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Vectores basados en el virus de la tristeza de los
citricos para la expresion de gen(es) exégeno(s).

En el presente documento se divulgan vectores
viricos basados en modificaciones del virus de la
tristeza de los citricos Utiles para transfectar arboles
citricos para fines beneficiosos. Se incluyen en la
divulgacién vectores viricos que incluyen uno o mas
casetes génicos que codifican polipéptidos
heterélogos. Los casetes génicos estan colocados en
localizaciones deseables en el genoma virico, tales
como la region p23-3'NTR, de modo que se permita la
expresion al tiempo que se conserva la funcionalidad
del virus. También se divulgan métodos de transfectar
plantas y plantas transfectadas con formas de
realizacién del vector virico.
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

2-23

1-23

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 FOLIMONOQV, A. S. et al. Virology. Noviembre 2007, Vol. 368(1), 10.11.2007
pag. 205-216.

D02 US 2010/0017911 21.01.2010

D03 GOWDA, S. et al. Virology. Septiembre 2000, Vol. 274(2), pag. 01.09.2000
246-254.

D04 HAGIWARA, Y. et al. Journal of Virology. Octubre 1999, Vol. 10.1999
73(10), pag. 7988-7993.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la bisqueda ha sido un vector virico basado en el virus de la tristeza en citricos (CTV) que comprende al menos
un casete génico situado entre el gen p23y la regién no traducida 3’ del virus (3' NTR), comprendiendo dicho casete de 5’ a
3. un elemento controlador de ARNm subgendémico (CE), y un polinucleétido que codifica para un péptido heter6logo
(reivindicaciones 1 y 2) o polinucleétido que codifica para un péptido heter6logo, una proteasa y un segundo péptido
heter6logo, donde se han incluido sendos sitios de escision en ambos extremos de la proteasa (reivindicaciones 5-7).
También ha formado parte de la basqueda, un vector virico basado en el CTV que comprende al menos un casete génico
situado entre el gen p23 y la 3' NTR, que comprende una secuencia que codifica para una proteina de fusién formada por un
gen heterdlogo, una proteasa en posicién central y una proteina viral, presentando la secuencia codificante para proteasa
sitios de escision en ambos extremos (reivindicaciones 8 y 9). El vector de la reivindicaciones 1 6 2 puede comprender al
menos dos casetes génicos en el mismo o en diferentes loci (reivindicaciones 11-13, 15, 16, 19-23). Por ultimo, también se
ha considerado como objeto de la busqueda, un procedimiento de infeccion de un arbol para expresar un péptido heterélogo
que comprende la transfeccion de al menos una célula de dicho arbol con el vector de las reivindicaciones 1
(reivindicaciones 3 y 4), 11 (reivindicacion 14), 15 (reivindicacién 17) o 16 (reivindicacion 18) o con el vector de
reivindicacion 1 que comprende dos péptidos heterélogos en el casete génico (reivindicacion 10).

1 NOVEDAD (Art 6.1 LP 11/1986)

1.1. REIVINDICACION 1

D01 y D02 divulgan la existencia de un vector derivado del CTV al que se ha fusionado la ORF de la proteina verde
fluorescente (GFP) en el extremo 3’ de p23. Este vector viral es capaz de replicarse en protoplastos y de expresar la GFP
(ver pagina 208, primer parrafo en D01 y parrafo [0020] en D02).

Por lo tanto, ambos documentos divulgan de manera inequivoca un vector virico basado en el CTV que comprende al
menos un casete génico situado entre el gen p23 y la 3' NTR, comprendiendo dicho casete un polinucleétido que codifica
para un péptido heterdlogo (reivindicacion 1).

En consecuencia, la reivindicacion 1 no es nueva a la luz de cualquiera de los documentos D01 o D02 (art. 6.1 LP 11/1986).
1.2. REIVINDICACIONES DE LA 2 A LA 23

Las reivindicaciones de la 2 a la 23 cumplen el requisito de novedad (art. 6.1 LP 11/1986).

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art 8.1 LP 11/1986)

2.1. REIVINDICACION 1

Por los mismos motivos sefialados en el apartado 1.1, la reivindicacion 1 no presenta actividad inventiva en vista de las
caracteristicas técnicas divulgadas en cualquiera de los documentos DO1 o D02 (art. 8.1 LP 11/1986).
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2.2. REIVINDICACION 2

Si bien en ninguno de los documentos D01 o D02 se especifica que el vector presente un elemento controlador subgenémico
(CE) en posicion 5’ respecto al gen heterologo, es sobradamente conocido en el estado de la técnica, el disefio de un vector
con un CE en posicion 5’ respecto al gen heterélogo. De hecho, se anticipa en otros vectores desarrollados tanto en D01
como en D02 (ver figura 1 de ambos documentos) y se encuentra implicito en los vectores divulgados en D03 y D04, ya que
la expresion de las ORF de los genes viricos a los que se fusiona el gen heter6logo estéd regulada por un CE que se
encuentra situado en posicién 5’ con respecto al gen virico y que por lo tanto, se encuentra en posicién 5’ del gen de fusion.

Asi pues, se considera que la reivindicacion 2 no tiene actividad inventiva a la vista del estado de la técnica divulgado en
cualquiera de los documentos D01 o DO2 (art. 8.1 LP 11/1986).

2.3. REIVINDICACIONES 3 Y 4

En D01 se afirma que el constructo en el que se ha fusionado la ORF de la GFP al extremo 3' de p23, si bien se replica
eficientemente en protoplastos, no es capaz de infectar plantas. Sin embargo, una de las posibles razones que se alega, es
que la proteina de fusién no sea funcional en plantas, no contemplandose en ningin momento que el locus situado entre p23
y la 3' NTR no fuera adecuado para la insercién de un casete génico (pagina 208, primer parrafo).

Por otro lado, en D01 se optimizan varios vectores derivados del CTV que comprenden un casete génico con un CE adicional
en posicion 5’ con respecto a la GFP. Estos vectores expresan el gen heter6logo mediante la sintesis de un ARNsg adicional
y son capaces de infectar citricos (ver pagina 208, columna derecha, segundo parrafo; pagina 210; figura 1). La diferencia del
método divulgado en DO1 con respecto al de las reivindicaciones 3 6 4, es que el vector utilizado en DO1 tiene el casete
génico entre los genes CPm y CP en vez de entre p23 y la 3' NTR. Sin embargo, es importante sefialar, que en el apartado
“Discussion”, pagina 212, columna derecha, segundo parrafo, se afirma al respecto que, como los genes localizados mas
cerca del extremo 3’ terminal tienden a expresarse mas, posiblemente otras posiciones funcionen incluso mejor. Ademas, en
la pagina 206, columna izquierda, segundo péarrafo, no solo se anticipa que los genes situados mas cerca del extremo 3’
tienden a expresarse mas, sino que se divulga que p23 es de los genes cuyo ARNsg presenta un mayor nivel de expresion.
Es decir, se esta dirigiendo al experto en la materia a probar a modificar la construccion desarrollada en D01, insertando el
casete de expresion en un locus situado mas cerca del extremo 3'.

Por lo tanto, a partir de las ensefianzas derivadas del documento D01, y dado que el locus situado entre p23 y el 3' NTR se
encuentra cerca del extremo 3', un experto en la materia intentaria optimizar un vector de expresion derivado del CTV
mediante la insercidon del casete génico divulgado en DOl entre p23 y la 3' NTR, y desarrollar de un procedimiento de
infeccion de un arbol citrico que comprendiera transfectar al menos una célula del arbol con dicho vector, con una expectativa
razonable de éxito.

En consecuencia, las reivindicaciones 3 y 4 no tienen actividad inventiva a la luz de D01 (art. 8.1 LP 11/1986).
2.4. REIVINDICACIONES DE LAS5ALA 7Y 10

En las reivindicaciones de la 5 a la 7 se especifica que el casete de expresion comprende de 5 a 3’, un CE y un
polinucledtido que codifica para una proteina de fusion que comprende un primer polipéptido heterélogo, una proteasa y un
segundo polipéptido heterdlogo, presentado la secuencia de la proteasa modificaciones en ambos extremos para incluir sitios
de escision.

Este tipo de disefios en el que se incluye una proteasa para la expresion de una poliproteina que se escinde en los péptidos
de interés, es habitual en el estado de la técnica.

Por el mismo motivo, un procedimiento de infeccién de un arbol que comprenda transfectar al menos una célula del arbol con
el vector de expresion de la reivindicacién 1 que comprenda dos genes heterdlogos en el casete génico del vector
(reivindicacion 10), tampoco se considera inventivo.

Consecuentemente, dado D01 las reivindicaciones de la 5 ala 7 y 10 no presentan actividad inventiva (art. 8.1 LP 11/1986).
2.5 REIVINDICACIONES 8Y 9

En las reivindicaciones 8 y 9 la estrategia para la expresion del gen heterélogo, no es la sintesis de un ARNsg adicional, sino
la fusion de su ORF a la de una proteina viral, para la formacion asi de una poliproteina que sera escindida gracias a la
proteasa.

Esta estrategia es una de las opciones sobradamente conocidas en el estado de la técnica a la hora de disefiar un vector de
expresion heterologo. Asi, por ejemplo, en DO1 (pagina 208, columna izquierda), D02 (ejemplo 2) y D04, se divulgan diversas
construcciones de closterovirus en las que se utiliza esta estrategia y que se obtienen vectores de expresion funcionales en
protoplastos.

En consecuencia, a la luz de D01, las reivindicaciones 8 y 9 no tienen actividad inventiva.
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2.6 REIVINDICACIONES DE LA11 ALA 23

El objeto de las reivindicaciones de la 11 a la 13, 15, 16 y de la 19 a la 23, son diversas construcciones del vector objeto de la
reivindicacién 1 que comprenden uno o varios casetes génicos adicionales situados entre p23 y 3'NTR o0 en otros loci del
vector.

Es conocido en el estado de la técnica la insercion de varios casetes génicos en vectores virales. De hecho, en D01 pagina
213, columna derecha, segundo parrafo, se invita al experto en la materia a probar la inserciéon de otros genes en otras
regiones con el fin de conseguir la expresion de multiples genes heterélogos.

En consecuencia, se entiende que las reivindicaciones de la 11 a la 13, 15, 16 y de la 19 a la 23, no cumplen el requisito de
actividad inventiva en vista de DO1.

Por este mismo motivo, un procedimiento de infeccién de un arbol que comprenda transfectar al menos una célula del arbol
con un vector de expresién segln cualquiera de las reivindicaciones 11, 15 o 16 (reivindicaciones 14, 17 y 18
respectivamente), tampoco se considera inventivo a la luz de DO1.

Es decir, se entiende que las reivindicaciones de la 11 a la 23 no tienen de actividad inventiva en vista de la informacion
divulgada en DO1 (art. 8.1 LP 11/1986).

3. CONCLUSIONES.

Se puede considerar a partir de la reivindicaciéon 1, que la clave de la invencidn seria un vector derivado del CTV que
presenta un gen heterélogo entre p23 y la 3'NTR, habiéndose divulgado vectores con esta caracteristica técnica tanto en DO1
como en DO2.

Por otro lado, en lineas generales, hay dos estrategias para conseguir la expresion del gen heter6logo. La primera es el
disefio de un vector basado en el CTV que exprese un ARNsg adicional con la secuencia del gen heterélogo. Una segunda
estrategia es la fusion del gen heterdlogo junto con el gen de una proteasa a la ORF de un gen virico. En esta segunda
opcién se traduce una poliproteina que seré escindida gracias a la actividad de la proteasa en las proteinas de interés.

Ambas estrategias, se encuentran divulgadas en D01 en vectores cuyo gen heterdlogo se encuentra insertado entre los
genes CPm y CP, donde ademas se invita y dirige al experto a la optimizaciéon de los vectores conseguidos, indicando
posibles soluciones a los problemas encontrados y orientando al mismo a la busqueda de otros locus de insercién hacia el
extremo 3’ (ver apartado 2 del presente informe para mas detalle). En consecuencia, se entiende que los vectores
reivindicados son el resultado de la puesta en practica de las ensefianzas derivadas de la lectura de D01, no implicando en si
actividad inventiva.

Ademas, dada la ambigiiedad de la descripcion al respecto y la amplitud del alcance de las reivindicaciones, no se puede
deducir ni un efecto técnico sorprendente derivado del disefio de los vectores reivindicados, ni que para su obtencion se
hayan tenido que superar dificultades mayores de las habituales en este campo técnico.

En consecuencia, la reivindicacion 1 no cumple el requisito de novedad a la luz de cualquiera de los documentos D01 o D02
(art. 6.1 LP 11/1986), considerandose nuevas las reivindicaciones de la 2 a la 23 (art. 6.1 LP 11/1986). Por otro lado, la
reivindicacién 2 no presenta actividad inventiva dado cualquiera de los documentos DO1 o D02 (art. 8.1 LP 11/1986) y las
reivindicaciones de la 3 a la 23 no cumplen el requisito de actividad inventiva a la luz del estado de la técnica divulgado en
DO1 (art. 8.1 LP 11/1986).
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