidente que la eficacia
de la transduccién de los tres vectores mutantes en las tirosinas (Y701F, Y705F y Y731F) es significativamente
mayor con el vector WT scAAV3. Especificamente, la eficacia de la transduccion del vector Y731F fue ~8 veces
mayor que la del vector WT, seguido de los vectores Y705F (~3 veces) y Y701F (~2 veces).

Multiples mutaciones en los restos de tirosina expuestos en la superficie mejoran adicionalmente la eficacia
de la transduccioén de vectores AAV3.

En los ejemplos anteriores que implicaban vectores AAV2 con mutaciones Y-F, se observd que combinaciones
especificas de las mutaciones individuales mas eficaces de los restos de tirosina expuestos en la superficie
aumentaron adicionalmente la eficacia de la transduccién de vectores AAV2 (Markusic et al., 2010). Para examinar si
se puede lograr una mejora similar con vectores AAV3, se construyeron los siguientes vectores AAV3 dobles y
triples mutantes: Y701+731F, Y705+731F e Y701+705+731F. Cada uno de estos vectores mutantes se empaquetd
con titulos similares, segun se determin6 tanto con transferencias de ADN en ranura cuantitativas como con la
gPCR. La eficacia de transduccion de estos mutantes multiples se comparé con los vectores WT y mutante individual
Y731F AAV3 en células Huh7 en condiciones idénticas. Estos resultados se muestran en la FIG. 16A. Tal como se
puede observar, mientras que la mutacién Y731F aument6 significativamente la eficacia de transduccion de vectores
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AAV3, como se habia observado anteriormente, solo una de las dobles mutaciones (Y705+731F) provoc6é un
aumento significativo adicional en la expresion transgénica. De forma interesante, la eficacia de transduccion tanto
de los vectores dobles mutantes (Y701+731F) y los triples mutantes (Y701+705+731F) se redujo a niveles similares
a los del vector WT AAV3. Después, se evalud la transduccién en células T47D y T74D+hHGFR de los mutantes de
tirosina individuales y multiples con mejor rendimiento en células de cancer de higado humanas (FIG. 16B). De
manera similar a las células de cancer de higado humanas, los vectores rAAV3 mutantes de tirosina provocaron una
alta eficacia de transduccion en ambos tipos celulares, con o sin expresion de hHGFR.

Para examinar la posibilidad de si la eficacia de la transduccion potenciada de los vectores mutantes Y-F se debia a
la mejora de una o mas funciones de receptor/correceptor celular putativo adicional, se usaron vectores WT, Y731F
y Y705+731F scAAV3-CBAp-EGFP mutantes para transducir células Huh7 en ausencia o presencia de 5 ug/ml de
hHGF en condiciones idénticas. Estos resultados se muestran en la FIG. 16C. Como resulta evidente, la presencia
de hHGF inhibi6 drasticamente la eficacia de la transduccion y de la expresion transgénica de los tres vectores
AAV3, lo que es coherente con la interpretacion de que los vectores mutantes en tirosina también utilizan hHGFR
como receptor/correceptor celular para la entrada virica.

Los vectores AAV3 transducen a tumores hepaticos humanos en modelos de xenoinjerto murinos. Para
demostrar que los vectores AAV3 también pueden transducir tumores de HB y CHC humanos en un modelo de ratén
de xenoinjerto in vivo, se inyectaron por via subcutanea ~5 x 10° células de CHC (Huh7) o HB (Hep293TT) en
ratones NOD/Scid gamma (NSG). Cuatro semanas después, cuando los tumores eran claramente visibles y
palpables en ambos grupos de animales, se inyectaron ~2 x 10'° vgs de vectores scAAV3-CBAp-EGFP directamente
en los tumores. Cuatro dias después de las inyecciones de vector, se extirparon los tumores y se examinaron
secciones finas bajo un microscopio de fluorescencia. Estos resultados indicaron que los vectores AAV3 eran
eficaces para transducir tumores tanto CHC (FIG. 17A) como HB (FIG. 17B) humanos in vivo. De manera coherente
con los datos in vitro, la eficacia de la transduccion de los vectores AAV3 fue mayor en tumores derivados de células
Hep293TT que en los tumores derivados de células Huh7.

Los vectores AAV3 mutantes en tirosina optimizados son altamente eficaces para transducir tumores
hepaticos humanos en xenoinjertos murinos. A continuacién, se evaluaron in vivo adicionalmente los vectores
AAV3 dobles mutantes en tirosina con mejor rendimiento para la transferencia génica en xenoinjertos de tumores
hepaticos humanos. En el primer conjunto de estudios, se inyectaron por via intratumoral ~5 x 10'° vgs de los
vectores de tipo silvestre (WT) scAAV3 o Y705+731F-AAV3-CBAp-EGFP en ratones NSG que portaban tumores de
HB (Hep293TT) humanos. Cuatro dias después de las inyecciones de vector, se extirparon los tumores y se
examinaron secciones finas bajo un microscopio de fluorescencia (FIG. 17C). Tal como se puede observar, los
tumores a los que se inyectaron los vectores WT-AAV3 mostraron niveles detectables de expresion de EGFP. La
eficacia de la transduccion de los vectores AAV3 dobles mutantes en tirosina fue significativamente mayor, en
comparacioén con los vectores WT AAV3, lo que es coherente con los datos in vitro.

En el segundo conjunto de estudios, se inyectaron a través de la vena caudal ~5 x 10"" vgs del vector WT-scAAV3-
CBAp-EGFP o del vector Y705+731F-scAAV3-CBAp-EGFP en ratones NSG que portaban tumores de HB humanos
(Hep293TT). Como control adecuado se usaron inyecciones de suero salino tamponado con fosfato (PBS). Mientras
que se produjo poca expresion transgénica en los tumores de ratones a los que se inyectd PBS (FIG. 18A), se pudo
lograr un direccionamiento directo al tumor después de la administracion sistémica de los vectores AAV3. Esta
eficacia de la transduccién de los vectores AAV3 mutantes en tirosina optimizados (FIG. 18C), nuevamente, fue
significativamente mayor que la de los vectores WT AAV3 (FIG. 18B). Estos datos sugieren que el aumento de la
eficacia de la transduccion de los vectores AAV3 mutantes en la tirosina era independiente de la via de
administracion del virus.

HGFR es una tirosina cinasa receptora transmembrana y la uniéon de su ligando, HGF, da como resultado la
dimerizacion del receptor y la transfosforilacion intermolecular de mdltiples restos de tirosina en el dominio
intracelular. (Liu et al., 2008). Aunque es evidente que la capside de AAV3 interactia con el dominio extracelular de
hHGFR, no es tan obvio si la union de AAV3 a hHGFR también provoca la activacion y fosforilacion de las proteinas
diana aguas abajo. De hecho, los datos demuestran que la supresion de la actividad de hHGFR-PTK provoca un
modesto aumento en la expresion transgénica mediada por el vector AAV3. En este contexto, es interesante
destacar que la eficacia de la transduccioén de los vectores AAV3 es significativamente mayor en una linea celular de
hepatoblastoma humano (HB) recientemente establecida, Hep293TT, en comparaciéon con la misma en una linea
celular de HB, Huh6, que se establecid hace aproximadamente tres décadas. Aunque pueden existir diferencias
sutiles entre las dos lineas celulares, se han identificado mutaciones especificas en el dominio de tirosina cinasa de
hHGFR en las células Hep293TT, que la hace inactiva y que el inhibidor de cinasa especifico de hHGFR, BMS-
777607, que aumenta la eficacia de la transduccion en células Huh6, tiene poco efecto en la eficacia de la
transduccién de AAV3 en células Hep293TT.

A pesar del uso de dos receptores de factor de crecimiento distintos como correceptores por AAV2 (hFGFR1) y
AAV3 (hHGFR), los dos serotipos parecen compartir ciertas vias de entrada y trafico intracelular después del
receptor. Por ejemplo, ambas capsides se fosforilan en los restos de tirosina por EGFR-PTK, posiblemente en los
endosomas tardios, seguido de ubiquitinacion, lo que provoca la degradacién mediada por el proteasoma. (Zhong et
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al., 2008). Sin embargo, aunque 6 de las 7 tirosinas expuestas en la superficie en AAV2 se encuentran conservadas
en AAV3, los patrones de comportamiento de los mutantes de Y-F correspondientes son hasta cierto punto
divergentes. Por ejemplo, Y730F (para AAV2) e Y731F (para AAV3) son los mutantes individuales mas eficaces,
seguidos de Y444F (para AAV2) e Y705F (para AAV3), la eficacia de la transduccién de Y444F (para AAV3)
permanece inalterada. De manera similar, aunque la eficacia de la transduccién del doble mutante Y730+444F (para
AAV2) no es significativamente diferente a la de Y730F, la eficacia de la transduccién del doble mutante Y705+731F
(para AAV3) es significativamente mayor que la de Y731F. Asimismo, el triple mutante Y730+500+444F (para AAV2)
es el mas eficaz, el triple mutante Y731+501+705F (para AAV3) es el mas eficaz, habiéndose ya mutado el resto
Y501 en la capside de WT AAV3. De forma interesante, incluso los vectores WT AAV3 fueron capaces de transducir
tumores hepaticos humanos razonablemente bien en un modelo de xenoinjerto en ratones in vivo después de la
inyeccion intratumoral. Sin embargo, se han aportado pruebas de que el vector mutante en la tirosina dio como
resultado una mayor eficacia de transferencia génica in vivo.

El cancer de higado humano, especialmente el carcinoma hepatocelular, es uno de los tumores malignos mas
agresivos. El principal obstaculo para la supervivencia con CHC es la recurrencia tras la reseccién del CHC (Tang,
2005). Por lo tanto, es deseable la transduccion del 100 % de las células a fin de eliminar completamente el tumor.
En estudios previos, se observo que la melitina, un péptido téxico procedente del veneno de abeja, inhibe la
viabilidad y motilidad de las células de CHC tanto in vitro como in vivo mediante la supresion de la via dependiente
de Rac1 (Liu et al., 2008) y la regulacién positiva de la proteina de la membrana mitocondrial 7A6 (Zhang et al.,
2007). Se ha demostrado que la melitina induce la apoptosis de células de CHC, potencialmente mediante la
activacion de la via de sefalizacion de CaMKII/TAK1/JNK/p38 (Wang et al., 2009).

Basandose en estudios anteriores con vectores adenoviricos que contienen el gen para melitina dirigido por un
promotor especifico de células de cancer de higado tanto in vitro como in vivo (Ling et al., 2005), este ejemplo
proporciona vectores de AAV3-melitina mutantes en tirosina optimizados bajo el control de un promotor especifico de
células de cancer de higado que puede usarse para dirigirse de manera especifica al cancer de higado tanto
primario como metastasico.

EJEMPLO 4 - TRANSDUCCION DE ALTA EFICACIA DE CELULAS DENDRiTICAS PROCEDENTES DE
MONOCITOS HUMANOS MEDIANTE VECTORES AAV2 RECOMBINANTES CON LA CAPSIDE MODIFICADA

Las células dendriticas (DC) son células presentadoras de antigenos (APC), que desempefian un papel crucial en la
regulacion de la respuesta inmunitaria adaptativa. Las DC son APC dUnicas y se han denominado APC
"profesionales”, ya que la principal funcion de las DC es presentar antigenos y debido a que unicamente las DC
tienen la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria primara en los linfocitos T virgenes quiescentes
(Banchereau y Steinman, 1998). Aunque puede detectarse una respuesta inmunitaria antitumoral de origen natural
en los pacientes, esta respuesta no logra controlar el crecimiento tumoral. Por otro lado, las DC procedentes de
monocitos (moDC) generadas ex vivo en presencia de factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF) e interleucina 4 (IL-4) poseen la capacidad de estimular a los linfocitos T especificos de antigeno tras la
expresion endogena de los antigenos. (Chapuis et al, 1997; den Brok ef al., 2005). Por este motivo, se han
estudiado exhaustivamente las DC genéticamente modificad y se han iniciado numerosos ensayos clinicos de fase |
y Il que evallan la eficacia de las DC en pacientes con cancer. (Figdor et al., 2004; Palucka et al, 2011). Sin
embargo, los métodos actuales para la carga de DC son inadecuados en cuanto a la viabilidad celular, la
incertidumbre relativa a la longevidad de la presentacion de antigenos y a las restricciones por el haplotipo del
paciente. (Palucka et al., 2011).

La posibilidad de manipular los genomas viricos mediante técnicas biotecnoldgicas, junto con la reciente
identificacion de diversos antigenos asociados a tumores (TAA), ha despertado el interés en el uso de virus
recombinantes para expresar TAA con la esperanza de inducir una respuesta inmunitaria antitumoral protectora en
los pacientes. (Liu, 2010; Robert-Guroff, 2007). Entre los diferentes métodos para el suministro de genes, los
vectores basados en el parvovirus humano, el virus adenoasociado de serotipo 2 (AAV2), han atraido gran atencion
principalmente debido a la naturaleza no patégena de este virus y a su capacidad para mediar la expresion génica
terapéutica sostenida a largo plazo. (Daya y Berns, 2008; Mueller y Flotte, 2008; Srivastava, 2008). Se ha
demostrado la transduccion exitosa de diferentes subconjuntos de DC por diferentes serotipos de uso comuin de
vectores AAV y se ha analizado la potencial ventaja de una vacuna antitumoral a base de AAV. (Pannazhagan ef al.,
2001; Veron et al., 2007; Mahadevan et al., 2007; Shin et al, 2008; Taylor y Ussher, 2010). Sin embargo, se
necesitan mejoras adicionales en la transferencia génica mediante vectores AAV recombinantes a las DC en cuanto
a la especificidad y la eficacia de la transduccién para lograr un impacto significativo cuando se usan como vacuna
antitumoral.

La proteina tirosina cinasa del factor de crecimiento epidérmico celular (EGFR-PTK) tiene un impacto negativo en el
transporte nuclear y la consiguiente expresion transgénica mediante vectores AAV2 recombinantes debido a la
fosforilacion de las capsides en los restos de tirosina de la superficie. (Zhong et al., 2007). Estos estudios dieron
como resultado el desarrollo de vectores AAV2 recombinantes punteros que contenian mutaciones puntuales en los
restos de tirosina expuestos en la superficie que transducen a diversas células y tejidos con una alta eficacia a dosis
menores en comparacion con el vector de tipo silvestre (WT). (Zhong et al., 2008). Sin embargo, dichos vectores
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mutantes en la tirosina individuales o multiples no lograron aumentar la eficacia de la transduccion de las DC
procedentes de monocitos (moDC) en mas de 2 veces, probablemente debido a los niveles de expresion y/o
actividad mas bajos de EGFR-PTK, en comparacién con los de las células Hela o los hepatocitos. (Taylor y Ussher,
2010).

Las serina/treonina proteina cinasas estan implicadas en una gran variedad de procesos celulares, tales como la
diferenciacion, la regulacion de la transcripcion y el desarrollo de diversos tipos celulares, incluyendo las células
inmunitarias. Dichas cinasas también pueden regular negativamente la eficacia de la transferencia génica mediada
por vectores AAV recombinantes mediante la fosforilacion de los restos de serina y/o treonina expuestos en la
superficie de la capside virica y la redireccion de los vectores hacia la degradacion mediada por el proteasoma. En el
presente ejemplo, se documentd lo siguiente: (i) La mutagénesis dirigida al sitio de los 15 restos serina (S)
expuestos en la superficie de la capside de AAV2 a restos de valina (V) ocasiona una eficacia mejorada de la
transduccion de los vectores mutantes S458V, S492V y S662V en comparacion con el vector WT AAV2; (ii) El vector
mutante S662V transduce de manera eficaz a las células dendriticas procedentes de monocitos humanos (moDC),
un tipo celular no faciimente susceptible a la transduccion mediante los vectores AAV convencionales; (iii) La alta
eficacia de transduccién de moDC mediante el mutante S662V no induce cambio fenotipico alguno en estas células;
y (iv) los vectores S662V recombinantes que codifican un gen de telomerasa humano truncado (hTERT), usado para
transducir las DC, da como resultado una rapida proliferaciéon clonal de linfocitos T especificos y la generaciéon de
CTL robustos, lo que provoca una lisis celular especifica de células K562.

MATERIALES Y METODOS

Células y anticuerpos. Se obtuvieron células HEK293, HeLa y NIH3T3 de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
y se mantuvieron en forma de cultivos de monocapa en DMEM (Invitrogen) complementado con FBS al 10 %
(Sigma) y antibioéticos (Lonza). Las células mononucleares de sangre periférica procedentes de leucaféresis (PBMC)
(AllCells) se purificaron en Ficoll-Paque (GE Healtcare), se resuspendieron en medio AIM-V asérico (Lonza) y se
incubaron las fracciones de células semiadherentes durante 7 dias con IL-4 humana recombinante (500 U/ml) y GM-
CSF (800 U/ml) (R&D Systems). La maduracion de las células se inicid6 con una mezcla de citocinas que incluia
10ng/ml de TNF-a, 10ng/ml de IL-1, 10 ng/ml de IL-6 y 1 mg/ml de PGE2 (R&D Systems) durante 48 h. Antes de la
expresion de EGFP, se caracteriz6 la expresion de moléculas coestimuladoras de las células para asegurarse de
que cumpliesen con el fenotipo tipico de las células dendriticas maduras (mDC) (CD80, RPE, IgG1 murina; CD83,
RPE, IgG1 murina; CD86, FITC, IgG1 murina; Invitrogen). (Jayandharan ef al., 2011)

Mutagénesis dirigida al sitio. Se llevé a cabo una PCR en dos etapas con el plasmido pACG2 como se ha descrito
anteriormente (Wang y Malcolm, 1999) usando Turbo Pfu Polimerasa (Stratagene). Brevemente, en la etapa uno, se
llevaron a cabo dos reacciones de extension PCR en tubos separados para el cebador de PCR directo e inverso
durante 3 ciclos. En la etapa dos, se mezclaron las dos reacciones y se llevo a cabo una reaccion PCR durante 15
ciclos adicionales, seguida de digestién con Dpnl durante 1 h. Se disefiaron cebadores para introducir cambios de
serina (TCA o AGC) a valina (GTA o GTC) para cada uno de los restos mutados.

Produccion de vectores AAV recombinantes. Se generaron vectores AAV2 recombinantes que contenian el gen
de EGFP dirigido por el promotor de -actina de pollo, como se ha descrito anteriormente (Zologukhin et al., 2002).
Brevemente, se transfectaron células HEK293 usando polietilenimina (PEI, lineal, PM 25.000, Polysciences, Inc.).
Setenta y dos horas después de la transfeccion, se recogieron las células y se purificaron los vectores mediante
centrifugacion de gradiente de iodixanol (Sigma) y cromatografia en columna de intercambio iénico (HiTrap Sp Hp
5 ml, GE Healthcare). Después, se concentro el virus y se intercambié el tampén en tres ciclos a solucién de Ringer
lactada usando concentradores por centrifugaciéon (Apollo, corte de 150 kDa, 20 ml de capacidad, CLP) (Cheng et
al., 2011). Se trataron diez pl del virus purificado con DNAsa | (Invitrogen) durante 2 h a 37 °C, después, 2 h mas
con proteinasa K (Invitrogen) a 56 °C. La mezcla de reaccién se purificd con fenol/cloroformo, seguido de tratamiento
con cloroformo. EI ADN empaquetado se precipitd con etanol en presencia de 20 yg de glucégeno (Invitrogen). Se
determinaron los titulos de particulas de AAV resistentes a DNAsa | mediante RT-PCR con el siguiente par de
cebadores, especificos para el promotor de CBA:

Directo 5-TCCCATAGTAACGCCAATAGG-3' (SEQ ID NO: 18),
Inverso 5'-CTTGGCATATGATACACTTGATG-3' (SEQ ID NO: 19)
y mezcla maestra para PCR SYBR Green (Invitrogen) (Aslanidi et al., 2009).

Ensayos de transducciéon de vectores AAV recombinantes in vitro. Se transdujeron células HEK293 o
dendriticas procedentes de monocitos (moDC) con vectores AAV2 con 1.000 vgs/célula o 2.000 vgs/célula,
respectivamente y se incubaron durante 48 h. Como alternativa, se pretratdo a las células con 50 uyM de los
inhibidores selectivos de serinal/treonina cinasa, ferc-butil éster-9 isopurina del acido 2-(2-hidroxietilamino)-6-
aminohexilcarbamico (para CaMK-Il), antra[l,9-cd]pirazol-6(2H)-ona, 1,9-pirazoloantrona (para JNK) y 4-(4-
fluorofenil)-2-(4-metilsulfinilfenil)-5-(4-piridil) 1H-imidazol (para MAPK) (CK59, inhibidor 2 de JNK, PD 98059,
Calbiochem), 1 h antes de la transduccién. La expresion transgénica se evalué como el area total de fluorescencia
verde (pixel?) por campo visual (media + DT) como se ha descrito con anterioridad (Markusic et al., 2011;
Jayandharan ef al., 2011). Se us6 analisis de la varianza para comparar los resultados del ensayo y el control, que
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se determinaron como estadisticamente significativos.

Anadlisis de transferencia de Western. Se llevé a cabo analisis de transferencia de Western como se ha descrito
anteriormente. (Akache et al, 2006). Las células se recogieron por centrifugacién, se lavaron con PBS y se
resuspendieron en tampon de lisis que contenia TrisHCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 120 mM, Nonidet P-40 al 1 %, glicerol
al 10 %, Na4P207 10 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF), EDTA 1 mM y EGTA 1 mM complementado
con mezcla de inhibidores de proteasa y fosfatasa (Conjunto 2 y 3, Calbiochem). La suspension se incubd sobre
hielo durante 1 h y se aclar6 por centrifugacién durante 30 min a 14.000 rpm a 4 °C. Después de la normalizacion
respecto de la concentracion de proteina, se separaron las muestras usando electroforesis en poliacrilamida al
12 %/SDS, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se sondaron con anticuerpos primarios, mAb de
conejo anti-p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), mAb de conejo anti-p38 MAPK total y mAb de conejo anti-GAPDH
(1:1000, CellSignaling), seguidos de anticuerpos secundarios ligados a peroxidasa de rabano picante (1:1000,
CellSignaling).

Generacion de linfocitos T citotéxicos especificos y ensayo de citotoxicidad. Se generaron células dendriticas
procedentes de monocitos (moDC) como se ha descrito anteriormente. Las DC inmaduras se infectaron con vectores
AAV2-S662V que codifican el ADNc de telomerasa humana, separado en dos ORF solapantes, hTERT838-2229 y
hTERT2042-3454, a una MOI de 2.000 vgs/célula de cada uno. Después, se dejé que las células sufriesen
estimulacion con suplementos para inducir la maduracion. Después de 48 h, se recogieron las DC maduras que
expresaban hTERT y se mezclaron con las PBMC a una relacion de 20:1. Las CTL se cultivaron en medio AIM-V
que contenia IL-15 humana recombinante (20 Ul/ml) e IL-7 (20ng/ml) a razén de 20 x 108 células en matraces de
25 cm?. Se afadieron citocinas frescas cada 2 dias. 7 dias después del cebado, se recogieron las células y se
usaron para ensayos de eliminacion (Heiser et al., 2002). Se gener6 una curva de eliminacion y se determino la lisis
celular especifica mediante analisis FACS de las proporciones de células vivas/muertas como se ha descrito
anteriormente (Mattis et al, 1997). Como diana, se usé la linea celular de leucemia mielégena humana
inmortalizada, K562.

Analisis Estadistico. Los resultados se presentan como la media + DT. Se identificaron las diferencias entre grupos
usando una distribuciéon de dos colas agrupadas-desemparejadas de la prueba de la T de Student. Los valores de p
< 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS

La inhibicion de serina/treonina cinasa celular especifica aumenta la eficacia de la transduccién de los
vectores rAAV2. En estudios previos, se demostré que la inhibicion de la actividad de proteina tirosina cinasa
receptora del factor de crecimiento epidérmico celular (EGFR-PTK) y la mutagénesis dirigida al sitio de los 7 restos
de tirosina expuestos en la superficie aumentaba significativamente la eficacia de la transduccién de los vectores
AAV2 impidiendo la fosforilacién de estos restos, esquivando de este modo la ubiquitinacién y la posterior
degradacion mediada por el proteasoma de los vectores (Zhong et al., 2008). Sin embargo, las capsides de AAV2
también contienen 15 restos de serina expuestos en la superficie, que potencialmente pueden fosforilarse por las
serina/treonina cinasas celulares ampliamente expresadas en diversos tipos celulares y tejidos. Para contrastar la
hipétesis de que la inhibicién de dicha actividad cinasa puede impedir la fosforilacion de los restos de serina
expuestos en la superficie y de este modo mejorar el trafico intracelular y el transporte nuclear de los vectores AAV2,
se usaron varios inhibidores especificos disponibles comercialmente de serina/treonina cinasas celulares, incluyendo
la proteina cinasa Il dependiente de calmodulina (CamK-Il), la cinasa N-terminal c-Jun (JNK); y la proteina cinasa
activada por mitogeno (p38 MAPK). Se pretrataron células HEK293 con inhibidores especificos, tales como terc-butil
éster-9 isopurina del acido 2-(2-hidroxietilamino)-6-aminohexilcarbamico (para CaMK-Il), antra[l,9-cd]pirazol-6(2H)-
ona, 1,9-pirazoloantrona (para JNK) y 4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfinilfenil)-5-(4-piridil) 1H-imidazol (para p38 MAPK)
durante 1 h a diversas concentraciones. Posteriormente, se transdujeron las células con vectores AAV2 tanto
monocatenarios (ss) como autocomplementarios (Sc) a razén de 1.000 genomas de vector (vgs) por célula. Estos
resultados indicaron que todos los inhibidores, a una concentracion éptima de 50 uM, aumentaron significativamente
la eficacia de transduccion de los vectores ssAAV2 y scAAV2, siendo el inhibidor de p38 MAPK el mas eficaz (FIG.
19A y FIG. 19B). Esta observacion sugiere, aunque no demuestra, que el aumento en la eficacia de la transduccion
se debia mas probablemente a la prevencion de la fosforilacion de las capsides del vector en lugar de a una sintesis
de ADN mejorada de la segunda hebra virica.

La mutagénesis dirigida al sitio de los restos de serina expuestos en la superficie en la capside de AAV2 mejora la
expresion transgénica mediada por vector de AAV2. La capside de AAV2 contiene 50 restos de serina (S) en la
region comun de la proteina virica 3 (VP3) de las tres VP de la capside, de las cuales 15 (S261, S264, S267, S276,
S384, S458, S468, S492, S498, S578, S658, S662, S668, S707, S721) se encuentran expuestas en la superficie.
(Xie et al., 2002). Cada uno de los 15 restos de S se sustituy6 por valina (V) mediante mutagénesis dirigida al sitio
del modo descrito (Zhong et al., 2008). La mayoria de los mutantes pudieron generarse a titulos similares a los de
los vectores WT AAV2, con la excepcion de S261V, S276V y S658V, que se produjeron con titulos ~10 veces
menores y S267V y S668V, que no produjeron niveles detectables de particulas de vector resistentes a DNAsa I. Los
titulos de los mutantes de S468V y S384V fueron ~3-5 veces mayores que los de los vectores WT AAV2. Se evalud
la eficacia de transducciéon en células HEK293 de cada uno de los vectores mutantes de S-V. Estos resultados,
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mostrados en la FIG. 20, indican que de los 15 mutantes, el mutante S662V transdujo a células HEK293 de un modo
~20 veces mas eficaz que su homologo WT. La eficacia de la transduccion de los vectores mutantes S458V y S492V
aumentd en ~4 y 2 veces, respectivamente. Las posiciones de estos tres restos de serina expuestos en la superficie
criticos en la capside de AAV2 se muestran en la FIG. 21A y la FIG. 21B. No se observé un aumento adicional en la
eficacia de la transduccion con los dobles mutantes (S458+662V y S492+662V) o el triple mutante
(S458+492+662V), lo que indica que a diferencia de algunos de los mutantes de tirosina, la combinaciéon de multiples
mutaciones en los restos de serina no era ni aditiva ni sinérgica. De forma interesante, la eficacia de la transduccién
de los mutantes S468V y S384V, que se produjeron a titulos mayores que los vectores WT AAV2, permanecio sin
cambios (S468V) o se redujo ~10 veces (S384V) a la misma multiplicidad de infeccion (MOI). Estos datos se
resumen en la FIG. 34.

La sustitucion de S662 con diferentes aminoacidos tiene diversos efectos en el ensamblaje de la capside de AAV2 y
en la expresion transgénica mediada por vector AAV2. Ademas de la sustitucion de S a V en la posicion 662,
también se generaron los 7 mutantes a continuacion con diferentes aminoacidos: S662—Alanina (A),
S662—Asparagina (N), S662—Acido aspartico (D), S662—Histidina (H), S662—lsoleucina (I), S662—Leucina (L) y
S662—Fenilalanina (F) y se evalué su eficacia de transduccion en células 293. Estos resultados, mostrados en la
FIG. 22 y resumidos en la FIG. 35, demuestran que la sustitucién de S con V dio lugar a la produccion del mutante
mas eficaz sin cambio alguno en los titulos de vector. El reemplazo de S con N, I, L o F redujo la eficacia del
empaquetado ~10 veces, sin un efecto significativo en la eficacia de la transduccion, mientras que la sustitucién de D
o H aumento la eficacia de la transducciéon ~8 veces y ~4 veces, respectivamente, sin efecto en los titulos de vector.
De forma interesante, la sustitucion de S a A aument6 el titulo virico hasta ~5 veces y mejor6 la expresién
transgénica ~3 veces en comparacién con el vector WT AAV2. La variabilidad observada en los titulos y la
infectividad de los mutantes de serina en la posicién 662 sugiere el papel critico que desempefia cada uno de los
aminoacidos en la modulacién tanto de la eficacia de empaquetado como en la actividad biolégica de AAV2.

La eficacia de la transduccion de los vectores S662V se correlaciona con la actividad de p38 MAPK. Ya que todos
los datos de expresion transgénica mediada por el vector S662V hasta ahora procedian de células 293, se
extendieron estos estudios para incluir los siguientes tipos celulares: (i) NIH3T3 (fibroblastos embrionarios de ratén),
(ii) H2.35 (hepatocitos fetales de ratdn), (iii) HeLa (células procedentes de cancer de cuello de utero humanas) y (iv)
células dendriticas procedentes de monocitos humanos (moDC). Se transdujeron estos tipos celulares con los
vectores WT scAAV2-EGFP o S662V scAAV2-EGFP a una MOI de 2.000 vgs por célula en condiciones idénticas.
Se evaluod la expresion génica de EGFP 48 h después de la infeccién (p.i.) para Hela, 293 y moDC y 5 dias p.i. para
células H2.35 y NIH3T3. Estos resultados se muestran en la FIG. 23A. Tal como se puede observar, aunque las
diferencias absolutas en la eficacia de transduccion entre los vectores WT y S662V mutantes varié de ~3 veces (en
células H2.35) a ~20 veces (en células 293), el vector mutante fue consistentemente mas eficaz en cada tipo celular
ensayado. Ya que el pretratamiento de las células con un inhibidor de p38 MAPK celular fue el mas eficaz para
aumentar la eficacia de la transduccion (FIG. 19A y FIG. 19B), los inventores examinaron si las diferencias
observadas en la eficacia de la transduccion de los vectores WT y mutantes se debia o no a variaciones en los
niveles de expresion y/o la actividad de la p38 MAPK celular. Se analizaron lisados celulares preparados a partir de
cada tipo celular en transferencias de Western sondadas con anticuerpos especificos para detectar los niveles tanto
de p38 MAPK total como de fosfo-p38 MAPK. Como control de carga se us6 GAPDH. Estos resultados, mostrados
en la FIG. 23B, indican que aunque los niveles de proteina p38 MAPK eran similares, la actividad cinasa,
determinada mediante el nivel de fosforilacion, varid significativamente entre los diferentes tipos celulares y la
eficacia de la transduccion del vector mutante S662V se correlaciond vagamente con la actividad de p38 MAPK.
Estas correlaciones aproximadas entre la actividad de p38 MAPK vy la eficacia del vector mutante S662V pueden
explicarse probablemente por las diferentes susceptibilidades celulares a la infeccion con AAV, al nimero general de
particulas viricas que entraron en la célula después de la infeccion primaria. Sigue sin aclararse qué etapas
concretas en el ciclo vital de AAV se modulan mediante la fosforilacion mediada por p38 MAPK. También es posible
que otras serinaltreonina cinasas contribuyan a la diferencia en la eficacia de la transduccién por los vectores S662V
y WT. De forma interesante, sin embargo, la transduccion por los vectores WT-AAV2 no provoco la regulacion
positiva de p38 MAPK en células 293 o en moDC, lo que respalda un informe previo de que AAV no induce cambios
fenotipicos robustos en moDC (Markusic et al., 2011).

La transduccion mediada por el vector S662V de moDC humanas primarias no provoca alteraciones
fenotipicas. Los miembros de la familia de MAPK desempefian papeles importantes en el desarrollo y la
maduracién de las APC. Se trataron moDC aisladas de leucaféresis de donantes sanos con inhibidores de cinasa
selectivos 50 yM como se ha descrito anteriormente y después se transdujeron con vectores WT scAAV2-EGFP.
Dos horas p.i., se traté a las células con suplementos (TNF-a, IL-1B, [1-6, PGE2) para inducir la maduracién. La
expresion transgénica de EGFP se evalué 48 h p.i. mediante microscopia de fluorescencia. El pretratamiento de las
moDC con inhibidores especificos de JNK y p38 MAPK aument6 los niveles de expresion de EGFP ~2 veces y ~3
veces, respectivamente y se mejoro la eficacia de la transduccion ~5 veces con los vectores mutantes S662V (FIG.
24). Ya que se ha informado previamente que la inhibicién de estas cinasas impide la maduracién de las células
dendriticas (Beisleve et al., 2005; Nakahara et al., 2006; Nakahara et al., 2004; Harley, 2008), también se evalu6 la
capacidad del mutante S662V para inducir cambios fenotipicos en DC. Se infecté a moDC con una MOI cada vez
mayor de hasta 50.000 vgs por célula, se recogieron a las 48 h p.i. y se analizaron mediante clasificacion celular
activada por fluorescencia (FACS) respecto de la regulacion positiva de moléculas coestimuladoras de la superficie.
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Los analisis por citometria de flujo de los marcadores de maduracion de DC, tales como CD80, CD83 y CD86
indicaron que, de manera similar a los vectores WT AAV2, los vectores mutantes S662V tampoco indujeron la
maduracion de las moDC (FIG. 24C). Esta observacion respalda la baja inmunogenicidad anteriormente descrita de
los vectores AAV. (Shin et al., 2008; Jayandharan et al., 2011).

Generacion de CTL especificos para hTERT mediante moDC transducidas con vectores AAV2-S662V. Ya que
la expresion transgénica mediada por el vector AAV2 mutante en serina en moDC se mejoré significativamente en
comparacion con los vectores WT-AAV2, se examino la capacidad de las moDC cargadas con S662V para estimular
la generacion de linfocitos T citotdxicos y efectuar la eliminacion especifica de la célula diana. Dado que la
telomerasa humana se reconoce como una diana anticancer unica (Harley, 2008; Beatty y Vonderheide, 2008)
expresada comunmente en la mayoria de células cancerosas, se cloné un gen truncado de telomerasa humana
(hTERT) bajo el control del promotor de B-actina de pollo y se empaquetd el ADN en el mutante AAV2 S662V. Se
estimularon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) no adherentes que contenian hasta un 25 % de
células CD8 positivas una vez con moDC/hTERT suministrado por el vector S662V. Una linea celular de leucemia
mieldgena inmortalizada, K562, se us6 para un ensayo de fluorescencia de dos colores de citotoxicidad mediada por
células para generar una curva de eliminacion con la relacion celular efectora a diana posteriormente reducida. Los
resultados de estos experimentos, mostrados en la FIG. 25, sugieren que las moDC cargadas con hTERT pueden
estimular de manera eficaz la proliferacién clonal de linfocitos T especificos y la actividad de eliminacion, en
comparacion con moDC que expresan GFP. Por lo tanto, ya que son esenciales estrategias de inmunizacién que
generen respuestas efectoras rapidas y potentes para una inmunoterapia eficaz, estos resultados respaldan la
eficacia de los métodos de suministro basados en AAV para estudios de vacunacion.

ANALISIS

Aunque se ha demostrado en diversos ensayos clinicos la posibilidad de que las células dendriticas modificadas
genéticamente estimulen una respuesta de linfocitos T citotoxicos antitumorales especificos, no se ha desarrollado
anteriormente un método fiable para la carga del antigeno terapéutico, el control de la expresion y la presentacién de
antigenos (O'Neill y Bhardwaj, 2007; Tacken et al., 2007). Desde los primeros intentos de transducir células
dendriticas con vectores ssAAV convencionales hace aproximadamente una década (Pannazhagan et al., 2001), se
han hecho progresos significativos en el aumento de la eficacia de la transduccion de estos vectores. Por ejemplo, el
desarrollo de vectores AAV autocomplementarios (scAAV) ha evitado una importante etapa limitante de la velocidad
de la sintesis de la segunda hebra de ADN virico, lo que aumenta drasticamente los niveles de expresion
transgénica en diferentes subconjuntos de células dendriticas. (Shin et al., 2008; Aldrich et al., 2006; Wang et al.,
2003). El suministro de antigeno a base de vector AAV a células dendriticas se ha utilizado con éxito para varios
modelos de cancer. (Mahadevan et al., 2007; Eisold et al., 2007; Yu et al., 2008).

La flexibilidad estructural natural de AAV y los componentes viricos reguladores promueven una rapida evolucion
molecular y la formacién de numerosos serotipos serolégicos distintos (Gao ef al., 2003; Vandenberghe et al., 2009;
Wu et al., 2006). Varios estudios han demostrado que se puede aprovechar dicha plasticidad de AAV para generar
nuevos vectores con diferente tropismo celular y tisular (Wu et al., 2000; Girod et al., 1999). Otros estudios revelaron
que la sustitucion de un solo aminoacido en la capside virica puede afectar gravemente al titulo virico, la interaccion
con el receptor celular, el tropismo celular y el trafico desde el endosoma hasta el nucleo (Zhong et al., 2008; Wu et
al., 2006). Wu et al. (2006) han comunicado que el reemplazo de lisina a glutamina en la posicién 531 (K531E) en la
capside de AAV6 reduce la transferencia génica a hepatocitos de raton in vivo y la afinidad por la heparina. La
retromutacion (E531K) en la capside de AAV1 aumenté la transduccién en higado y confirié unién a heparina.

Los datos con los vectores de serotipo AAV2 indican que una sola sustitucion de tirosina a fenilalanina (Y—F) mejora
drasticamente el trafico virico desde el endosoma hasta el nucléolo, impidiendo la fosforilacién de la capside, la
posterior ubiquitinaciéon y la degradacion por medio del proteasoma (Zhong et al., 2008). Estos estudios han dado
lugar a la generacion de una serie de vectores con una eficacia de transduccién aumentada en diferentes tipos
celulares y tejidos. Dichos vectores se usaron para mejorar la transferencia génica de F.IX a hepatocitos murinos
para la correccién fenotipica de la hemofilia B (Markusic et al., 2011). Estos vectores AAV mutantes de tirosina
también provocaron una alta eficacia de la transducciéon de la retina de raton para el tratamiento potencial de
enfermedades oculares (Petrs-Zilva et al., 2009). Aunque el serotipo AAV6 ha demostrado una mayor eficacia de la
transduccion que AAV2 en células dendriticas (Veron ef al., 2007; Taylor y Ussher, 2010), estos estudios se han
centrado en AAV2 debido a que estos vectores se han estudiado mas exhaustivamente tanto en investigacién basica
como en situaciones clinicas, pero sin embargo, los vectores AAV6 pueden desarrollarse con una estrategia similar a
la descrita en el presente documento.

Es evidente que la fosforilacion de los restos de tirosina expuestos en la superficie en las capsides de AAV2 tiene un
impacto negativo en la eficacia de la transduccion de estos vectores, que puede aumentarse drasticamente mediante
el uso de inhibidores especificos de EGFR-PTK celular, que se sabe que fosforila a estos restos (Zhong et al., 2008).
En el presente ejemplo, se detall6 mas completamente el papel de la fosforilacion de los restos de serina en el ciclo
vital de los vectores AAV2.

De hecho, pudo aumentarse la eficacia de la transduccién de los vectores tanto ssAAV como scAAV mediante el
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pretratamiento de las células con inhibidores especificos de JNK y p38 MAPK, lo que implica que uno o mas restos
de serina y treonina expuestos en la superficie en la capside de AAV2 se fosforilan en el interior de la célula
hospedadora y que esta modificacion es perjudicial para el trafico de la capside al nucleo.

A continuacién, se muté individualmente cada uno de los 15 restos de serina expuestos en la superficie, pero solo
tres de estas mutaciones provocd un aumento en la eficacia de la transduccién en diferentes tipos celulares, que
vario de ~2 veces a ~20 veces. Sin embargo, a diferencia de los mutantes de tirosina (Markusic et al., 2011), la
combinacion de multiples mutaciones no aument6 la eficacia de transduccion ni de los vectores AAV2 dobles
mutantes (S458+662V y S492+662V) ni del triple mutante (S458+492+662V) in vitro. En este contexto, es
destacable que en un estudio de DiPrimio et al., (DiPrimio et al., 2008), en el que se caracteriz6 el bucle HI ubicado
entre las hebras H e | del barril  central conservado y contiene el resto S662, tanto la mutagénesis dirigida al sitio
como las sustituciones de péptido demostraron que esta region de la capside desemperia un papel crucial en el
ensamblaje de la capside de AAV y en el empaquetado del genoma virico (FIG. 22A y FIG. 22B) (Xie et al., 2002).
Aunque no se us6 especificamente como diana el resto S662 en estos estudios, la eficacia de la transduccion de la
mayoria de estos mutantes o bien no cambi6 o se redujo en hasta 27 veces. Se ha propuesto que el bucle HI, que
forma interacciones entre VP relacionadas con la simetria quintuple icosaédrica y se encuentra en la base de la
depresion que rodea a este eje, sufre una reorganizacién conformacional que abre el canal ubicado en el eje
quintuple icosaédrico después de la union de AAV2 a heparina (Levy et al., 2009). Los restos S458 y 492 estan
ubicados adyacentes entre si (contribuido por las VP relacionadas con la simetria) en la superficie externa de las
protrusiones (que rodean a los ejes triples icosaédricos) encarando a la depresion en los dos ejes dobles. La
mutacion previa de los restos adyacentes a S458A, S492A y S492T no tuvo efecto en el ensamblaje de la capside y
no dio como resultado un efecto en la eficacia de la transduccién (Lochrie et al., 2006), lo que confirma el papel
critico que desempefian aminoacidos particulares en la eficacia de empaquetado y la actividad biolégica de AAV.
Los analisis estructurales adicionales de estos datos revelaron lo siguiente: Para los tres mutantes con bajos
rendimientos, la cadena lateral de los restos interactua con atomos de la cadena principal del mismo monémero de
VP y S267V con un bajo titulo, interactia con D269 del mismo monomero. Para otra capside mutante, S668V, que
esta ubicada en el bucle HI y se ha demostrado que desempefia un papel en el ensamblaje de la capside (DiPrimio
et al., 2008), no se observé con la sustitucion una disrupcion evidente de la interacciéon. De forma interesante, todos
estos restos, independientemente del fenotipo de ensamblaje, se encuentran en posiciones de la interfaz, pero solo
458 y 492 estan implicados en interacciones entre VP. Los otros restos estan implicados unicamente en las
interacciones intra-VP, si los hay. Por lo tanto, es posible que los cambios en los mutantes con baja produccién de
capside o sin capside de como resultado un mal plegamiento para sus VP o la formacién de multimeros necesaria
para el ensamblaje cuando se cambian a alanina.

En una situacion de inmunoterapia tumoral, el tiempo de la activacién de linfocitos T y la potencia y longevidad de las
respuestas de linfocitos T CD8 son factores cruciales a la hora de determinar el resultado terapéutico. Por lo tanto,
los investigadores evaluaron ademas si el aumento de la eficacia de la transduccion de moDC mediante los vectores
AAV2 mutados en serina se correlaciond con un cebado superior de linfocitos T. Se usé la telomerasa humana como
una diana especifica ya que se ha demostrado en numerosos estudios y ensayos clinicos que es un candidato
atractivo para un antigeno de rechazo ampliamente expresado por muchos pacientes con cancer (Harley, 2008;
Beatty y Vonderheide, 2008). Estos resultados sugieren que la modificacion de la capside de AAV2 puede ser
beneficiosa en cuanto a la produccién de vectores mas especificos y eficaces para el suministro de genes.

También es importante que uno de los obstaculos principales, la induccién de inmunocompetencia en las respuestas
inmunitarias celulares contra los epitopos procedentes del vector y procedentes del transgén, puede superarse
probablemente no solo mediante la deficiencia para replicacion y ausencia de proteinas viricas expresadas por
AAV2 recombinante, sino también por el hecho de que se generara menos capside de las particulas viricas
modificadas por los proteasomas del hospedador y por lo tanto, proporcionan menos cantidad de material para su
presentacion.

EJEMPLO 5 -- OPTIMIZACION DE LA CAPSIDE DE VECTORES RAAV2

En la actualidad se usan vectores de virus adenoasociados (AAV) en una serie de ensayos clinicos de fase I/ll como
vehiculos de suministro para dirigirse a varios tejidos para lograr la expresion sostenida de genes terapéuticos (Daya
y Berns, 2008; Mueller y Flotte 2008; Srivastava 2008; Asokan et al., 2012; Flotte et al., 2012). Sin embargo, se
necesitan grandes dosis de vector para lograr beneficios terapéuticos. La necesidad de cantidades suficientes del
vector suponen un reto de produccion, asi como un riesgo de iniciar la respuesta inmunitaria del hospedador contra
el vector (High y Aubourg, 2011; Mendell et al., 2012, Mingozzi y High, 2011). Mas especificamente, inicialmente se
usaron vectores recombinantes basados en el serotipo AAV2 en un ensayo clinico para la terapia génica potencial
de la hemofilia B, pero en este ensayo, no se logré un nivel de expresion terapéutico del factor IX humano (hF.IX) a
dosis mas bajas del vector y a dosis mayores del vector, el nivel de expresion terapéutico de hF.IX tenia una vida
corta debido a una respuesta de linfocitos T citotoxicos (CTL) contra las capsides de AAV2 (Manno et al., 2006;
Mingozzi y High, 2007; Mingozzi et al., 2007).

En un ensayo mas reciente con vectores recombinantes basados en el serotipo AAVS8, se lograron niveles
terapéuticos de expresiéon de hF.IX, pero se observd una respuesta inmunitaria contra proteinas de la capside de
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AAVS8 (Aslanidi et al., 2012). Por lo tanto, resulta crucial desarrollar nuevos vectores AAV con una alta eficacia de la
transduccion que puedan usarse a dosis mas bajas. La proteina tirosina cinasa receptora del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR-PTK) afecta negativamente a la expresion transgénica a partir de vectores AAV2 recombinantes,
debido principalmente a la fosforilacién de las capsides de AAV2 en los restos de tirosina y a que las capsides
fosforiladas en la tirosina se degradan posteriormente por la maquinaria proteasémica del hospedador (Zhong et al.,
2008; Markusic et al., 2010). Los inhibidores selectivos de las serina/treonina cinasas JNK y p38 MAPK también
mejoraron la eficacia de la transduccion de los vectores AAV2, lo que sugiere que la fosforilacién de ciertos restos de
serina y/o treonina expuestos en la superficie también podria reducir la eficacia de la transduccién de estos vectores.
Estos estudios propiciaron el desarrollo de vectores AAV2 mutantes en tirosina y serina, que se ha demostrado que
transducen varios tipos celulares con una eficacia significativamente mayor que los vectores WT. (Aslanidi et al.,
2012; Zhong et al., 2008; Markusic et al., 2010; Petrs-Silva et al., 2009). Ademas de los restos de tirosina y serina, la
eliminacion de restos de treonina expuestos en la superficie mediante mutagénesis dirigida al sitio también propicio
un aumento en la eficacia de la transduccion a dosis mas bajas del vector. En este ejemplo, se sustituyé cada uno
de los 17 restos de treonina expuestos en la superficie por restos de valina (V) mediante mutagénesis de sitio
dirigido y cuatro de estos mutantes, T455V, T491V, T550V, T659V, demostraron aumentar la eficacia de la
transduccion entre ~2-4 veces en células HEK293 humanas. Ya que el vector triple mutante de tirosina
(Y730F+500+444F) transdujo a hepatocitos murinos de manera mas eficaz que WT (Aslanidi et al., 2012; Zhong et
al., 2008; Markusic et al., 2010; Petrs-Silva et al., 2009), se combinaron posteriormente estas mutaciones con el
mutante individual de serina con mejor rendimiento (S662V) y el mutante de treonina individual (T491V) para generar
los siguientes vectores: dos cuadruples (Y444+500+730F+S662V; Y730+500+44F+T491V) y uno quintuple
(Y444+500+730F+S662V+T491V). El vector cuadruple mutante (Y444+500+730F+T491V) transdujo de manera
eficaz una linea celular de hepatocitos murinos in vitro asi como hepatocitos murinos primarios in vivo a dosis
reducidas, lo que implica que el uso de estos vectores en terapia génica en humanos en general y en la hemofilia en
particular.

MATERIALES Y METODOS

Células. Se obtuvieron la linea celular HEK293 de rifidn embrionario humano y las células H2.35 de hepatocitos
murinos de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA, EE. UU.) y se mantuvieron como cultivos de
monocapas en DMEM (Invitrogen) suplementado con suero fetal bovino al 10 % (FBS; Sigma) y antibioticos (Lonza).

Produccion de vectores recombinantes. Se generaron vectores AAV2 recombinantes que contenian o el gen de
EGFP (scAAV2-GFP) o el de luciferasa de luciérnaga (Fluc) (ssAAV2-Fluc) dirigidos por el promotor de B-actina de
pollo (CBA) como se ha descrito anteriormente (Aslanidi et al., 2012; Aslanidi et al., 2009; Zolotukhin et al., 2002;
Kohlbrenner et al., 2005). Brevemente, se transfectaron células HEK293 usando polietilenimina (PEIl, lineal, PM
25.000, Polysciences, Inc.). Setenta y dos horas después de la transfeccion, se recogieron las células y se
purificaron los vectores mediante centrifugacion de gradiente de iodixanol (Sigma) y cromatografia en columna de
intercambio iénico (HiTrap Sp Hp 5 ml, GE Healthcare). Después, se concentr6 el virus y se intercambié el tampon
en tres ciclos a solucion de Ringer lactada usando concentradores por centrifugacion (Apollo, corte de 150 kDa, 20
ml de capacidad, CLP). Para determinar los titulos de genoma, se incubaron diez pl de virus purificado con DNasa |
(Invitrogen) a 37 °C durante 2 h, después con proteinasa K (Invitrogen) a 55 °C durante 2 h adicionales. La mezcla
de reaccion se purific6 mediante fenol/cloroformo, seguido de extraccion con etanol. EI ADN empaquetado se
precipité durante una noche con etanol en presencia de 20 ug de glucégeno (Invitrogen). Se determinaron los titulos
de particulas de AAV2 resistentes a DNasa | mediante qPCR con los siguientes pares de cebadores especificos
para el promotor CBA:

Directo: 5-TCCCATAGTAACGCCAATAGG-3' (SEQ ID NO: 20),
Inverso: 5'-CTTGGCATATGATACACTTGATG-3' (SEQ ID NO: 21),
y mezcla maestra para PCR SYBR GreenER (Invitrogen) (Aslanidi ef al., 2012; Aslanidi ef al., 2009).

Mutagénesis dirigida al sitio. Se llevé a cabo una PCR en dos etapas con el plasmido pACG2 como se ha descrito
anteriormente (Aslanidi et al., 2012; Wang y Malcolm, 1999) usando Turbo Pfu Polimerasa (Stratagene).
Brevemente, en la etapa uno, se llevaron a cabo dos reacciones de extension PCR en tubos separados para el
cebador de PCR directo e inverso durante 3 ciclos. En la etapa dos, se mezclaron las dos reacciones y se llevo a
cabo una reaccién PCR durante 15 ciclos adicionales, seguida de digestion con Dpnl durante 1 h. Se disefiaron
cebadores para introducir cambios de treonina (ACA) a valina (GTA) para cada uno de los restos mutados.

Ensayos de transduccién de vectores AAV recombinantes in vitro. Se transdujeron HEK293 humanas con 1 x
108 vgs/célula y las células H2.35 de hepatocitos humanos se transdujeron con 2 x 103 vgs/célula con vectores WT y
mutantes scAAV2-GFP, respectivamente y se incub6 durante 48 h. La expresién transgénica se evalué como el area
total de fluorescencia verde (pixel?) por campo visual (media + DT) como se ha descrito con anterioridad (Aslanidi et
al., 2012; Zhong et al., 2008; Markusic et al., 2010). Se usé analisis de la varianza para comparar los resultados del
ensayo y el control, que se determinaron como estadisticamente significativos.
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Anadlisis de la distribucion genémica del vector en las fracciones citoplasmaticas y nucleares.

Se infectaron aproximadamente 1 x 10° células H2.35 con vectores WT o mutantes scAAV2-GFP con una MOI de 1
x 10* vgs/célula. Se recogieron células en diversos instantes mediante tratamiento con tripsina para retirar cualquier
particula virica adsorbida o no adsorbida y después se lavaron exhaustivamente con PBS. Las fracciones nucleares
y citoplasmaticas se separaron con el kit de reactivos de extraccion nuclear y citoplasmatica (Thermo Scientific) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se extrajo el genoma virico y se detectdé mediante andlisis de qPCR
con los cebadores especificos para CBA descritos anteriormente. La diferencia en la cantidad de genoma virico
entre las fracciones citoplasmaticas y nucleares se determiné mediante la regla siguiente: Los valores de Cr para
cada muestra de las células tratadas con virus se normalizaron al Cr correspondiente de las células tratadas de
manera simulada (ACrt). Para cada conjunto de muestras emparejadas, se calcul6 el multiplo de cambio en la
presencia de genoma empaquetado como multiplo de cambio = 2{ACT-citoplasma - ACT-lcleo) | o5 datos de tres
experimentos independientes se presentaron como porcentaje de la cantidad total de genoma empaquetado en las
fracciones nucleares y citoplasmaticas.

Obtencion de imagenes de bioluminiscencia in vivo. Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo
segun las politicas institucionales y los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con los principios de la
National Reseach Council's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Se hizo todo lo posible para
minimizar el sufrimiento. Se inyect6 por via intravenosa a ratones C57BL/6 macho de diez semanas de edad
(Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) 1 x 10'° vgs/animal de vectores WT y mutantes ssAAV2-Fluc (n = 3). La
actividad de luciferasa se analizdé dos semanas después de la inyeccion usando un sistema Xenogen IVIS Lumina
(Caliper Life Sciences). Brevemente, se anestesio a los ratones con isoflurano al 2 % y se les inyectd sustrato de
luciferina por via intraperitoneal (luciferina de escarabajo, Caliper Life Sciences) a una dosis de 150 pg/g de peso
corporal. Se colocé a los ratones en una camara de luz y se recogieron imagenes a los 5 min después de la
inyeccién de sustrato. Las imagenes se analizaron mediante el programa informatico Living Image 3.2 (Caliper Life
Sciences) para determinar la intensidad relativa de la sefal.

Visualizacion de la posicion de los restos mutantes en la capside de AAV2. Se descargaron las coordenadas
atomicas para la estructura cristalina de VP3 de AAV2 (restos 217 a 735, numeracion de VP1) (n.° de referencia de
Protein Data Bank (PDB) 11p3; [Xie et al, 2002]) y se usaron para generar un modelo completo de la cépside
usando la aplicaciéon de generador de oligobmero en VIPERdb (Carrillo-Trip et al., 2009). Esto genera 60 copias de
VP3 para crear la capside icosaédrica T = 1 mediante multiplicacién de la matriz. La estructura se visualizd con el
programa COOT (Xie et al., 2002) y se generaron las figuras usando cualquiera de los dos programas informaticos,
PyMOL (Schrodinger, LLC) y RIVEM (Xiao y Rossman, 2007).

Andlisis Estadistico. Los resultados se presentan como la media + DT. Se identificaron las diferencias entre grupos
usando una distribucion de dos colas agrupadas-desemparejadas de la prueba de la t de Student. Los valores de P
< 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Mutagénesis dirigida al sitio de restos de treonina expuestos en la superficie de la capside de AAV2. La
capside de AAV2 contiene 45 restos de treonina (T) en la region comun de la proteina virica 3 (VP3) de la capside
de las tres VP de la capside, VP1, VP2 y VP3. Diecisiete de estas (251, 329, 330, 454, 455, 503, 550, 592, 581, 597,
491, 671, 659, 660, 701, 713, 716) se encuentran expuestas en la superficie. (Xie et al., 2002). Cada uno de los 17
restos de T se sustituyd por valina (V) mediante mutagénesis dirigida al sitio del modo descrito anteriormente
(Aslanidi et al., 2012; Zhong et al., 2008). La mayoria de los mutantes pudieron generarse a titulos similares a los de
los vectores WT AAV2, con la excepcion de T329V y T330V, que se produjeron con titulos ~10 veces menores y
T713V y T716V, que no produjeron niveles detectables de particulas de vector resistentes a DNasa |. Se evalu6 la
eficacia de transduccion en células HEK293 de cada uno de los vectores mutantes de T-V. Estos resultados,
mostrados en la FIG. 26A y la FIG. 26B, indican que de los 17 mutantes, el mutante T491V transdujo a células
HEK293 de un modo ~4 veces mas eficaz que su homoélogo WT. La eficacia de la transduccion de los vectores
mutantes T455V, T550V, T659V aument6 ~2 veces. Estos datos indicaron que la fosforilacion de restos especificos
de tirosina, serina y treonina en la capside de AAV2 por cinasas celulares es un determinante critico de la eficacia de
la transduccion de estos vectores.

Multiples mutaciones de los restos de treonina expuestos en la superficie mejoran adicionalmente la eficacia
de transduccion de los vectores AAV2. Para evaluar si podia mejorarse adicionalmente la eficacia de la
transduccién de los vectores AAV2 mutantes en treonina, se generaron los siguientes vectores multiples mutantes a
continuacién: tres dobles mutantes (T455+491V; T550+491V; T659+491V), dos triples mutantes (T455+491+550V;
T491+550+659V) y un cuadruple mutante (T455+491+550+659V). Cada uno de los vectores mutantes multiples
empaqueto titulos de genomas similares a los vectores WT AAV2. En comparaciones de lado a lado, se demostro
que cada uno de los vectores mutantes multiples transducen a HEK293 de manera mas eficaz que los vectores WT
y el mutante de treonina individual AAV2 (FIG. 27A y FIG. 27B). Se identificé que el vector con mejor rendimiento era
el mutante triple (T491+550+659V) con una eficacia de la transduccién ~10 veces mayor que el vector WT y ~3
veces mayor que el mejor vector mutante individual (T491V). Estos datos confirmaron que la combinacion de varias
mutaciones de treonina en una sola capside virica ocasioné un efecto sinérgico en el aumento de la eficacia de la

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2714292713

transduccion.

Los vectores AAV2 mutantes en treonina optimizados transducen de manera eficaz hepatocitos murinos in
vitro. Se ha demostrado que el vector triple mutante de tirosina (Y444+550+730F) descrito en los ejemplos
anteriores es eficaz para transducir hepatocitos murinos en una comparaciéon de vectores que contiene hasta 7
cambios en la superficie de tirosina a fenilalanina (Markusic et al. 2010; Jayandharan et al., 2011). Por lo tanto,
resultéd interesante evaluar si la combinacion de las mutaciones con mejor rendimiento de serina individual (S662V) y
de treonina individual (T491V) podia aumentar adicionalmente la eficacia de la transduccion de estos vectores para
producir vectores de expresion mejorados adicionalmente de acuerdo con los métodos descritos en el presente
documento.

Para ese fin, se generaron como se expone a continuacion varios mutantes multiples: dos vectores mutantes
cuadruples (Y444+500+730F+T491V; Y444+500+730F+S662V) y uno quintuple (Y444+500+730F+T491V+S662V).
La comparacion de la eficacia de transduccion de estos mutantes con los vectores AAV2 WT vy triple mutantes de
tirosina en células H2.35 demostrd que el nivel de expresion del mutante Y444+500+730F+T491V era ~2-3 veces
mayor que para el vector AAV2 triple mutante de tirosina y ~24 veces mayor que el vector WT AAV2 (FIG. 28A y
FIG. 28B). De forma interesante, la combinacion de la mutacién S662V con el vector triple mutante de tirosina o con
el vector cuadruple mutante de tirosina-treonina, afecté negativamente a su eficacia de transduccion. La adicion de
varias mutaciones de treonina diferentes, tales como T550V y T659V, tampoco aumento la eficacia de la
transduccién del vector AAV2 cuadruple mutante Y444+500+730F+T491V. Se requieren estudios adicionales para
lograr una mejor comprension de las complejas interacciones entre estos restos de Y, S y T expuestos en la
superficie, asi como de su estado de fosforilacion.

Multiples mutaciones potencian el trafico intracelular y la traslocacion nuclear de los vectores AAV2. La
prevencion de la fosforilacion de los restos de tirosina expuestos en la superficie en la capside de AAV2 mejor6 el
trafico intracelular de los vectores mutantes en tirosina y aumenta el nimero de los genomas viricos traslocados al
nucleo (Zhong et al., 2008; Zhong et al., 2008). En este ejemplo, se asignd la adicién del mutante T491V al vector
triple mutante de tirosina por su capacidad para aumentar esta eficacia de transduccién aumentando adicionalmente
el transporte nuclear de estos vectores. Para este fin, se evalud la cinética de la expresion transgénica en células
H2.35 mediada por el cuadruple mutante Y444+500+730F+T491V y se comparé con los vectores triples mutantes
Y444+500+730F y WT AAV2. Estos resultados se muestran en la FIG. 29A y la FIG. 29B. Tal como se puede
observar, la expresion de EGFP a partir del vector cuadruple mutante de tirosina-treonina fue ~2-3 veces mayor en
cada punto de tiempo ensayado y se pudo detectar tan temprano como a las 16 h después de la infeccion. Estos
resultados sugirieron que el inicio temprano de la expresion transgénica a partir de los vectores cuadruples mutantes
podia deberse a un transporte nuclear mas eficaz de estos vectores. Para probar experimentalmente esta
posibilidad, se us6 analisis gPCR para cuantificar los genomas de vector en las fracciones citoplasmaticas y
nucleares de células H2.35 infectadas con los vectores WT y los dos mutantes AAV2 en diferentes puntos de tiempo.
Las relaciones de genoma de vector en las dos fracciones celulares se muestran en la FIG. 30A y la FIG. 30B.
Mientras que ~20 % de los genomas de los vectores WT AAV2 y ~45 % de los genomas de los vectores triples
mutantes se detectaron en la fraccion nuclear 16 h después de la infeccion, mas de un 70 % de los genomas del
vector del cuadruple mutante se detectaron en el mismo punto de tiempo. De manera similar, solo ~45 % de los
genomas de los vectores WT AAV2 se detectaron en la fraccion nuclear 48 h después de la infeccion, ~80 % de los
genomas de los vectores triples mutantes y ~90 % de los genomas del vector cuadruple mutante se detectaron en la
fraccion nuclear en el mismo punto de tiempo. Por lo tanto, estos datos corroboraron la hipétesis de que la
combinacién de la mutacion de treonina (T491V) con el vector triple mutante de tirosina (Y444+500+730F) provoca
una mejora modesta en la translocacion nuclear de estos vectores, que se correlacioné con una aparicion mas
rapida de la expresién génica y la mejora observada en la eficacia de la transduccién.

Los vectores AAV2 optimizados son altamente eficaces para transducir hepatocitos murinos in vivo. Se
evaluo la eficacia de transduccién de los vectores AAV2 optimizados en un modelo murino in vivo. Cada uno de los
vectores mutantes multiples se empaquet6 con un solo genoma de AAV2 de luciferasa de luciérnaga monocatenario
(Fluc) y se inyectaron ~1 x 10'° vgs de cada vector por via intravenosa en ratones C57BL/6 (n = 3 para cada grupo).
Los niveles de expresion del gen Fluc, evaluado dos semanas después de la inyeccion mediante obtencion de
imagenes de bioluminiscencia, demostrd que la expresién del vector cuadruple mutante Y444+500+730F+T491V fue
~3 veces mayor que el del vector triple mutante de tirosina. Se presenta un animal representativo de cada grupo y la
cuantificacion de estos datos en la FIG. 31A y la FIG. 31B. De manera coherente con los datos obtenidos in vitro, la
adicién de la mutacion S662V tuvo un efecto negativo en la eficacia de la transduccién de los vectores tanto triples
mutantes de tirosina como cuadruples mutantes de tirosina-treonina. Las mutaciones individuales y multiples de las
proteinas de la capside a modo de ejemplo de la presente invencioén incluyen, pero sin limitacion, las ilustradas en la
tabla 5:
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TABLA 5
RESUMEN DE LAS MUTACIONES A MODO DE EJEMPLO DE LOS RESTOS DE TIROSINA (Y), SERINA (S) Y
TREONINA (T) EXPUESTOS EN LA SUPERFICIE DE LA CAPSIDE DE AAV2

i'r\f:it\?i:‘jisglzz Mutaciones dobles Mutaciones triples Mutaciones muiltiples
Y252F Y252F+Y730F Y444+500+730F Y272+444+500+730F
Y272F Y272F+Y730F Y730F+S662V+T491V Y272+444+500+730F
Y444F Y444F+Y730F S458+492+662V Y272+444+500+730F
Y500F Y500F+Y730F T455+550+491V Y272+444+500+700+730F
Y700F Y700F+Y730F T550+659+491V Y272+444+500+704+730F
Y704F Y704F+Y730F Y252+272+444+500+704+730F
Y730F Y444F +T550F Y272+444+500+700+704+730F
S261V S458V+S492V Y252+272+444+500+700+704+730F
S264V S458V+S662V Y444+500+730F+T491V
S267V S492V+S662V Y444+500+730F+S458V
S276V T455+T491V Y444+500+730F+S662V+T491V
S384V T550+T491V Y444+500+730F+T550+T491V
S458V T659+T491V Y444+500+730F+T659+T491V
S468V T671+T491V
S492v Y730F+T491V
S498V S662V+T491V
S578V Y730F+S662V
S658V
S662V
S662A
S662D
S662F
S662H
S662N
S662L
S662|
S668V
S707V
S721V
T251V
T329V
T330V
T454V
T455V
T491V
T503V
T550V
T592V
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T597V

T581V
T671V

T659V

T660V
T701V
T713V

T716V

La primera letra corresponde al aminoacido en la capside de AAV2 de tipo silvestre, el numero es la posicién de
aminoacido de VP3 que se mutd y la ultima letra es el aminoacido mutante.

ANALISIS

Los vectores basados en AAV recombinante son vehiculos de suministro atractivos para la terapia de reemplazo
génico como un tratamiento potencial para varios trastornos genéticos. Aunque se han usado con éxito vectores
AAV en muchos modelos animales y recientemente han demostrado eficacia en varios ensayos clinicos, una serie
de etapas en el ciclo vital de AAV contintan pareciendo limitar la eficacia de estos vectores en terapia génica.
Algunas de estas etapas incluyen el trafico intracelular, el transporte nuclear, la desenvoltura y la sintesis de la
segunda hebra de ADN virico (Ding et al., 2005; Harbison et al., 2005; Nonnenmacher y Weber, 2012).

La organizacion sencilla y la plasticidad natural de los componentes estructurales y reguladores de AAV
proporcionan una oportunidad Unica para manipular la capside y el genoma viricos para desarrollar vectores
recombinantes personalizados con caracteristicas distintivas. Se han hecho progresos significativos en la ultima
década para mejorar la especificidad y la eficacia de la transduccion de los vectores AAV recombinantes. Por
ejemplo, las mutaciones especificas en las secuencias de repeticion terminal invertida virica (ITR) han dado lugar al
desarrollo de vectores AAV autocomplementarios (scAAV), que superan la etapa limitante de la velocidad de la
sintesis de ADN de la segunda hebra virica y aumentan drasticamente los niveles de expresion transgénica en
varios tipos de las células y tejidos (McCarty et al., 2003; Wang et al., 2003). Los estudios adicionales en los analisis
de la estructura de la capside, combinados con una gran cantidad de informacion proveniente de los estudios de
mutagénesis en los genes de la capside, han propiciado la identificacion de regiones especificas que desempefan
un papel crucial en la encapsidacion del vector, el tropismo tisular y el trafico intracelular de estos vectores (Lochire
et al., 2006; Muzyczka y Warrington, 2005; Wu et al., 2006; Gao et al., 2003; Vandenberghe et al., 2009; Wu et al.,
20086).

En los ejemplos previos, se demostr6é que la sustitucion de restos de tirosina (Y) y serina (S) especificos expuestos
en la superficie en las capsides de AAV2 aumentaron significativamente la eficacia de transduccién de estos
vectores, tanto in vifro como in vivo, posiblemente debido a la prevencién de la fosforilacion, la ubiquitinacion
posterior y la degradacion mediada por el proteasoma. Ya que probablemente se espera que los restos de treonina
(T) especificos expuestos en la superficie de las capsides de AAV2 sufran fosforilacion, en este ejemplo se
mutagenizé sistematicamente cada uno de los 17 restos de T expuestos en la superficie y se identificaron varios
vectores que podrian aumentar la eficacia de la transduccién hasta 4 veces. Las combinaciones de mdltiples
mutaciones de T en una sola capside identificaron mutaciones que aumentaron adicionalmente la eficacia de la
transduccién hasta ~10 veces, en comparacion con el vector WT AAV2 en células HEK293.

Dos grupos independientes han comunicado anteriormente mutaciones de restos de T especificos en las capsides
de AAV2. Por ejemplo, Lochrie et al., 2006, usé como diana los restos de T en las posiciones 330, 454, 455, 491,
503 y 550 en una demostracion de fuerza para identificar regiones superficiales que se unen a anticuerpos y
DiPrimio et al. (2008), usaron como diana el resto de T en la posicién 659 en un esfuerzo para identificar regiones
criticas para el ensamblaje de la capside y el empaquetado de la capside. En ambos estudios, se sustituyeron los
restos de T con restos de alanina (A), serina (S) o lisina (K) o mediante sustitucion de péptidos. Sin embargo, no se
observé un aumento en la eficacia de transduccion de ninguno de los vectores mutantes. Por el contrario, en el
ejemplo, se sustituyeron los restos de T expuestos en la superficie por restos de valina. Esto corrobora
adicionalmente la reciente observacion para el papel critico desempefiado por tipos de aminoacidos especificos en
la modulacién de la actividad biolégica de vectores AAV (Aslanidi et al., 2012; Li et al., 2012).

Cuando se combiné la mutacién de treonina mas eficaz (T491V) con una mutacién triple de tirosina previamente
comunicada (Y444+500+730F) (Markusic et al. 2010) para generar un vector cuadruple mutante Y-T
(Y444+500+730F+T491V), la eficacia de la transduccién de este vector fue ~2-3 veces mayor que la del vector triple
mutante de tirosina en hepatocitos murinos, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, la combinacion de la mutacién
de S mas eficiente (S662V) (Aslanidi et al., 2012) con la triple mutacion de tirosina afecté a la eficacia de
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transduccién del vector cuadruple mutante de Y-S (Y444+500+730F+S662V) asi como del vector quintuple mutante
de Y-S-T (Y444+500+730F+S662V+T491V). Aunque varias combinaciones diferentes mostraron una mayor eficacia
de la transduccion en comparacion con el vector WT AAV2, ni la combinacién de mutaciones similares (mutantes
cuadruples, quintuples o séxtuples de tirosina y mutantes triples y cuadruples de treonina), ni la combinacién de las
mutaciones YST con mejor rendimiento alcanzaron el nivel de expresion del vector triple mutante de tirosina. En
vista del gran numero de combinaciones de mutaciones evaluados, solo se caracterizaron con detalle en este caso
las mutaciones que aumentaron significativamente la eficacia de la transduccion por encima del vector triple mutante
de tirosina.

Los 17 restos de treonina expuestos en la superficie de AAV2 estan dispersos por toda la capside. Cuatro de las
mutaciones (T329V, T330V, T713V y T716V) dieron como resultado defectos significativos en el ensamblaje y la
produccion de vector y no pudieron caracterizarse adicionalmente. Los restos 329 y 330 estan ubicados en el bucle
superficial a (bucle DE) ubicado entre las hebras BD y BE del barril  central de la estructura de VP3 de AAV2 (Xie et
al., 2002). Cinco de estos bucles, procedentes de VP3 relacionadas por simetria quintuple icosaédrica, se
ensamblan en un canal en este eje que conecta las superficies interiores y exteriores de la capside (FIG. 32A).
Como se observd en un estudio anterior (Bleker et al., 2006), los titulos de estos mutantes se redujeron
significativamente, de manera coherente con el papel para el canal en el empaquetado del genoma. Los restos 713 y
716 se encuentran ubicados en la region de pared/capside elevada entre las depresiones en y que rodean a los ejes
dobles y quintuples icosaédricos, respectivamente (FIG. 32A y FIG. 32B). Sus cadenas laterales participan en
interacciones polares con mondémeros de VP3 relacionados por simetria y es probable que las mutaciones den como
resultado un defecto en el ensamblaje de la capside. El papel en el ensamblaje de la capside para los restos
ubicados en el eje doble icosaédrico es coherente con un informe reciente en el que se observa que los restos de
AAV2 que median la interaccién con la proteina activadora del ensamblaje (AAP) se ubicaron en esta region de la
capside (Naumer et al., 2012).

Los restos T455, T491, T550 y T659, que muestran un fenotipo de transduccion aumentada cuando se mutan a
valina o alanina, se encuentran ubicados en las protrusiones que rodean el eje triple icosaédrico (T455, T491 y
T550) o en el bucle HI (entre BH y BI del barril § central) (T659) que se encuentra en la depresién que rodea al canal
en el eje quintuple icosaédrico de la capside de AAV2. Los restos en la protrusién, una caracteristica prominente en
la capside ensamblada a partir de dos monémeros de VP3, se encuentran ubicados en la parte superior (455) que
encara a la depresion doble (491) y encaran lateralmente la depresibn que rodea a la quintuple (550),
respectivamente, de las protrusiones. Esta region de AAV contiene la mayor variabilidad en secuencia y estructura 'y
con la excepcion del resto 659, los otros tres restos de treonina se ubican para definir las regiones variables de VP3
(VR) (Govindasamy et al., 2006). Junto con T659, estos restos forman una huella en la superficie de la capside que
se extiende por la parte superior de la protrusion hacia la depresion que rodea el eje quintuple icosaédrico (FIG. 32A
y FIG. 32B). Su exposicion en la superficie es coherente con el potencial de interactuar con las moléculas del
hospedador, que pueden incluir cinasas. De forma interesante, esta huella esta flanqueada por los restos en el triple
mutante de tirosina, Y444, Y500 y Y730, con T491 ubicado préximo al resto de tirosina Y730 en una representacion
de los aminoacidos de la superficie de la capside (FIG. 32B). Este resto, que se encuentra en la depresion en el eje
icosaédrico de la capside, demostrd el mayor aumento en la transducciéon en comparacion con WT AAV2 cuando se
muto6 parte de las siete tirosinas expuestas en la superficie a restos de fenilalanina (Zhong et al., 2008). De manera
significativa, se observa que la region de capside doble sufre transiciones estructurales mediadas por el pH cuando
se examin6 el AAV8 homologo en las condiciones encontradas durante el trafico en la via endocitica (Nam et al.,
2011). Es posible que las mutaciones del AAV2 mejoren la eficacia de la transduccion mediante mecanismos de
union al receptor alterados. Los restos que median la interaccion de AAV2 y AAV6 con los receptores de heparan
sulfato, R585 y R588 y K531 (estructuralmente equivalente a E530 en AAV2), respectivamente, se encuentran
proximos a esta huella (FIG. 26B) y los restos 491 y 500, en VRV, se encuentran ubicados en una de dos grandes
regiones en la superficie de la capside de AAV2 que se han vinculado en la unién al receptor LamR en AAV8
(Akache et al., 2006). Los aminoacidos en VRV también desempefan un papel en la unién de la capside de AAV9 a
su receptor de glucano, galactosa.

El fenotipo de eficacia de transduccién reducida de los mutantes que contienen las mutaciones S662V es dificil de
explicar, dada la ubicacion de este resto dentro de la huella delineada por los restos que potencian la transduccion
cuando se mutan para eliminar la fosforilacion potencial (FIG. 32A y FIG. 32B). Ademas, se ha demostrado que una
mutacion de este resto a valina mejor6 la transduccion en relacion con WT AAV2 (Aslanidi et al., 2012). El resto
S662, al igual que T659, se encuentra ubicado en el bucle HI que se extiende a lo largo de los monémeros de VP3
relacionados por simetria quintuple adyacentes y probablemente desempefia un papel en la estabilizacion de las
subunidades pentaméricas. Sin embargo, la cadena lateral de serina no se encuentra acoplada en ninguna
interaccion entre o dentro de las subunidades y aunque se ha comunicado que el bucle HI es determinante para el
ensamblaje de la capside y el empaquetado del genoma (DiPrimio et al., 2008), tolerd la sustitucién de un solo
aminoacido (Aslanidi et al., 2012). Por lo tanto, este efecto se debe probablemente a la supresion de una interaccion
de la capside que utiliza la huella que contiene los restos triples mutantes de tirosina en T491. De manera
significativa, los fenotipos para las mutaciones en los aminoacidos cercanos que forman el bucle HI, por ejemplo, el
resto de aminoacido 664, sustituido con serina (mut45subSerl4) o con un epitopo de FLAG (mut45SubFLAG10), no
fueron infecciosos 0 no se ensamblaron en una capside virica (Wu et al., 2000). Sin embargo, una insercién de HA
en la misma posiciéon produjo capsides que eran parcialmente defectuosas, aunque seguian uniéndose a heparina
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(Wu et al., 2000).

Mientras que tan solo ~45 % de los genomas de vector suministrados por los vectores WT AAV2 estaban presentes
en el nucleo a las 48 h después de la infeccion, >90 % de los genomas de vector suministrados por el vector
cuadruple mutante estaban presentes en el mismo punto de tiempo. Esto indica una cinética de trafico mejorada
para el mutante, que podria ser coherente con una redireccién reducida al proteasoma. El aumento modesto (~2-3
veces) en la eficacia de la transduccion de estos vectores en comparacion con los vectores triples mutantes de
tirosina es también coherente con el aumento de ~10 % en el suministro nuclear de genoma de vector, es decir
~90 % en comparacion con ~80 %.

Las diversas combinaciones de modificaciones en la superficie de tirosina, serina y treonina demostraron claramente
que existe una combinacion Optima para lograr un aumento maximo. Estos estudios también destacaron la
necesidad de tipos de resto especificos en las interacciones de AAV durante la infeccién y para mejorar la
transduccioén. Es posible que las mutaciones individuales, que no mostraron un aumento significativo en la eficacia
de la transduccion como cambios individuales, pueden formar vectores superiores cuando se combinan en una sola
capside.

TABLA 6
COMPARACION DE RESTOS DE TIROSINA EN SEROTIPOS DE AAV
(Los restos expuestos en la superficie se muestran con un "*" después de su posicién de aminoacido)

AAV1 | AAV2 | AAV3 | AAV4 | AAV5 | AAV6 | AAV7 | AAV8 | AAV9 AAV AAV AAV

Y6 Y6 Y6 Y5 NA Y6 Yfi Y6 Y6 Y6 Y6 Yfi

Y50 Y50 Y50 Y49 Y49 Y50 Y50 Y50 Y50 Y50 Y50 Y50

Y52 Y52 Y52 Y51 Y51 Y52 Y52 Y52 Y52 Y52 Y52 Y52

Y79 Y79 Y79 Y78 Y78 Y79 Y79 Y79 Y79 Y79 Y79 Y79

Y90 Y90 Y90 Y89 Y89 Y90 Y90 Y90 Y90 Y90 Y90 Y90

Y93 Y93 Y93 Y92 Y92 Y93 Y93 Y93 Y93 Y93 Y93 Y93

Y252 Y252 | Y252* | Y246* | Y242* | Y252* | Y253 Y253 | Y252* Y253 Y246 Y255

Y257 Y257 Y257 Y251 Y247 Y257 | Y258 Y258 Y257 Y258 Y251 Y260

Y273* | Y272 | Y272* | Y263* | Y263* | Y273* | Y274 Y275 | Y274* | Y275 Y263 Y272

Y276 Y275 Y275 NA Y266 Y276 Y277 Y278 Y277 Y278 NA NA

Y282 Y281 Y281 Y272 Y272 Y282 Y283 Y284 Y283 Y284 Y272 Y281

NA NA NA NA Y294 NA NA NA NA NA NA NA

Y349 Y348 Y348 Y339 Y339 Y349 | Y350 Y351 Y350 Y351 Y339 Y348

Y353 Y352 Y352 Y343 Y343 Y353 | Y354 Y355 Y354 Y355 Y343 Y352

Y376 Y375 Y375 Y366 Y366 Y376 | Y377 Y378 Y377 Y378 Y366 Y375

Y378 Y377 | Y377 Y368 | Y368 Y378 Y379 | Y380 Y379 Y380 Y368 Y377

Y394 Y393 Y393 Y387 NA Y394 | Y395 Y396 Y395 Y396 Y386 Y395

Y398 Y397 | Y397 | Y391 Y390 | Y398 | Y399 | Y400 | Y399 Y400 Y390 Y399

Y414 Y413 Y413 Y407 Y406 Y414 | Y415 Y416 Y415 Y416 Y406 Y415

Y425 Y424 Y424 Y418 NA Y425 Y426 Y427 Y426 Y427 Y417 Y426

Y442* | Y441* | Y441* | YA35* | Y434* | Y442* | Y443 | Y444* | Y443* | Y444* | Y434* | Y443*

NA NA NA NA Y436 NA NA NA NA NA NA NA
Y444* | Y443* | Y443* NA NA Y444* | Y445* | Y446 | Y445* | Y446* NA NA
Y445* | Y444* | Y444* NA NA Y445 | Y446 | Y44T* | Y446* | Y44T* NA NA
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NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Y465
NA NA NA NA NA NA Y466 NA NA NA NA NA
NA NA NA NA Y457 NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Y475
NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA Y467 Y476
NA NA NA NA Y461 NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA NA NA Y478 NA NA NA
Y484 Y483 Y484 NA NA Y484 NA Y486 Y484 Y486 NA NA
NA NA NA Y491* NA NA NA NA NA NA Y490* | Y499
NA Y500* NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA Y504* NA NA NA NA NA NA Y503 | Y512*
Y509 Y508 Y509 NA NA Y509 Y511 Y511 NA Y511 Y507 NA
NA NA NA NA Y502 NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA Y521* NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA Y542+ NA NA Y557 NA Y557 NA NA
NA NA NA NA Y563* NA NA NA NA NA NA NA
NA Y576 Y577 NA NA NA Y578 Y579 Y577 Y579 NA NA
NA NA NA NA Y585* NA NA NA NA NA NA NA
Y613* | Y612* | Y613* | Y611* | Y602* | Y613* | Y614* | Y615* | Y613* | Y615* | Y610* | Y619*
NA NA NA Y612 NA NA NA NA NA NA Y611 Y620
Y674 | Y673* | Y674* | Y672* | Y662* | Y674* | Y675* | Y676 | Y674* | Y676* | Y671 | Y680*
Y701 Y700 Y701 NA Y689* | Y701* | Y702 Y703 | Y701* | Y703 NA NA
Y705* | Y704 | Y705* | Y703* | Y693* | Y705* NA Y707* | Y705* | Y707 | Y702* | Y711*
NA NA NA NA NA NA NA Y708 Y706 Y708 NA NA
Y721 Y720 Y721 Y719 Y709 Y721 Y722 Y723 Y721 Y723 Y717 Y727
Y731* | Y730* | Y731* | Y729* | Y719* | Y731* | Y732* | Y733* | Y731* | Y733* | Y728* NA
TABLA7

COMPARACION DE RESTOS DE LISINA EN SEROTIPOS DE AAV
(Los restos expuestos en la superficie se muestran con un "*" después de su posicién de aminoacido)

AAV1 AAV2 |AAV3 |AAV4 |AAV5 |AAV6 |AAV7 |AAV8 |AAV9 |AAV10 |AAV11 |AAV12
NA K24 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
K26 K26 K26 NA NA K26 K26 K26 K26 K26 K26 K26
K31 NA NA K30 K30 K31 K31 K31 NA K31 K31 NA
K33 K33 K33 K32 K32 K33 K33 K33 K33 K33 K33 K33
K38 NA NA NA NA K38 K38 K38 NA K38 K38 NA
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NA K39 |NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
K51 K51  |K51 K50  [NA K51 K51 K51 K51 K51 K51 K51
K61 Ke1 |Ke1 K60  [NA K61 K61 K61 K61 K61 K61 K61
K77 K77  |K77 K76  [NA K77  |K77  |K77  |K77 K77 K77 K77
NA NA  |NA NA NA NA NA NA NA NA NA K81
K84 NA  |K84 K83  [NA K84  |K84 |NA K84 K84 K84 NA
NA K92  |K92 K91 K91 NA NA NA K92 NA NA K92
NA NA  |NA NA K102 |NA NA NA NA NA NA NA
NA K105 |NA NA NA NA NA NA K105 |NA NA NA
NA NA  |NA NA K115 |NA NA NA NA NA NA NA
K122 |K122 |K122 |K121 |K121 |K122 |K122 |K122 |K122 |K122 |K122 |K122
K123  |K123 |K123 |K122 |K122 |K123 |K123 |K123 |K123 |K123 |K123 |K123
K137  |K137 |K137 |NA K136 |K137 |K137 [K137 |K137 |K137  |K137 |K137
K142  |K142 |K142 [K141 |NA K142 |K142 |K142 |K142 |K142  |K142 |K142
K143  |K143 |K143 |K142 |K142 |K143 |K143 |K143 |K143 |K143  |K143 |K142
NA NA  |NA NA NA NA NA NA NA NA NA K148
NA NA  |NA NA K150 |NA NA NA NA NA NA NA
NA NA  |NA NA K152 |NA NA NA NA NA NA NA
NA NA  |NA NA K153  |NA NA NA NA NA NA K160
K161 K161 |K161 |K160 |NA K161 |K162 |K162 |K161 |K162  |K160 |K164
NA NA  |NA K161 [NA NA K163 |K163 |NA K163  |K161  |K165
NA NA  |NA NA NA NA NA NA NA NA NA K166
NA NA  |K164 |K163 |NA NA NA NA NA NA K163  [NA
NA NA  |NA NA K161 |NA NA NA NA NA NA K168
K168 [NA  |NA K167 |NA K168 |NA NA K168 |K169  |NA NA
K169 |K169 |K169 [K168 |NA K169 |K170 |K170 |K169 |K170  |K168 |NA
NA NA  |NA K169  [NA NA NA NA NA NA NA NA
NA NA  |NA NA K2321 |NA NA NA NA NA NA NA
K258* |K258 |K258* |K252* |NA K258 |K259* |K259* |K258* |K259* |[NA NA
NA NA  |NA NA K251* |NA NA NA NA NA NA NA
K310 |K309 |K3091 [K300! |NA K3101 |K3111 |K3121 |K3111 |K3121 |K3001 |K309l
NA NA  |K3101 [NA NA NA K3121 [NA NA NA NA NA
K3151 |K314 |K3141 [K305! |K3051 |K3151 |K316l |K317I |K316l |K3171 |K3051 |K314l
K3221 |K321 |K3211 [K312l |K3121 |K3221 |K3231 |K324l |K3231 |K324l |K3121 |K321l
NA NA  |NA NA NA NA NA K333* [K332* |K333* |[NA NA
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NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA K384l
NA NA NA NA K394l |NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA K411 1 |[NA NA NA NA NA NA K410l | K419l
NA NA NA NA K4251 |NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA NA NA K449* |NA NA NA
K459| NA NA NA NA K459 |NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA NA NA K462* |NA NA NA
NA NA NA K459 [K4511 |NA NA NA NA NA K458 1 |K467I
NA NA NA K4691 |NA NA NA NA NA NA NA NA
K476l NA NA K470l [K4621 |K4761 |K4781 |K4781 |[NA K478| K469l | K478l
NA NA NA K479l |NA NA NA NA NA NA K478 1 |K487I
NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA K490l
K491* K490 |K491* |K485* |NA K491* |K493* |NA NA NA K484* | K490
K493* NA NA NA NA K493* |NA NA NA NA NA NA
NA NA NA K492* |NA NA NA NA NA NA K491* | K493
NA NA NA K503* |NA NA NA NA NA NA K502 | K511
K508* K507 |K508* |[NA NA K508* |K510* |K510* |NA K510* NA NA
K528* K527 |K528* |NA NA K528* |K530* |K530* |K528* |K530* NA NA
NA NA NA NA NA K531* | NA NA NA NA NA NA
K533* K532 |K533* |NA NA K533* |[NA NA NA NA NA NA
NA NA NA K532* |NA NA NA NA NA NA NA NA
K545* K544 |K545* |NA NA K545* |K547* |K547* |K545* |Kb547* NA NA
NA NA NA K544* | NA NA NA NA NA NA NA NA
NA K549 |NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
NA NA NA NA NA NA K553 |NA NA NA NA NA
NA K556 |NA NA NA NA NA NA K557 |NA NA NA
K567*- |NA NA NA NA K567* |NA K569* |K567* |K569* NA NA
K621 | K620 |K6211 |K6191 |[K610I |K6211 |K6221 |K6231 |K6211 |K623 1 K618l |K6271
K641 | K640 |K6411 |K6391 |[K630I |K6411 |K6421 |K6431 |K6411 |K643 1 K638 1 |K6471
K650l K649 |K6501 |K6481 |[K6391 |K6501 |K6511 |K6521 |K6501 |K652 1 K647l | K656l
NA NA NA NA NA NA NA NA K664l | NA NA NA
K666* K665 |K666* |NA NA K666* |K667* |K668* |K666* |K668* NA NA
NA NA NA NA K676l | NA NA NA NA NA NA NA
K689l K688 |K689lI |K6871 |K6771 |K689I |K690I [(K6911 |K689l |K691 I K686 | | K695l
K693 | K692 |K6931 |K6911 [K6811 |K6931 |K694l |K6951 |KE6931 |K695 I K690l | K699l
K707* K706 |K707* |[NA NA K707* |K708* |K709* |K707* |K709* NA NA
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NA NA NA K7181 |[NA NA NA NA NA NA K7171 NA

Los restos en negrita son lisinas asociadas con la superficie = *
Los restos que estan ubicados en el interior de la capside = |
Sin lisina homologa en esta posicion para ese serotipo = NA

Los restos no visibles en la estructura cristalina de los AAV se sombrean en gris; sin embargo, los datos bioquimicos
sugieren que estos aminoacidos estan localizados en el interior de la capside de AAV hasta cierto punto en el ciclo
vital del virus, cuando quedan externalizados.

Ejemplo 6 - Supresion de la tumorigénesis en higado humano mediante vectores AAV3

El carcinoma hepatocelular (CHC) se clasifica como el quinto entre los canceres sélidos con ~695.900 muertes
anuales en todo el mundo (Thomas y Zhu, 2005; Jemal et al., 2011). Durante las dos ultimas décadas, la incidencia
de CHC en los EE. UU. se ha triplicado, mientras que la tasa de supervivencia a 5 afios se ha mantenido por debajo
del 12 % (E1-Serag, 2011). Es incluso peor en Asia y Africa, con una incidencia anual de 1 por cada 3.000 en China
(Chen, et al., 2013). En la actualidad, la estadificacion del CHC se considera crucial para planear una terapia 6ptima
(Bruix et al,, 2005). Los pacientes con CHC temprano pueden beneficiarse de terapias radicales (curativas) y
aquellos en un estadio intermedio pueden beneficiarse de tratamientos paliativos. Sin embargo, la recidiva es una
complicacion frecuente y las tasas de fracaso del tratamiento son elevadas. Para aquellos con CHC avanzado,
lamentablemente, la Unica opcién que queda es de cuidados paliativos (Verslype et al., 2009). Sin embargo, hay una
medicina, sorafenib, aprobada por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos para el
CHC avanzado, en un gran ensayo clinico de fase Ill, la mediana de la tasa de supervivencia aumenté de tan solo
7,9 a 10,7 meses (Llovet et al., 2008).

Los vectores AAV han demostrado una eficacia notable en el tratamiento de la amaurosis congénita de Leber
Bainbridge et al., 2008; Maguire ef al., 2008; Cideciyan et al., 2008; Cideciyan, 2010), la hemofilia B (Nathwani ef al.,
2011) y la deficiencia de carboxilasa de L-aminoacidos aromaticos (Hwu et al., 2012). Glybera, un vector rAAV1 para
tratar la deficiencia de lipoproteina lipasa, es el primer producto de terapia génica en las sociedades occidentales
(Melchiorri et al., 2013). A principios de los afios 2000, se usaron vectores rAAV2 monocatenarios (sc)
convencionales por investigadores para dirigirse al CHC in vivo (Su et al., 2000). Desafortunadamente, debido a que
la eficacia de la transduccion de los vectores ssAAV2 es baja, no se observé transduccién en tumores mayores de 2
mm mediante administracion sistémica (Peng et al., 2000). Mas recientemente, se demostré que el suministro de
miARN especificos en un modelo de CHC endoégeno de raton usando vectores rAAV8 da como resultado la
inhibicién de la proliferacion de células cancerosas (Kota et al., 2009; Hsu et al., 2012). Sin embargo, los vectores
rAAV8 tienen un amplio tropismo hacia tejidos normales distintos del higado en modelos murinos (Zincarelli et al.,
2008; Gao et al., 2002; Wang et al., 2005) y en primates no humanos (Nathwani, et al., 2006; Nathwani et al., 2007).

De forma interesante, los inventores han demostrado que los vectores rAAV3, que no logran transducir de manera
eficaz cualquier tejido murino normal in vivo, (Zincarelli et al., 2008; Palomeque et al., 2007; Markakis ef al., 2010;
Ling et al., 2010) transducen células de CHC humano con una elevada eficacia tanto in vitro (Ling et al., 2010;
Glushakova et al., 2009) como in vivo (Cheng et al., 2012). Aunque los vectores rAAV3 también transducen a
hepatocitos humanos primarios, se pudo restringir la expresion del transgén a células malignas usando un promotor
especifico de CHC, el promotor de a-fetoproteina (AFPp). En estudios posteriores, los inventores observaron que los
vectores rAAV3 utilizan el receptor de factor de crecimiento de hepatocitos humano (hHGFR, también denominado c-
Met) como correceptor celular, (Ling et al., 2010) lo que indica una oportunidad para aprovechar los vectores
basados en rAAV3 para usar como diana canceres de higado humanos, ya que hHGFR se sobreexpresa en la
mayoria de células de CHC (You et al., 2011). Asimismo, ya que AAV3 tiene una menor incidencia de anticuerpos
neutralizantes preexistentes en seres humanos en comparacién con otros serotipos de AAV comunmente usados
(van der Marel et al., 2011), tiene el potencial de desarrollarse como vector virico selectivo para la terapia génica de
canceres de higado humanos. El presente ejemplo demuestra que puede lograrse un aumento adicional de la
eficacia de la transduccion mediada por rAAV3 en células de cancer de higado humano mediante la eliminacion de
restos de tirosina (Y), serina (S) y treonina (T) especificos expuestos en la superficie de las capsides viricas. No se
asoci6 con estas modificaciones ninguna alteracion significativa observada en la interaccion con el receptor celular in
vitro y el tropismo virico in vivo. Asimismo, se logré una inhibicién significativa de la tumorigénesis en un modelo de
xenoinjerto de cancer de higado humano mediante la administracién sistémica de vectores rAAV3 optimizados que
portan un nuevo gen terapéutico procedente de la medicina tradicional china, Tricosantina.

MATERIALES Y METODOS

Productos quimicos, plasmidos y cebadores. Se adquirié sal sédica de heparina de grado I-A de Sigma Aldrich.
Se adquiri6 hHGF recombinante de Life Technologies. Se adquirié el plasmido pHelper de Agilent Technologies. Los
plasmidos pdsAAV-CBAp-EGFP y pAAV-CBAp-FLuc se obtuvieron del Dr. Xiao Xiao, University of North Carolina en
Chapel Hill. EI plasmido pdsAAV-AFPp-EGFP se ha descrito con anterioridad (Glushakova et al., 2009). El gen TCS
(Shaw et al., 1994) se sintetiz6 por Life Technologies, basandose en la secuencia publicada (ARNm de tricosantina
(TCS) de T. kirilowii, cds completo; GenBank: M34858.1) y se subclon6 en el plasmido pdsAAV-AFPp-EGFP usando
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los sitios de restriccion de Agel y Hindlll. Todos los plasmidos se secuenciaron antes de su uso.

Construcciéon de plasmidos rAAV3 con la capside optimizada. Se llevd a cabo un procedimiento PCR en dos
etapas usando Turbo Pfu Polimerasa (Stratagene) para introducir mutaciones dirigidas al sitio en la capside de
rAAV3, como se ha descrito anteriormente (Zhong et al, 2008; Markusic et al., 2010; Aslanidi et al., 2013).
Brevemente, en la etapa uno, se llevaron a cabo dos reacciones de extension PCR en tubos separados para cada
mutante. Un tubo contenia el cebador PCR directo y el otro contenia el cebador inverso. En la etapa dos, se
mezclaron las dos reacciones y se llevd a cabo la mutagénesis por la PCR convencional segun las instrucciones del
fabricante. Todos los plasmidos mutantes se secuenciaron antes de su uso.

Lineas celulares y cultivos. Las células de carcinoma hepatocelular humano (Huh7) se han descrito anteriormente,
(Ling et al., 2010; Cheng et al., 2012) y se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco completo (C-DMEM,
Mediatech, Inc.) complementado con suero bovino fetal inactivado por calor al 10 % (FBS, Sigma-Aldrich), penicilina
y estreptomicina al 1 % (Lonza). Se obtuvo una linea celular de hepatoblastoma humano recientemente establecida
(Hep293TT) del Dr. Gail E. Tomlinson (University of Texas Health Science Center en San Antonio) y se mantuvo en
medio RPMI 1640 completo (Life Technologies) suplementado con FBS inactivado por calor al 15 % (Sigma-Aldrich)
y P/S al 1 % (Lonza). Las células se cultivaron como cultivos adherentes en una atmoésfera humidificada al 37 °C con
CO2 al 5% y se subcultivaron tras el tratamiento con mezcla de tripsina-verseno (Lonza) durante 2-5 min a
temperatura ambiente, se lavaron y se resuspendieron en medio completo.

Produccion de vectores rAAV. Se generaron reservas altamente purificadas de vectores rAAV mediante el
protocolo de transfeccion de triple plasmido. Brevemente, Se cotransfectaron células HEK293 con tres plasmidos
usando polietilenimina (lineal, PM 25000, Polysciences, Inc.) y el medio se reemplaz6 seis horas después de la
transfeccién. Las células se recogieron 72 h después de la transfeccién, se sometieron a tres rondas de congelacién-
descongelacion y después se digirieron con benzonasa (Life Technology). Los vectores viricos se purificaron
mediante ultracentrifugacién de gradiente de iodixanol (Sigma-Aldrich) seguida de cromatografia de intercambio
ionico usando HiTrap SP/Q HP (GE Healthcare), se lavaron con suero salino tamponado con fosfato (PBS,
Mediatech, Inc.) y se concentraron mediante concentradores por centrifugacion con un corte de peso molecular de
150 kDa (MWCO). Los titulos gendmicos fisicos de las reservas de vector recombinante se determinaron mediante
transferencia en ranura de ADN cuantitativa y analisis de transferencia de Western.

Transduccion de vectores rAAV in vitro. Se sembraron células en placas de 96 pocillos a razén de 5.000 o 10.000
células por pocillo en C-DMEM. Veinticuatro horas después, se traté a las células de manera simulada o con los
agentes quimicos indicados durante 2 h. Las infecciones con rAAV (MOI: 5 x 103) se llevaron a cabo posteriormente
en medio DMEM asérico y sin antibioticos durante 2 h, con o sin los agentes quimicos indicados, seguido de lavados
exhaustivos con PBS para retirar el indculo de vector. La expresion transgénica se analizé mediante microscopia de
fluorescencia o citometria de flujo 72 h después de la transduccion.

Ensayo de competicion de hHGF. Se transdujeron células Huh7 con vectores scAAV3-CBAp-EGFP a una MOI de
5 x 10° vgs/célula. Los vectores se premezclaron con concentraciones crecientes de hHGF recombinante. Se
analizaron los niveles de expresion de EGFP de las células 72 h después de la transduccion.

Manejo de animales. Todos los experimentos con animales fueron aprobados por las autoridades reguladoras
adecuadas y se llevaron a cabo de acuerdo con guias especificas para el cuidado de animales. Se adquirieron de
Jackson Laboratory ratones macho de seis a diez semanas de edad diabéticos no obesos/con inmunodeficiencia
severa combinada, deficientes para IL-2 gamma (NSG).

Modelo de xenoinjerto de cancer de higado humano. Los ratones NSG de seis a diez semanas de edad
recibieron una inyeccion subcutanea de 5 x 108 células Huh7 o Hep293TT en el lado ventral del cuello entre los
ombdplatos. Se mantuvo a los animales en jaulas estériles hasta el final del experimento.

Ensayos de FLuc in vitro. Los vectores rAAV se inyectaron por via intravenosa a través de la vena caudal o se
inyectaron directamente en los tumores en ratones NSG. Para la obtencién de imagenes de FLuc in vivo, se peso6 a
los ratones para calcular el volumen de sustrato, sal de K* de D-luciferina (Caliper Life Sciences), de acuerdo con la
dosis de 4 mg/kg de peso corporal y se les anestesié. Se mezclé el volumen de 5 mg/ml calculado de la solucion
madre de sustrato con 100 ul de PBS y se inyecté por via intraperitoneal. Se tomaron imagenes de bioluminiscencia
in vivo inmediatamente a lo largo de un periodo de 5 min usando una maquina Xenogen equipada con un dispositivo
de camara cargada acoplada a enfriamiento (Xenogen). La intensidad de la sefial se cuantificé6 usando el programa
de control de la camara, el programa informatico Living Image y se presentdé como fotones/segundo/cm?/esteridiano
(p/slcm?/sr).

Anadlisis estadistico. Los resultados se presentan como media + desviacion tipica (DT). Las diferencias entre grupos

se identificaron usando ANOVA de una via con la prueba de comparacién multiple de Sidak en el programa
informatico GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS

Los vectores rAAV3 transducen de manera selectiva a tumores hepaticos humanos in vivo. En el primer
conjunto de estudios, se comparo la eficacia de la transduccion de vectores rAAV3 y rAAV8 en tumores de CHC
humanos en un modelo de xenoinjerto murino in vivo. Se someti6 a ratones diabéticos no obesos (NOD) con
inmuodeficiencia severa combinada (scid), deficientes para interleucina 2 (IL2") (NSG), tanto macho como hembra (n
= 4) a inyecciones subcutaneas en el lado ventral entre los omédplatos con 5 x 10° células Huh7 humanas, que
formaron tumores. Cuatro semanas después, se inyecté a los ratones de manera simulada o a través de la vena
caudal 1 x 10" genomas virales (vgs)/raton de vectores rAAV3 o rAAV8 que portaban el gen de luciferasa de
luciérnaga (FLuc) bajo el control del potenciador de citomegalovirus (CMV)/promotor hibrido de B-actina de pollo
(CBAp) (FIG. 40A). La obtencién de imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo se llevé a cabo 3 dias
después de la administracion del vector. Estos resultados se muestran en la FIG. 36A. Tal como se puede observar,
en los ratones tanto macho como hembra a los que se inyectaron los vectores rAAV3, la expresion de FLuc se
restringié al tumor, mientras que en los ratones a los que se inyectaron vectores rAAV8, la expresiéon de FLuc estaba
relativamente mas dispersa, pero localizada predominantemente en el higado y la eficacia de la transduccion de
vectores rAAV8 fue significativamente mayor en ratones macho, una observacion, coherente con los estudios
publicados anteriormente (Davidoff et al, 2003). Los datos cuantitativos demostraron ademas que la expresion
transgénica mediada por el vector rAAV3 se restringié a los tumores y se detectd poca expresion transgénica en los
higados. Por el contrario, en los ratones a los que se inyecto el vector rAAVS8, se produjo una expresion transgénica
tan solo baja en los tumores, mientras que la expresiéon en el higado fue significativamente mayor. Para corroborar
adicionalmente estos resultados, en el segundo conjunto de experimentos, se usaron los vectores rAAV3 y rAAV8 en
inyecciones intratumorales directas en ratones NSG macho que portaban tumores de Huh7 humanos (n = 4) a razén
de 1 x 10" vgs/ratén y se tomaron imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo 3 dias después de las
inyecciones de vector. Como puede observarse en la FIG. 36C, la expresion transgénica de alto nivel se localiz6 en
el tumor en los ratones a los que se inyectaron los vectores rAAV3, mientras que ademas del tumor, también se
detectd una expresion transgénica significativa en ratones a los que se inyectaron los vectores rAAV8. Por lo tanto, a
diferencia de los vectores rAAVS, los vectores rAAV3 poseen un tropismo hacia tumores hepaticos humanos en este
modelo experimental in vivo.

En experimentos preliminares, también se observ6 una reduccién en la expresion transgénica en los tumores 5 dias
después de la administracion del vector, que se debié al rapido crecimiento de los tumores de CHC. Por lo tanto,
para corroborar adicionalmente estos resultados, en el siguiente conjunto de experimentos, se llevaron a cabo
inyecciones intratumorales directas de vectores rAAV3 y rAAVS a dosis bajas (L = 1 x 10" vgs/ratén) y elevadas (H
=1 x 10'2vgs/raton). Los datos de imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo obtenidos en el dia 3 y el dia 7
se muestran en la FIG. 36D. Resulté evidente que, incluso a una dosis elevada, la expresion ectdpica en el higado
en los ratones a los que se inyect6 el vector rAAV3 fue minima, mientras que la inyeccion intratumoral de vectores
rAAV8 dio como resultado una fuerte expresion transgénica en el higado de una manera dependiente de la dosis y el
tiempo. En el dia 7, después de las inyecciones de vector, se sacrificé a los ratones y se compararon los nimeros de
copias de genomas viricos que persisten en las muestras de tejido hepatico. Estos resultados, mostrados en la FIG.
36E, indicaron que habia presencia de una gran cantidad de genomas de vector rAAV8 en el higado, mientras que el
numero de genomas de vector rAAV3 fue minimo, corroborando los resultados previos. Estos estudios, junto con los
resultados anteriores (Ling et al., 2010; Glushakova et al., 2009; Cheng et al., 2012; Ling ef al., 2011) proporcionan
un razonamiento claro para emplear terapia génica mediada por vector rAAV3 para el CHC.

Puede lograrse un aumento adicional de la expresion transgénica mediada por el vector rAAV3 en células de cancer
de higado humano in vitro mediante modificaciones de las capsides viricas. Para potenciar adicionalmente la eficacia
de la transduccion de los vectores rAAV3, se llevé a cabo mutagénesis dirigida al sitio de las capsides de rAAV3.
Ademas de la mutagénesis de restos de tirosina (Y) expuestos en la superficie a fenilalanina (F) (Cheng et al., 2012),
los restos de serina (S), treonina (T) y lisina (K) expuestos en la superficie también se mutagenizaron a restos de
valina (V) y acido glutamico (E) o arginina (R), respectivamente. Se dio prioridad a las posiciones que se encuentran
conservadas entre diversos serotipos de AAV y se ha demostrado previamente que aumentan la eficacia de la
transduccién de vectores rAAV2 (Zhong et al., 2008; Markusic et al., 2010; Aslanidi et al., 2013; Aslanidi ef al., 2012).
Los vectores de tipo silvestre (WT) y todos los mutantes de rAAV3 que portaban el gen indicador de proteina verde
fluorescente potenciada (EGFP) dirigido por CBAp (FIG. 40A) se usaron para evaluar sus eficacias de transduccion
en una linea celular de CHC, Huh7, en condiciones idénticas. En la FIG. 41 se proporciona un resumen de estos
datos. La eficacia de transduccion de dos mutantes de K (K528E; K533E) se redujo >10 veces y la de varios
mutantes de Y y T (Y272F; Y444F; T251V; Y705+731F+T492V) se redujo >2 veces. La eficacia de transduccién del
resto de los mutantes aumentd, variando entre <2 veces a > 10 veces. Los siete mejores mutantes, asi como los
vectores WT rAAV3 que portaban el gen indicador de FLuc dirigido por CBAp se usaron posteriormente para
transducir células Huh7 en condiciones idénticas. Estos resultados (mostrados en la FIG. 37A) indicaron que la
eficacia de transduccion de los mutantes Y705+731F y S663V+T492V+K533R aumentd en ~10 veces y la de los
mutantes S663V+T492V aumenté en ~15 veces, en comparacion con los vectores WT rAAV3. Para validad
adicionalmente la eficacia de la transduccion aumentada de estos mutantes, se usaron los tres mejores vectores
rAAV3 mutantes que portaban el gen indicador de EGFP dirigido por el promotor de CBAp para transducir una linea
celular de CHC humano diferente, HepG2, en condiciones idénticas. Los resultados (mostrados en la FIG. 37B),
demostraron que la eficacia de la transduccion de los mutantes S663V+T492V+K533R e Y705+731F aumento en ~2
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y ~3 veces, respectivamente y la de los mutantes S663V+T492V aumenté ~5 veces, en comparacién con los
vectores WT rAAV3. La eficacia de la transduccion del mejor mutante (S633V+T492V) también se evalu6 en una
linea celular establecida mas recientemente de hepatoblastoma humano (HB), Hep293TT (Cheng et al., 2012) (FIG.
37C). Por lo tanto, el vector rAAV3 optimizado puede demostrar utilidad en la terapia génica potencial del cancer de
higado humano.

Las modificaciones de aminoacidos especificos en las capsides de rAAV3 no alteran la interaccion de virus-
receptor celular. Debido a la incertidumbre acerca de los aminoacidos de la capside virica responsables de la
interaccion virus-receptores, los inventores también examinaron si el proteoglucano de heparan sulfato celular
(HSPG) y el receptor de factor de crecimiento de hepatocitos humanos (hHGFR), identificados anteriormente como
receptores (Rabinowitz et al., 2004) y correceptores (Ling et al., 2010) de los vectores WT rAAV3, estaban
implicados en la transduccion por los presentes vectores rAAV3 optimizados. Se llevaron a cabo los tres conjuntos
de estudios a continuacién. En primer lugar, se llevo a cabo la transduccién de células Huh7 con vectores rAAV3-
CBAp-EGFP o los dos mejores vectores mutantes en presencia de dosis bajas (100ng/ml) o elevadas (100 ug/ml) de
heparina soluble. Estos resultados (mostrados en la FIG. 37D) indicaron que los mutantes tanto Y705+731F como
S663V+T492V tuvieron un rendimiento similar al de los vectores WT rAAV3, en los que la dosis baja de heparina
mejoré la eficacia de la transduccion mediada por vector virico, mientras que la dosis elevada la redujo
drasticamente. En segundo lugar, se llevaron a cabo ensayos de transduccién en presencia de 5 ug/ml de factor de
crecimiento de hepatocitos humanos (hHGF), que se habia demostrado anteriormente que inhibe significativamente
la eficacia de la transduccién de vectores WT rAAV3 (Ling et al., 2010). Estos resultados, mostrados en la FIG. 37E,
demostraron que la eficacia de la transduccién de los vectores viricos tanto WT como mutantes se vio
significativamente afectada. Y en tercer lugar, se usaron los vectores WT y los dos rAAV3 mutantes para transducir
una linea celular de cancer de mama humano, T47D, que expresa niveles indetectables de hHGFR endégeno, asi
como células T47D transfectadas de manera estable con un plasmido de expresion de hHGFR (T47D+hHGFR).
Estos resultados, mostrados en la FIG. 37F, indicaron que los vectores tanto WT como rAAV3 mutantes transducen
a células T47D+hHGFR de una manera mas eficaz (>5 veces) que las células T47D progenitoras. En conjunto, estos
datos confirmaron que los vectores rAAV3 optimizados también utilizan HSPG y hHGFR celular como
receptor/correceptor para su transduccion.

Las modificaciones de aminoacidos especificos en las capsides de rAAV3 potencian adicionalmente la
eficacia de transduccioén virica in vivo después de la administracion sistémica. A continuacion, los inventores
evaluaron la eficacia de la transduccion de los dos vectores rAAV3 optimizados en un modelo de xenoinjerto murino
in vivo. Para este fin, se usaron ratones NSG portadores de tumores humanos de Huh7 o Hep293TT (n = 4) y se
suministré una dosis relativamente baja (5 x 10'° vgs/raton) de los vectores rAAV3-Y705+731F-CBAp-FLuc o rAAV3-
S663V+T492V-CBAp-FLuc a través de la vena caudal. La obtencion de imagenes de bioluminiscencia de cuerpo
completo se llevd a cabo 3 dias después de las inyecciones del vector. A partir de los resultados mostrados en la
FIG. 38A, resulté evidente que los tumores tanto de Huh7 como de Hep293TT se usaban como diana de manera
eficaz mediante los vectores rAAV3 optimizados y que la expresiéon transgénica en ambos tipos de tumores se
potenciaba significativamente mediante los vectores rAAV3-S663V+T492V (FIG. 38B), en comparacién con los
vectores rAAV3-Y705+731F, que se habia demostrado previamente que eran significativamente mas eficaces que
los vectores WT rAAV3 in vivo (Cheng et al., 2012). Tres dias después de las inyecciones del vector, se sacrifico a
los ratones y se recogieron el higado y tejidos tumorales. Se aislaron muestras de ADN total tanto del higado como
de tejidos tumorales y se sometieron a analisis por qPCR para determinar los numeros de copias de genoma del
vector. A partir de los datos mostrados en la FIG. 38C y la FIG. 38D, resulté evidente que los genomas de vector
persistentes del mutante rAAV3-S663V+T492V en el tumor eran significativamente mayores que los del mutante
rAAV3-Y705+731F (FIG. 38C), posiblemente debido al trafico intracelular y la entrada nuclear mas eficaz (Aslanidi et
al., 2013), lo que también se correlaciona bien con la expresion transgénica de FLuc (FIG. 38A y FIG. 38B). No se
observé una diferencia significativa en los genomas de vector persistente de los dos vectores en el higado, lo que
también es comparable con lo comunicado anteriormente (Zincarelli ef al., 2008). Cabe destacar, sin embargo, que a
pesar de la presencia de un nimero de copias del genoma del vector aproximadamente 5 veces mayor en el higado,
en comparacion con el tumor, se detectd poca expresion transgénica en el higado con cualquiera de los dos
vectores rAAV3 optimizados.

Supresion de la tumorigénesis en el modelos de xenoinjerto de cancer de higado humano in vivo después de la
administracion sistémica de vectores rAAV3 optimizados que expresan un nuevo gen terapéutico. Todos los estudios
descritos hasta ahora se llevaron a cabo con genes indicadores, que carecen de valor terapéutico. Por lo tanto,
aunque se contemplé el uso de una seria de genes proapoptéticos y de "suicidio” bien establecidos, los esfuerzos se
centraron en un gen terapéutico recientemente identificado, que codifica tricostatina (TCS), una proteina activadora
de ribosomas, aislado de una hierba medicinal tradicional china, Trichosanthes kirilowii (Sha et al., 2013). Aunque se
determiné la secuencia del gen TCS hace mas de 20 afios (Shaw et al., 1994), nunca se ha intentado el suministro
de un gen que codifica TCS en células. Se sintetizaron casetes de expresion del gen de TCS bajo el control del
AFPp (detallado en la FIG. 40A) cuya expresion intracelular inhibio significativamente el crecimiento de lineas
celulares de CHC in vitro.
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ATGATCAGATTCTTAGTCCTCTCTTTGCTAATTCTCACCCTCTTCCTAACAACTCCTGCTGTGGAGGGCGATGTT
AGCTTCCGTTTATCAGGTGCAACAAGCAGTTCCTATGGAGTTTTCATTTCAAATCTGAGAAAAGCTCTTCCAAAT
GAAAGGAAACTGTACGATATCCCTCTGTTACGTTCCTCTCTTCCAGGTTCTCAACGCTACGCATTGATCCATCTC
ACAAATTACGCCGATGAAACCATTTCAGTGGCCATAGACGTAACGAACGTCTATATTATGGGATATCGCGCTGGC
GATACATCCTATTTTTTCAACGAGGCTTCTGCAACAGAAGCTGCAAAATATGTATTCAAAGACGCTATGCGAAAA
GTTACGCTTCCATATTCTGGCAATTACGAAAGGCTTCAAACTGCTGCAGGCAAAATAAGGGAAAATATTCCGCTT
GGACTCCCTGCTTTGGACAGTGCCATTACCACTTTGTTTTACTACAACGCCAATTCTGCTGCGTCGGCACTTATG
GTACTCATTCAGTCGACGTCTGAGGCTGCGAGGTATAAATTTATTGAGCAACAAATTGGGAAGCGTGTTGACAAA
ACCTTCCTACCAAGTTTAGCAATTATAAGTTTGGAAAATAGTTGGTCTGCTCTCTCCAAGCAAATTCAGATAGCG
AGTACTAATAATGGACAGTTTGAAAGTCCTGTTGTGCTTATAAATGCTCAAAACCAACGAGTCACGATAACCAAT
GTTGATGCTGGAGTTGTAACCTCCAACATCGCGTTGCTGCTGAATAGAAACAATATGGCAGCCATGGATGACGAT
GTTCCTATGACACAGAGCTTTGGATGTGGAAGTTATGCTATTTAG (SEQ ID NO:26)

GAATTCATGATCAGATTCTTAGTCCTCTCTTTGCTAATTCTCACCCTCTTCCTAACAACTCCTGCTGTGGAGGGC
GATGTTAGCTTCCGTTTATCAGGTGCAACAAGCAGTTCCTATGGAGTTTTCATTTCAAATCTGAGAAAAGCTCTT
CCAAATGAAAGGAAACTGTACGATATCCCTCTGTTACGTTCCTCTCTTCCAGGTTCTCAACGCTACGCATTGATC
CATCTCACAAATTACGCCGATGAAACCATTTCAGTGGCCATAGACGTAACGAACGTCTATATTATGGGATATCGC
GCTGGCGATACATCCTATTTTTTCAACGAGGCTTCTGCAACAGAAGCTGCAAAATATGTATTCAAAGACGCTATG
CGAAAAGTTACGCTTCCATATTCTGGCAATTACGAAAGGCTTCAAACTGCTGCAGGCAAAATAAGGGAAAATATT
CCGCTTGGACTCCCTGCTTTGGACAGTGCCATTACCACTTTGTTTTACTACAACGCCAATTCTGCTGCGTCGGCA
CTTATGGTACTCATTCAGTCGACGTCTGAGGCTGCGAGGTATAAATT TATTGAGCAACAAATTGGGAAGCGTGTT
GACAAAACCTTCCTACCAAGTTTAGCAATTATAAGTTTGGAAAATAGTTGGTCTGCTCTCTCCAAGCAAATTCAG
ATAGCGAGTACTAATAATGGACAGTTTGAAAGTCCTGTTGTGCTTATAAATGCTCAAAACCAACGAGTCACGATA
ACCAATGTTGATGCTGGAGTTGTAACCTCCAACATCGCGTTGCTGCTGAATAGAAACAATATGGCAGCCATGGAT
GACGATGTTCCTATGACACAGAGCTTTGGATGTGGAAGT TATGCTATTCTCGAGGACTACAAGGATGACGATGAC
AAGGATTACAAAGACGACGATGATAAGGACTATAAGGATGATGACGACAAATAA (SEQ ID NO:27)

Después, se generaron vectores mutantes rAAV3-S663V+T492 que portaban este nuevo gen terapéutico. Ademas,
para permitir el inicio del tratamiento en un punto de tiempo temprano, antes de que los tumores fuesen palpables,
también se gener6 una linea celular de CHC humano genéticamente modificada, Huh7-FLuc, en la que se transfectd
de manera estable el gen de FLuc bajo el control del promotor CBAp, que también permiti6 monitorizar el
crecimiento tumoral mediante obtencidén de imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo. Se inyect6 a ratones
NSG (n= 10) por via subcutanea en el lado ventral entre los omoplatos 5 x 10° células Huh7-FLuc. Cuatro semanas
de los xenoinjertos, se dividi6 a los ratones en 2 grupos y se inyectaron 5 x 10'° vgs de vectores rAAV3-
S663V+T492V-AFPp-TCS a través de la vena caudal en el primer grupo (dia 0). Al segundo grupo de ratones se le
inyectaron 5 x 10" vgs de vectores rAAV3-S663V+T492V-AFPp-EGFP para que sirviesen como controles
adecuados. La obtencién de imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo se llevd a cabo en el dia 0, el dia 3,
el dia 8 y el dia 11 después de la administracion del vector. Estos resultados, mostrados en la FIG. 39A, documentan
que mientras que los tumores de Huh7-FLuc crecieron de manera progresiva en ratones a los que se inyectaron
vectores rAAV3-S663V+T492V-AFPp-EGFP, el crecimiento tumoral en ratones a los que se inyectaron los vectores
rAAV3-S663V+T492V-AFPp-TCS se inhibié significativamente hasta el dia 11 (p< 0,05), con una inhibicién maxima
del crecimiento en el dia 8 (p< 0,01). Las imagenes de bioluminiscencia de cuerpo completo de los ratones llevadas
a cabo en el dia 8 después de las administraciones del vector se muestran en la FIG. 39B. Por otra parte, en el dia
11, se sacrificé a todos los ratones y se determinaron los niveles séricos de aspartato transaminasa (AST) y de
alanina transaminasa (ALT). Lo se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados con TCS y de
control, lo que sugiere una escasa lesion hepatica en los ratones (FIG. 39C).

ANALISIS
Como se ha indicado anteriormente, el CHC, que se clasifica como el quinto entre los tumores soélidos en seres

humanos, provoca ~695.900 muertes anuales en todo el mundo. Aunque los pacientes con un diagnéstico temprano
de CHC pueden beneficiarse de intervenciones quirtrgicas y/o quimioterapéuticas, se produce frecuentemente la
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recidiva de la enfermedad y la frecuencia de fracaso del tratamiento es elevada. Para los pacientes a los que se
diagnostica CHC avanzado, las opciones se limitan en gran medida a cuidados paliativos. Aunque la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha aprobado el uso de Sorafenib en pacientes con CHC
avanzado, la mediana de supervivencia se aumenta tan solo en ~3 meses. Por lo tanto, resulta evidente que el
desarrollo de nuevas opciones terapéuticas se necesita urgentemente y la combinacién de la terapia génica con la
medicina tradicional china (TCM) es una opcioén prometedora. La medicina TCM, como medicina complementaria
principal y alternativa, se ha convertido en un tratamiento comunmente usado para el CHC en China (Zhai et al.,
2013). Recientemente, se ha comunicado que algunos compuestos monoméricos bioactivos extraidos de hierbas de
la TCM tienen la capacidad de potenciar significativamente la eficacia terapéutica mediada por vectores rAAV
(Zhang et al., 2010; Mitchell et al., 2013; Wang et al., 2014, Ling et al., 2014). En este caso, se desarrollé una nueva
estrategia que combina la terapia génica con la administracion de TCM, en la que se administra de manera sistémica
un gen de suicidio terapéutico aislado de hierbas a células malignas in vivo mediante vectores rAAV.

La terapia génica mediada por vector AAV recombinante del CHC se ha probado en el pasado. Por ejemplo, se ha
informado del uso de vectores rAAV2 monocatenarios (ss) convencionales para abordar el CHC in vivo (Su et al,,
2000), pero la eficacia de la transduccion de estos vectores fue escasa. En estudios posteriores (Peng et al., 2000),
no se observé transduccion en tumores mayores de 2 mm después de la administracion sistémica. En estudios mas
recientes, se demostré6 que el uso de vectores rAAVO para mediar el suministro de miARN-26A y miARN-122
especifico en modelos de tumor de CHC endogeno de raton daban como resultado la inhibicion del crecimiento
tumoral (Kota et al., 2009; Hsu et al., 2012). Sin embargo, los vectores rAAV8 tienen un amplio tropismo hacia tejidos
normales distintos del higado en modelos murinos (Zincarelli et. al., 2008; Gao et al., 2002; Wang et al., 2005) y en
primates no humanos (Nathwani, et al., 2006; Nathwani et al., 2007). Este ejemplo demuestra que el sobresaliente
tropismo de los vectores rAAV3 hacia las células de cancer de higado humano in vitro también puede aprovecharse
para lograr el suministro dirigido de estos vectores a tumores hepaticos humanos en un modelo de xenoinjerto de
raton in vivo. Ademas, la mutagénesis de sitio dirigido de restos de aminoacido especificos en la capside de rAAV3
puede aumentar adicionalmente la eficacia de la transduccion de vectores rAAV3. Asimismo, los vectores rAAV3
optimizados que expresan un nuevo gen terapéutico también pueden usarse para suprimir la tumorigénesis hepatica
en humanos en un modelo de xenoinjerto murino. Cabe destacar que estos estudios se llevaron a cabo con tumores
bien establecidos y el uso deliberado de bajas dosis de vector para establecer el direccionamiento a tumores. Por lo
tanto, es altamente probable que el uso de altas dosis de vector y/o una intervencion mas temprana, antes de que el
tumor esté bien establecido, podria ser posible para lograr un punto final terapéutico mas deseable. También es
tentador especular que dependiendo de la finalizacion con éxito de estudios adicionales con xenoinjertos de tumores
de higado humano primarios, especialmente en el microambiente hepatico y de seguridad y eficacia en modelos de
animales grandes, los vectores rAAV3-S663V+T492V podrian resultar utiles en la terapia génica potencial de los
canceres de higado humanos.
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Se entendera que los ejemplos y las realizaciones descritos en el presente documento son Gnicamente con fines
ilustrativos y que los expertos en la materia podran sugerir diversas modificaciones o cambios a la luz de los mismos
y se han de incluir dentro del alcance de la divulgacion.

La enumeracion de intervalos de valores en el presente documento esta destinada meramente a servir como un
método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que se encuentre dentro del intervalo, a
menos que se indique otra cosa en el presente documento y cada valor por separado se incorpora en la memoria
descriptiva como si se citase de manera individual en el presente documento.

Todos los métodos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo en cualquier orden adecuado, a
menos que se indique otra cosa en el presente documento o se contradiga claramente por el contexto.

El uso de cualquiera y de todos los ejemplos o de lenguaje ilustrativo (por ejemplo, "tal como") proporcionado en el
presente documento pretende simplemente ilustrar mejor la invencion y no supone una limitacion del alcance de la
invencion, a menos que se indique otra cosa. No ha de interpretarse que las expresiones de la memoria descriptiva
indiquen que cualquier elemento es esencial para la practica de la invencién, a menos que esto se indique
explicitamente.

La descripcion en el presente documento de cualquier aspecto usando expresiones tales como "que comprende",
"que tiene", "que incluye" o "que contiene" con referencia a un elemento o elementos pretende proporcionar soporte
para un aspecto similar "que consiste en" o que "consiste esencialmente en", o que "comprende sustancialmente”
dicho elemento o elementos particulares, a menos que se establezca lo contrario o se contradiga claramente con el
contexto, por ejemplo, debe entenderse que si se describe en el presente documento que una composicion
comprende un elemento particular también se describe una composicion que consiste en ese elemento, a menos

que se establezca lo contrario o se contradiga claramente con el contexto.

Todas las composiciones y métodos divulgados y reivindicados en el presente documento pueden practicarse y
ejecutarse sin experimentacion innecesaria en vista de la presente invencion. Aunque las composiciones y los
métodos de la presente invenciéon se han descrito en términos de realizaciones preferidas, sera evidente para los
expertos en la materia que pueden aplicarse variaciones a las composiciones y los métodos y en las etapas o en la
secuencia de etapas del método descrito en el presente documento sin desviarse de la invencion. Mas
especificamente, sera evidente que ciertos agentes que estan relacionados quimica y/o fisiolégicamente pueden
sustituirse por los agentes descritos en el presente documento, obteniéndose los mismos resultados u otros
similares.
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Glu

Ser

Asp
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355

Met
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Leu
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435
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Glu

Ser
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Phe

420

Pro
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Leu
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Thr

405

His
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ES 2714292713

His

Gln

Ser
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Trp
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535

Asn
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Leu
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Leu
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Leu
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Lys
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Thr
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Pro
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Leu
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Phe

Ser
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Lys

Met
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Leu
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460
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Ser
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Leu
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Val

Pro

Asn

Phe
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Leu
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Ser

Phe
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Trp
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Thr

Ile
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Lys
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Trp
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Gln
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Trp
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Thr
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Pro
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Leu

Ser
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Gln
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Val

Leu
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Pro
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60

Asp

Lys

Asp

Val

Leu

45

Lys
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145

Lys

Gly
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Ser
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Thr

Tyr
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Cys
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Leu

Gly
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Pro
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Gly

Thr

Lys
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Phe
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Glu
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Leu
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Phe
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Lys
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Trp
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Asn
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215

Asp

Trp
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Trp
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Leu
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280

Trp
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Gln
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Tyr
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Thr
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Ala

Ser
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Asn
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Tyr

Asn

Phe
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Asn
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Asn
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110

Leu

Lys
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Glu
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Asn

Asn
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Gln
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Pro

Gly

Asn
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Gln
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Thr
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Ile
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Leu
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His

Trp
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Leu
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Gln
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Lys
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Thr

Tyr
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Leu

Phe
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Asn
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Thr
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355
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Pro

Asn

435

Thr
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Thr

Val

340
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Phe

420

Pro

Thr

Pro

Tyr
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Glu
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Val
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485

Phe

Leu

Lys
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Trp
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Pro

520

Pro
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Cys
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425

Tyr
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Leu

Leu
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505
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Thr
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Leu
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410
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Leu
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Pro
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Thr

Leu
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Leu
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Leu
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Pro
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Phe
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Leu
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Ile
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590

Pro
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Gly
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Phe
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Leu
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Leu
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Phe

Met
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Tyr
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Thr

Ser
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Gln
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Thr
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Lys

Tyr
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Tyr
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Pro

Tyr
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Thr
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Pro
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Asn

Lys

Glu

Val Asn
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His

Pro

Thr
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Thr

Ser

Ser Val
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Gly

Lys

Pro Arg
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Asn

ES 2714292713

His

Leu
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Gln

Phe
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1
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Asp Gly

Arg Glu
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20

Gln Gln
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Trp
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Trp
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Pro
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Ser P

Ile Met I

Ser Pro
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Trp
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55
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6
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Ser Val
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Asn P
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Leu
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40
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Leu
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Thr
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Ile Trp
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Trp
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Ala Ser

Ile Glu Trp
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Tyr
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Gly
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Asp

Asp
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Asp Thr

Leu Thr

Asp Asn

Ala Pro

Leu Val

45

Lys Gly
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Lys Ala

Val

Ile

Phe
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Glu

Thr

Asn

Arg

30

Leu

Leu

Lys

Glu

Tyr

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn
735

15

Gln

His

Leu
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Ala

Thr
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Val
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Leu

Ser Glu

Pro Lys

Pro Gly

Pro Val

Asp Gln
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Leu

Gly

Leu
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Lys

Gly

Asp
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225

Trp

Ser

Phe

Arg

Lys

305

Thr

Leu

Glu

Gly

Leu

130

Ile

Gly

Ala

Asp

Gln

210

Ser

Val

Leu
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Leu

290

Ile

Thr

Lys

Phe

Arg

115

Val

Glu

Lys

Gly

Ser

195

Gly

Thr

Leu

Gln

Phe

275

Ile
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Val

Ala

Gln

100
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Glu

Ser

Gln
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180

Glu

Ala

Trp

Pro
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Asn

Asn
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Gly

Gln
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Gln
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Gly
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Tyr
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Gln
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Asn

Asn

Leu
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Pro

Ala

Val
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Trp
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Pro
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Gly
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Lys
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Gly
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Phe

Arg

Val
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Thr

315

Val
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Ser
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Gly

Ala

205

Asp

Ser

Arg

Pro
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Trp
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Ser

Gly

Cys

Thr

240

Glu
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Thr

455

Asn

Ala

Lys

Pro

Asn

535

Thr
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Trp
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Thr
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Val
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Trp
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Gly His Phe
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Pro Pro Pro

Ala Thr Thr

Ser Thr Gly
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Arg Ser Lys
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Gln Gln Asn
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Glu Pro Arg
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Gln

Phe
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Ser Ser
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Ile Gly
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1
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5
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35
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Trp
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Trp
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Gln Phe Thr
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Trp
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590

Gln

His
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Asn
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Arg
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Pro

Tyr

Glu

Gly
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Gly Glu
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Leu

Glu

Tyr

Pro Lys

Pro Gly

Pro Val
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Lys
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Leu

Glu

Gly
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Gly
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Lys
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Ala
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275
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Asn

Asn

Asn

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

Ser

165

Pro

Gly

Asn

Val

His

245

Asn

Arg

Asn

Ile

ES 2714292713

70

Asp

Lys

Phe

Gly

Lys

150

Ser

Ala

Gly

Ala

Val

230

Gln

Ala

Phe

Tyr

Gln
310

Asn

Leu

Gln

Ala

135

Arg

Asp

Gln

Gly

Ser

215

Thr

Tyr

Tyr

His

Trp

295

Val

Pro

Ala

Ala

120

Lys

Lys

Ala

Pro

Pro

200

Gly

Lys

Arg

Phe

Ser

280

Gly

Lys

Tyr

Asp

105

Lys

Thr

Lys

Glu

Ala

185

Leu

Asp

Ser

Glu

Gly

265

His

Phe

Glu

81

Leu

90

Asp

Lys

Ala

Ala

Ala

170

Ser

Gly

Trp

Thr

Ile

250

Tyr

Trp

Arg

Val

75

Lys

Thr

Arg

Pro

Arg

155

Gly

Ser

Asp

His

Arg

235

Lys

Ser

Ser

Pro

Thr
315

Tyr

Ser

Val

Thr

140

Thr

Pro

Leu

Asn

Cys

220

Thr

Ser

Thr

Pro

Arg

300

Val

Asn

Phe

Leu

125

Gly

Glu

Ser

Gly

Asn

205

Asp

Trp

Gly

Pro

Arg

285

Ser

Gln

His

Gly

110

Glu

Lys

Glu

Gly

Ala

190

Gln

Ser

Val

Ser

Trp

270

Asp

Leu

Asp

Ala

95

Gly

Pro

Arg

Asp

Ser

175

Asp

Gly

Thr

Leu

Val

255

Gly

Trp

Arg

Ser

80

Asp

Asn

Phe

Ile

Ser

160

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

240

Asp

Tyr

Gln

Val

Thr
320



Thr

Asp

Leu

Ala

Phe

385

Asn

Phe

Gln

Phe

Phe

465

Val

Leu

Asn

Phe

Gly

545

Val

Thr

Asp

Pro

Thr

370

Phe

Phe

Ala

Tyr

Asn

450

Pro

Asn

Glu

Asn

Asn

530

Asn

Ala

Ile

Tyr

Ala

355

Leu

Cys

Glu

Pro

Leu

435

Lys

Gly

Arg

Gly

Leu

515

Ser

Met

Tyr

Ala

Gln

340

Phe

Asn

Leu

Phe

Ser

420

Tyr

Asn

Pro

Ala

Ala

500

Gln

Gln

Leu

Asn

Asn

325

Leu

Pro

Arg

Glu

Thr

405

Gln

Arg

Leu

Met

Ser

485

Ser

Gly

Pro

Ile

Val
565

ES 2714292713

Asn

Pro

Pro

Asp

Tyr

390

Tyr

Asn

Phe

Ala

Gly

470

Val

Tyr

Ser

Ala

Thr

550

Gly

Leu

Tyr

Gln

Asn

375

Phe

Asn

Leu

Val

Gly

455

Arg

Ser

Gln

Asn

Asn

535

Ser

Gly

Thr

Val

Val

360

Thr

Pro

Phe

Phe

Ser

440

Arg

Thr

Ala

Val

Thr

520

Pro

Glu

Gln

Ser

Val

345

Phe

Glu

Ser

Glu

Lys

425

Thr

Tyr

Gln

Phe

Pro

505

Tyr

Gly

Ser

Met

82

Thr

330

Gly

Thr

Asn

Lys

Glu

410

Leu

Asn

Ala

Gly

Ala

490

Pro

Ala

Thr

Glu

Ala
570

Val

Asn

Leu

Pro

Met

395

Val

Ala

Asn

Asn

Trp

475

Thr

Gln

Leu

Thr

Thr

555

Thr

Gln

Gly

Pro

Thr

380

Leu

Pro

Asn

Thr

Thr

460

Asn

Thr

Pro

Glu

Ala

540

Gln

Asn

Val

Thr

Gln

365

Glu

Arg

Phe

Pro

Gly

445

Tyr

Leu

Asn

Asn

Asn

525

Thr

Pro

Asn

Phe

Glu

350

Tyr

Arg

Thr

His

Leu

430

Gly

Lys

Gly

Arg

Gly

510

Thr

Tyr

Val

Gln

Thr

335

Gly

Gly

Ser

Gly

Ser

415

Val

Val

Asn

Ser

Met

495

Met

Met

Leu

Asn

Ser
575

Asp

Cys

Tyr

Ser

Asn

400

Ser

Asp

Gln

Trp

Gly

480

Glu

Thr

Ile

Glu

Arg

560

Ser
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Thr

Gly

Ala

Gly

625

Thr

Ser

Trp

Tyr

Ser

705

Thr

<210>6
<211> 736
<212> PRT

Thr

Ser

Lys

610

Gly

Pro

Phe

Glu

Thr

690

Thr

Arg

Ala

Val

595

Ile

Phe

Val

Ile

Leu

675

Asn

Gly

Pro

Pro

580

Trp

Pro

Gly

Pro

Thr

660

Lys

Asn

Glu

Leu

Ala

Met

Glu

Leu

Gly

645

Gln

Lys

Tyr

Tyr

ES 2714292713

Thr

Glu

Thr

Lys

630

Asn

Tyr

Glu

Asn

Arg
710

<213> Virus adenoasociado serotipo 6

<400> 6

Met Ala Ala

1

Glu Gly Ile

Lys Ala Asn

Gly Tyr Lys

50

35

Asp Gly

Arg Glu

20

Gln Gln

Tyr Leu

Tyr

Trp

Lys

Gly

Gly

Arg

Gly

615

His

Ile

Ser

Asn

Asp

695

Thr

Leu

Trp

Gln

Pro
55

Thr

Asp

600

Ala

Pro

Thr

Thr

Ser

680

Pro

Thr

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Tyr

585

Val

His

Pro

Ser

Gly

665

Lys

Gln

Arg

Asp

Leu

25

Asp

Asn

83

Asn

Tyr

Phe

Pro

Phe

650

Gln

Arg

Phe

Pro

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Leu

Leu

His

Met

635

Ser

Val

Trp

Val

Ile
715

Leu

Pro

Arg

Leu

Gln

Gln

Pro

620

Met

Asp

Thr

Asn

Asp

700

Gly

Glu

Gly

Gly

Asp
60

Glu

Gly

605

Ser

Leu

Val

Val

Pro

685

Phe

Thr

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Ile

590

Pro

Pro

Ile

Pro

Glu

670

Glu

Ala

Arg

Asn

Pro

30

Val

Gly

Val

Ile

Ala

Lys

Val

655

Met

Ile

Pro

Tyr

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Pro

Trp

Met

Asn

640

Ser

Glu

Gln

Asp

Leu
720

Ser

Pro

Pro

Pro



Val

65

Gln

Asp

Asn

Phe

Pro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Tyr

His

Trp
305

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Thr

Asp

Thr

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Phe

Cys

290

Gly

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Gly

275

His

Phe

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Gln

Gln

Glu

180

Ala

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Tyr

Phe

Arg

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Ser

Ala

Asp

His

Arg

245

Ser

Ser

Ser

Pro

ES 2714292713

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Pro

Val

Val

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Thr

Pro

Lys
310

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Ala

Pro

Arg

295

Arg

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Lys

Asp

Pro

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Trp

280

Asp

Leu

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Thr

Gly

Thr

Leu

Thr

265

Gly

Trp

Asn

84

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Gly

Tyr

Gln

Phe

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ala

Phe

Arg

Lys
315

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Asp

Leu

300

Leu

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asn

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

Asn

Arg

Asn

Ile

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Leu

His

Phe

Asn

Gln
320



Val

Leu

Tyr

Asp

Ser

385

Ser

Glu

Arg

Thr

Arg

465

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

545

Thr

Lys

Thr

Val

Val

370

Gln

Gln

Asp

Leu

Gln

450

Gly

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Glu

Asp

Glu

Ser

Leu

355

Phe

Ala

Met

Val

Met

435

Asn

Ser

Cys

Ser

Glu

515

Lys

Ser

Glu

Val

Thr

340

Gly

Met

Val

Leu

Pro

420

Asn

Gln

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Glu

Thr

325

Val

Ser

Ile

Gly

Arg

405

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

485

Phe

Ile

Lys

Gly

Glu

ES 2714292713

Thr

Gln

Ala

Pro

Arg

390

Thr

His

Leu

Gly

Gly

470

Gln

Thr

Ile

Phe

Ala

550

Ile

Asn

Val

His

Gln

375

Ser

Gly

Ser

Ile

Ser

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Ser

Lys

Asp

Phe

Gln

360

Tyr

Ser

Asn

Ser

Asp

440

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Ala

Gly

Ser

345

Gly

Gly

Phe

Asn

Tyr

425

Gln

Gln

Val

Val

Gly

505

Gly

Met

Thr

Thr

85

Val

330

Asp

Cys

Tyr

Tyr

Phe

410

Ala

Tyr

Asn

Gln

Ser

490

Ala

Thr

Ser

Ala

Asn

Thr

Ser

Leu

Leu

Cys

395

Thr

His

Leu

Lys

Pro

475

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu

555

Pro

Thr

Glu

Pro

Thr

380

Leu

Phe

Ser

Tyr

Asp

460

Lys

Thr

Lys

Met

Val

540

Asp

Val

Ile

Tyr

Pro

365

Leu

Glu

Ser

Gln

Tyr

445

Leu

Asn

Lys

Tyr

Ala

525

Met

Asn

Ala

Ala

Gln

350

Phe

Asn

Tyr

Tyr

Ser

430

Leu

Leu

Trp

Thr

Asn

510

Ser

Ile

Val

Thr

Asn

335

Leu

Pro

Asn

Phe

Thr

415

Leu

Asn

Phe

Leu

Asp

495

Leu

His

Phe

Met

Glu

Asn

Pro

Ala

Gly

Pro

400

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560

Arg
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Phe Gly

Thr Gly

Asp Arg
610

Thr Asp
625

Lys His

Asn Pro

Gln Tyr

Lys Glu
690

Tyr Ala
705

Tyr Thr

<210>7
<211> 737
<212> PRT

Thr

Asp

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Val

580

val

val

His

Pro

Ala

660

Thr

Ser

Ser

Pro

565

Ala

His

Tyr

Phe

Pro

645

Glu

Gly

Lys

Ala

Arg
725

<213> Virus adenoasociado serotipo 7

<400>7
Met Ala Ala
1

Glu Gly Tle

Lys Ala Asn
35

Gly Tyr Lys

ES 2714292713

Vval

val

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Asn

Met

Gln

615

Pro

Ile

Ser

vVal

Trp

695

vVal

Ile

Leu

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Ala

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Gln

585

Ala

Pro

Pro

Ile

Thr

665

Val

Pro

Phe

Thr

Asp Gly Tyr Leu Pro Asp

5

Arg Glu Trp Trp Asp Leu

20

25

Gln Gln Lys Gln Asp Asn
40

Tyr Leu Gly Pro Phe Asn

8

6

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Thr

Arg
730

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Ser Ser Thr

Pro Gly Met
605

Trp Ala Lys
620

Met Gly Gly
635

Asn Thr Pro

Phe Ala Ser

Ile Glu Trp
685

Val Gln Tyr
700

Val Asp Asn
715

Tyr Leu Thr

Asp

590

val

Ile

Phe

Val

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

575

Pro Ala

Trp Gln

Pro His

Gly Leu
640

Pro Ala
655

Ile Thr

Leu Gln

Ser Asn

Gly Leu

720

Pro Leu
735

Leu Glu Asp Asn Leu Ser

15

Pro Gly Ala Pro Lys Pro

30

Arg Gly Leu Val Leu Pro

45

Leu Asp Lys Gly Glu Pro



Val

65

Gln

Asp

Asn

Leu

Pro

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ala

225

Ile

Leu

Thr

Phe

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Tyr

Tyr

His
290

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Lys

Asp

Ala

195

Pro

Gly

Thr

Lys

Phe

275

Cys

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Pro

Gly

Ser

180

Pro

Met

Asn

Ser

Gln

260

Gly

His

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Tyr

Phe

ES 2714292713

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Gln

Ser

Ser

Asp

His

230

Arg

Ser

Ser

Ser

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Pro

Val

Val

Asn

215

Cys

Thr

Ser

Thr

Pro
295

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Arg

Ala

Pro

Gly

200

Asn

Asp

Trp

Glu

Pro

280

Arg

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Ser

Arg

Asp

185

Ser

Glu

Ser

Ala

Thr

265

Trp

Asp

87

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Leu

250

Ala

Gly

Trp

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Asp

155

Arg

Gln

Thr

Ala

Trp

235

Pro

Gly

Tyr

Gln

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Leu

Pro

Val

Asp

220

Leu

Thr

Ser

Phe

Arg
300

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Ala

Ser

Asn

Leu

Ala

205

Gly

Gly

Tyr

Thr

Asp

285

Leu

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Thr

Phe

Gly

190

Ala

Val

Asp

Asn

Asn

270

Phe

Ile

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

Asp

Asn

Asn

Asp

Ala

Gly

Pro

Arg

Ile

160

Gln

Pro

Gly

Asn

Val

240

His

Asn

Arg

Asn



Asn

305

Gln

Asn

Pro

Ala

Gly

385

Pro

Phe

Asp

Arg

Phe

465

Leu

Gln

Leu

His

Phe
545

Trp

Val

Leu

Tyr

Asp

370

Ser

Ser

Glu

Arg

Thr

450

Tyr

Pro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Gly

Lys

Thr

Val

355

Val

Gln

Gln

Asp

Leu

435

Gln

Gln

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Phe

Ser

Met

Val

420

Met

Ser

Gly

Pro

Asn

500

Arg

Asp

Thr

Arg

Val

325

Thr

Gly

Met

Val

Leu

405

Pro

Asn

Asn

Gly

Cys

485

Ser

Asn

Glu

Gly

ES 2714292713

Pro

310

Thr

Ile

Ser

Ile

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Pro

Pro

470

Phe

Asn

Ser

Asp

Ala
550

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Gly

455

Ser

Arg

Phe

Leu

Arg

535

Thr

Lys

Asn

Val

His

360

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

440

Gly

Thr

Gln

Ala

Val

520

Phe

Asn

Leu

Asp

Phe

345

Gln

Tyr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Thr

Met

Gln

Trp

505

Asn

Phe

Lys

88

Arg

Gly

330

Ser

Gly

Gly

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Ala

Ala

Arg

490

Thr

Pro

Pro

Thr

Phe

315

Val

Asp

Cys

Tyr

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Gly

Glu

475

Val

Gly

Gly

Ser

Thr
555

Lys

Thr

Ser

Leu

Leu

380

Cys

Glu

His

Leu

Asn

460

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

540

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Arg

Ala

Lys

Thr

Ala

525

Gly

Glu

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Glu

Lys

Thr

Lys

510

Met

Val

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Phe

Asn

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Leu

Asn

Leu

495

Tyr

Ala

Leu

Val

Ile

320

Asn

Leu

Pro

Asn

Phe

400

Ser

Leu

Ala

Gln

Trp

480

Asp

His

Thr

Ile

Leu
560



ES 2714292713

Met Thr Asn Glu Glu Glu Ile Arg Pro Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu
565 570 575

Glu Tyr Gly Ile Val Ser Ser Asn Leu Gln Ala Ala Asn Thr Ala Ala
580 585 590

Gln Thr Gln Val Val Asn Asn Gln Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp
595 600 605

Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro
610 615 620

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

Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro
645 650 655

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

Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu
675 680 685

Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser
690 695 700

Asn Phe Glu Lys Gln Thr Gly Val Asp Phe Ala Val Asp Ser Gln Gly
705 710 715 720

Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn
725 730 735

Leu

<210> 8

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adenoasociado serotipo 8
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Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Ala Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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390

Leu

Pro
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Trp
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Arg

490

Thr

Pro

Pro

Trp
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Thr

Asp

Cys

Tyr

380

Tyr

Phe

Ala
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Leu
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Asn
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Gly

Lys

695

Thr
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Trp
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Trp
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Met

Lys

Gly

Pro

655

Ser

Trp

Tyr

Thr
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Asn

15

Gln
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His
255

Pro
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Tyr
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Trp
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Trp
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Trp
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Asn
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Asp

Phe

400

Glu
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Ser

Pro

480

Asn
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Trp
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Thr
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Pro

645

Ala

Gly

Lys

Asn

Arg
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Trp
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Trp
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Glu

350

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

430

Tyr

Gln

Lys

Thr

Lys

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

335

Tyr

Pro

Leu

Glu

Ser

415

Gln

Tyr

Leu

Asn

Leu

495

Tyr

Asp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe

Asn

Tyr

400

Tyr

Ser

Leu

Leu

Trp

480

Ser

His



Leu

His

Phe

545

Met

Glu

Pro

Trp

Pro

625

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

705

Gly

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Leu

Gln

Ile

Gln

610

His

Leu

Ala

Thr

Gln

690

Asn

Thr

Leu

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Tyr

Val

595

Asn

Thr

Lys

Asp

Gln

675

Lys

Tyr

Tyr

500

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

580

Gly

Arg

Asp

His

Pro

660

Tyr

Glu

Tyr

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

565

Val

Ala

Asp

Gly

Pro

645

Pro

Ser

Asn

Lys

Glu
725
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Ser

Glu

Ala

550

Glu

Val

Val

Val

Asn

630

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

710

Pro

Leu

Arg

535

Gly

Glu

Ala

Asn

Tyr

615

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

695

Thr

Arg

Val

520

Phe

Lys

Ile

Asp

Ser

600

Leu

His

Gln

Phe

Gln

680

Arg

Asn

Pro

98

505

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

585

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

665

Val

Trp

Val

Ile

Pro

Pro

Asn

Thr

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

650

Gln

Ser

Asn

Asp

Gly
730

Gly

Ser

Val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Ile

Ala

Val

Pro

Phe

715

Thr

Val

Ser

540

Asp

Asn

Gln

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

700

Ala

Arg

Ala

525

Gly

Tyr

Pro

Gln

Pro

605

Trp

Met

Asn

Leu

Ile

685

Ile

Val

Tyr

510

Met

Val

Ser

Val

Asn

590

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

670

Glu

Gln

Asn

Leu

Ala

Leu

Ser

Ala

575

Ala

Met

Lys

Gly

Pro

655

Ser

Trp

Tyr

Thr

Thr
735

Thr

Met

Val

560

Thr

Ala

Val

Ile

Phe

640

Val

Phe

Glu

Thr

Asp

720

Arg
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<210> 11

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico directo

<400> 11
accagaacct gggctctgcc cactttcaac aaccatctcet acaag

<210> 12

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico inverso

<400> 12
caatcaggag cttcgaacga caaccacttc tttggctaca gcacc

<210> 13

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 13
cttatcgatc agtatctgta cttcctgaac agaacgcaag gaaca

<210> 14

<211>48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 14

gctaacgaca acaacaacag taactatcca tggacagecgg ccagcaaa

<210> 15

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 15
tggaatccag agattcagtt cacgtccaac tacaacaagt ctgtt

<210> 16

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 16

99
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gagattcagt acacgtccaa cttcaacaag tctgttaatg tggac

<210> 17

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 17
gtgaacctcg ccctattgga acccggttte tcacacgaaa cttg

<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 18
tcccatagta acgccaatag g

<210> 19

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 19
cttggcatat gatacacttg atg

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 20
tcccatagta acgccaatag g

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 21
cttggcatat gatacacttg atg

<210> 22

<211> 145

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

100
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<223> Secuencia de sintesis
<400> 22

aggaacccct agtgatggag ttggccacte cctetetgeg
ccgggcgacce aaaggtcgcc cgacgcecccecgg getttgececg
gagcgcgcag agagggagtg gccaa

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 23
ctccatcact aggggttcct

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 24
ctccatcact aggggttcct

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico

<400> 25
gaggtagtga tccccaagga

101

cgectegeteg ctcactgagg 60
ggcggcctca gtgagcgage 120
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside modificada que comprende una combinacién de
dos 0 mas sustituciones de aminoacidos que incluyen una sustitucion de aminoacido no nativo, en donde la proteina
de la capside comprende una o mas de las siguientes combinaciones de sustituciones de aminoacidos:

(a) Y701F e Y705F;

(b) Y705F, Y731F y S663V;

(c) Y705F, Y731F, K533R;

(d) Y705F, Y731F, S663Vy T492 V; o

(e) Y705F, Y731F, S663V, T492V y K533R, de la proteina de la capside de AAV3 de tipo silvestre, como se
expone en la SEQ ID NO: 3 o en donde las mutaciones se encuentran en restos de aminoacidos expuestos en la
superficie equivalentes en uno cualquiera de las proteinas de la capside de AAV1, AAV2, AAV4, AAV5, AAVE,
AAV7, AAV8, AAV9 o AAV10 de tipo silvestre, como se expone en las SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ
ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9 o la SEQ ID
NO: 10 y que dan como resultado los mismos restos de aminoacidos en las posiciones de aminoacidos
equivalentes que resultan de las mutaciones indicadas en la proteina de la capside de AAV3.

2. La particula de rAAV de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la eficacia de transduccién de un viridbn que
comprende la particula es de aproximadamente 2 a aproximadamente 50 veces mayor en una célula hospedadora
de mamifero seleccionada que la de un viribn que comprende una particula de rAAV correspondiente no modificada,
opcionalmente, de aproximadamente 6 a aproximadamente 40 veces mayor, mas opcionalmente, de
aproximadamente 8 a aproximadamente 30 veces mayor.

3. La particula de rAAV de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la particula es menos susceptible
a la ubiquitinacién cuando se introduce en una célula de mamifero que la de un virion que comprende una particula
de rAAV correspondiente no modificada.

4. La particula de rAAV de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en donde la particula comprende ademas
un segmento de acido nucleico que comprende un agente diagnostico, terapéutico o quimioterapéutico unido
operativamente a un promotor capaz de expresar el segmento de acido nucleico en una célula hospedadora
adecuada que comprende la particula; opcionalmente en donde el segmento de acido nucleico comprende ademas
un potenciador, una secuencia reguladora postranscripcional, una sefial de poliadenilacién o cualquier combinacién
de las mismas, unido operativamente al segmento de acido nucleico.

5. La particula de rAAV de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que ademas comprende una secuencia
intrénica de mamifero unida operativamente al segmento de acido nucleico.

6. La particula de rAAV de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el promotor es un promotor heterélogo, un
promotor especifico de tejido, un promotor especifico de célula, un promotor constitutivo, un promotor inducible o
una combinacion de los mismos.

7. La particula de rAAV de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde el promotor es un promotor especifico de
higado, un promotor especifico de células tumorales o una combinacion de los mismos.

8. La particula de rAAV de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el segmento de acido nucleico expresa o
codifica un polipéptido, un péptido, una ribozima, un acido nucleico peptidico, un ARNip, un ARNi, un oligonucleétido
antisentido, u polinucleétido antisentido, un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno o cualquier combinacion
de los mismos.

9. La particula de rAAV de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en donde el segmento de acido nucleico
codifica un agente quimioterapéutico.

10. La particula de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en donde el agente
diagnéstico, terapéutico o quimioterapéutico es un agonista, un antagonista, un factor antiapoptético, un inhibidor, un
receptor, una citocina, una citotoxina, un agente eritropoyético, una glucoproteina, un factor de crecimiento, un
receptor de factor de crecimiento, una hormona, un receptor de hormonas, un interferén, una interleucina, un
receptor de interleucina, un factor de crecimiento nervioso, un péptido neuroactivo, un receptor de péptido
neuroactivo, una proteasa, un inhibidor de proteasa, una proteina descarboxilasa, una proteina cinasa, un inhibidor
de proteina cinasa, una enzima, una proteina de unién a receptor, una proteina de transporte o un inhibidor de la
misma, un receptor de serotonina o un inhibidor de la captaciéon de la misma, una serpina, un receptor de serpina, un
supresor tumoral, un agente citotoxico, un agente citostatico, un agente antiinflamatorio o cualquier combinacion de
los mismos.

11. La particula de rAAV de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en donde la particula de rAAV es una
particula de rAAV3.

102



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2714292713

12. Una célula hospedadora de mamifero aislada que comprende la particula de rAAV de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, opcionalmente en donde la célula hospedadora es una célula madre, una
célula hematopoyética, una célula sanguinea, una célula neuronal, una célula retiniana, una célula epitelial, una
célula endotelial, una célula pancreatica, una célula cancerosa, una célula muscular, una célula vascular, una célula
diafragmatica, una célula estomacal, una célula hepatica, una célula tumoral o una célula CD34+.

13. Una composicién que comprende:

() la particula de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11;

(II) un tampdn, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptable; opcionalmente en donde la
composicion esta comprendida en un kit para diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar uno o mas sintomas de una
enfermedad, una lesion, un trastorno, un traumatismo o una disfuncion de un mamifero, incluyendo, pero sin
limitacién, cancer hepatico, tal como CHC.

14. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 13, que ademas comprende un lipido, un liposoma, un complejo
lipidico, un etosoma, un niosoma, una nanoparticula, una microparticula, una liposfera, una nanocapsula o cualquier
combinacién de los mismos.

15. La composiciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 o 14, para su uso en terapia o en
profilaxis, opcionalmente de un cancer humano.

16. Un kit que comprende:

la particula de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11;

e instrucciones para usar el componente en el diagnoéstico, la prevencion, el tratamiento o la mejora de uno o mas
sintomas del cancer hepatico en un ser humano.

17. Uso de una composicién de acuerdo con la reivindicacion 13, en la fabricacion de un medicamento para
diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar uno o mas sintomas de un cancer en un mamifero; opcionalmente para tratar
0 mejorar uno o mas sintomas del cancer hepatico humano.

18. Una particula de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su uso en medicina;
opcionalmente en donde la particula de rAAV se proporciona a un mamifero en una cantidad diagnéstica o
terapéuticamente eficaz y durante un tiempo efectivo para proporcionar al mamifero una cantidad diagnéstica o
terapéuticamente eficaz de la particula de rAAV.

19. Una particula de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su uso en el
diagnéstico, la prevencion, el tratamiento o la mejora de al menos uno o mas sintomas de cancer hepatico,
incluyendo CHC, en un mamifero; opcionalmente en donde la particula de rAAV se administra a un mamifero que lo
necesite en una cantidad y durante un tiempo suficientes para diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar los uno o mas
sintomas del cancer hepatico en el mamifero, opcionalmente en donde el mamifero es un ser humano.

20. Una particula de rAAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su uso en un método
para transducir una poblacion de células hepaticas o de células de tumores hepaticos en un ser humano al que se le
ha diagnosticado, que tiene o se sospecha que tiene CHC; comprendiendo el método administrar al ser humano una
composicion que comprende una cantidad eficaz de la particula de rAAV durante un tiempo efectivo para transducir
la poblacién de células hepéaticas o de células de tumor hepatico.
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Mutantes individuales | Dobles mutantes Mutantes mdltiples
Y232F ++ V70+705F - W”ii Y701+7U+731 -
Y272F + Y701+731F7 4+ Y705+731F+S663V ++
Y444F + Y705+731F +H++ Y705+731F+T492V +
F501Y + 5663V+T492V s Y705+731F+K533R +d
Y701F + S663V5+T492V+K533R ++++
Y705F H Y705+731F+S663V+T492V +4
Y731F L) Y705+731F+5663V+T492V+K533R ++
5459V +++
S663V +4++
T251V +
T492V +
K528E -
K528R ++
K533E -
K533R 4+
K545E bt
K54SR ++

-+ Reduccion mayor de 10 veces

+: Reduccion mayor de 2 veces pero menor de 10 veces

++: Aumento menor de 2 veces
+++: Aumento mayor de 2 veces pero menor de 10 veces

++++: Aumento mayor de 10 veces
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