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DESCRIPCION
Métodos para predecir secuencias de virus ancestrales y usos de los mismos
CAMPO TECNICO
Generalmente esta divulgacion se refiere a virus.
ANTECEDENTES

Eludir y evitar una respuesta inmunitaria neutralizante o téxica contra un vector de terapia génica es un desafio
importante con todos los tipos de vectores de transferencia génica. Hasta la fecha, la transferencia génica se logra
de manera mas eficiente utilizando vectores basados en virus que circulan en seres humanos y animales, por
ejemplo, adenovirus y virus adenoasociados (AAV). Sin embargo, si los sujetos han sido infectados de forma natural
con un virus, un tratamiento posterior con un vector basado en ese virus conlleva un aumento de los riesgos de
seguridad y una menor eficiencia de la transferencia génica debido a las respuestas inmunitarias celulares y
humorales. Los antigenos de capside son los principales responsables de la inmunidad innata y/o adaptativa hacia
las particulas viricas, sin embargo, los polipéptidos codificados por genes viricos también pueden ser inmundgenos.

Calcedo et al., 2009 divulga la seroprevalencia mundial hacia varios tipos de AAV diferentes.
RESUMEN
La invencion se define por las reivindicaciones.

Esta divulgacion describe métodos para predecir y sintetizar secuencias viricas ancestrales o porciones de las
mismas, y también describe particulas viricas que contienen tales secuencias viricas ancestrales. Los métodos
descritos en el presente documento se aplicaron al virus adenoasociados (AAV); por lo tanto, esta divulgacion
describe secuencias de AAV ancestrales predichas y particulas de virus de AAV que contienen tales secuencias de
AAV ancestrales. Esta divulgaciéon también describe la reducida seroprevalencia presentada por particulas viricas
que contienen secuencias ancestrales en relacién con particulas viricas que contienen secuencias contemporaneas.
En un aspecto, esta divulgacion incluye polipéptidos de capside de virus adenoasociado (AAV), por ejemplo,
polipéptidos de capside de AAV sintéticos y/o artificiales, que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15y 17. En algunas implementaciones, los polipéptidos
de capside de AAV o particulas viricas que comprenden los polipéptidos de capside de AAV presentan una menor
seroprevalencia que polipéptido de capside de AAV2 o una particula virica que comprende un polipéptido de capside
de AAV2, y los polipéptidos de capside de AAV o particulas viricas que comprenden los polipéptidos de capside de
AAV presentan una seroprevalencia igual o inferior a la de un polipéptido de capside de AAV8 o una particula virica
que comprende un polipéptido de capside de AAV8. En algunas formas de realizacion, los polipéptidos de capside
de AAV o particulas viricas que comprenden los polipéptidos de capside de AAV se neutralizan en una menor
medida por suero humano que un polipéptido de capside de AAV2 o una particula virica que comprende un
polipéptido de capside de AAV2, y los polipéptidos de capside de AAV o particulas viricas que comprenden los
polipéptidos de capside de AAV se neutralizan en una menor medida o similar por suero humano que un polipéptido
de capside de AAV8 o una particula virica que comprende un polipéptido de capside de AAV8. En algunas formas
de realizacion, los polipéptidos de capside de AAV estan purificados. Los polipéptidos de capside de AAV
proporcionados en el presente documento pueden codificarse por una secuencia de acidos nucleicos seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18.

En un aspecto, la divulgacién proporciona moléculas de acido nucleico, por ejemplo, moléculas de acido nucleico
sintéticas y/o artificiales, que codifican un polipéptido de capside de virus adenoasociado (AAV) que tiene una
secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, y 18.
También se proporcionan vectores que incluyen tal acido nucleico, y una célula huésped que incluye tal vector.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona particulas viricas purificadas que incluyen un polipéptido de capside de
AAV descrito en el presente documento. En algunas formas de realizacion, las particulas viricas incluyen un
transgén.

En otros aspectos, la divulgacion proporciona polipéptidos de capside de virus adenoasociado (AAV), por ejemplo,
polipéptidos de capside de AAV sintéticos y/o artificiales, que tienen al menos el 95% (por ejemplo, 97, 98, 99 o el
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100%) de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NOs: 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26. En algunas formas de realizacion, los polipéptidos de capside de AAV o
particulas viricas que comprenden el polipéptido de capside de AAV presentan una menor seroprevalencia que un
polipéptido de capside de AAV2 o una particula virica que comprende un polipéptido de capside de AAV2, y el
polipéptido de capside de AAV o una particula virica que comprende el polipéptido de capside de AAV presentan
una seroprevalencia aproximadamente igual o inferior a la de un polipéptido de capside de AAV8 o una particula
virica que comprende un polipéptido de capside de AAV8. En algunas formas de realizacion, los polipéptidos de
capside de AAV o particulas viricas que comprenden el polipéptido de capside de AAV se neutralizan en una menor
medida por suero humano que un polipéptido de capside de AAV2 o una particula virica que comprende un
polipéptido de capside de AAV2, y el polipéptido de capside de AAV o una particula virica que comprende el
polipéptido de capside de AAV se neutraliza en una menor medida o similar por suero humano que un polipéptido de
capside de AAV8 o una particula virica que comprende un polipéptido de capside de AAV8. En algunas formas de
realizacion, los polipéptidos de capside de AAV estan purificados.

En otro aspecto, los polipéptidos de capside de AAV descritos en el presente documento pueden codificarse por
secuencias de acidos nucleicos como se describe en el presente documento. En una implementacion, la divulgaciéon
proporciona moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido de capside de virus adenoasociado (AAV), en
las que las moléculas de acido nucleico tienen al menos el 95% (por ejemplo, 97, 98, 99 o el 100%) de identidad de
secuencia con una secuencia de acido nucleico como se muestra en el presente documento. La divulgaciéon también
proporciona vectores que incluyen dichas moléculas de acido nucleico, como son las células huésped que incluyen
tal vector.

En un aspecto, la divulgacion proporciona particulas viricas que incluyen al menos uno de los polipéptidos de
capside de AAV descritos en el presente documento. En algunas formas de realizacion, las particulas viricas
incluyen un transgén.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona una particula virica como se describe en el presente documento para
su uso en un método de administracion a un sujeto que necesita transferencia génica o vacunaciéon. En algunas
formas de realizacién, las particulas viricas presentan menos seroprevalencia que una particula virica AAV2. En
algunas formas de realizacion, las particulas viricas presentan aproximadamente la misma o menos seroprevalencia
que una particula virica AAV8. En algunas formas de realizacion, las particulas viricas se neutralizan en una menor
medida por suero humano que una particula virica de AAV2, y las particulas viricas de AAV se neutralizan en una
menor medida o similar por suero humano que una particula de virus de AAVS.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un antigeno diana unido operativamente a un polipéptido de capside de
AAV como se describe en el presente documento para su uso en un método de administraciéon a un sujeto que
necesita vacunacion. En algunas formas de realizacion, los polipéptidos de capside de AAV presentan menos
seroprevalencia que un polipéptido de capside de AAV2. En algunas formas de realizacion, el polipéptido de capside
de AAV presenta aproximadamente la misma o menos seroprevalencia que un polipéptido de capside de AAV8. En
algunas formas de realizacion, los polipéptidos de capside de AAV se neutralizan en una menor medida por suero
humano que un polipéptido de capside de AAV2, y el polipéptido de capside de AAV se neutraliza en una menor
medida o similar en suero humano que un polipéptido de capside de AAVS.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona métodos in silicio para predecir una secuencia de un virus ancestral o
una porcioén del mismo. Dichos métodos tipicamente incluyen proporcionar secuencias de nucleétidos o aminoacidos
de una pluralidad de virus contemporaneos o porciones de los mismos; alinear las secuencias utilizando un
algoritmo de alineamiento multiple de secuencias (MSA); modelar la evoluciéon para obtener una filogenia ancestral
predicha de la pluralidad de virus contemporaneos o porciones de los mismos; estimar, en un nodo filogénico de la
filogenia ancestral predicha, la probabilidad evolutiva de un nucleétido particular o un residuo de aminoacido en cada
posicion de la secuencia; y predecir, basandose en la probabilidad estimada en cada posiciéon, una secuencia de un
virus ancestral o una porcion del mismo.

En algunas formas de realizacion de la presente divulgacion, una o mas, o todas, las etapas se realizan usando un
procesador informatico. En algunas formas de realizacion de la presente divulgacion, el algoritmo MSA usa
informacion filogenética para predecir si un hueco en el alineamiento es resultado de una eliminacion o una
inserciéon. En algunas formas de realizacion de la presente divulgacion, el algoritmo MSA es un kit de alineamiento
probabilistico (PRANK). En algunas formas de realizacién de la presente divulgacion, el modelo utilizado para
modelar la evolucién se selecciona utilizando el criterio de informaciéon de Akaike (AIC). En algunas formas de
realizaciéon de la presente divulgacion, la filogenia ancestral predicha se obtiene utilizando un modelo JTT con un
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modelo de distribucion gamma ("+G") y un calculo de frecuencia de i ("+F"). En algunas formas de realizacion de la
presente divulgacion, la modelacion de la etapa de evolucién se realiza utilizando un modelo JTT+G+F. En algunas
formas de realizacion de la presente divulgacion, los métodos incluyen la sintesis, basada en la secuencia predicha,
del virus ancestral o una porcién del mismo. En algunas formas de realizacién de la presente divulgacion, los
métodos incluyen ensamblar el virus ancestral o una porcion del mismo en una particula de virus ancestral.

En algunas formas de realizacion, los métodos también incluyen cribar la particula de virus ancestral para al menos
uno de los siguientes: (a) replicacion; (b) propiedades de transferencia génica; (c) uniéon al receptor; o (d)
seroprevalencia. En algunas formas de realizacion, las particulas de virus ancestrales presentan menos
seroprevalencia que una particula virica ensamblada de al menos una de la pluralidad de virus contemporaneos o
porciones de los mismos. En algunas formas de realizacion, la particula virica ancestral se neutraliza en menor
medida por suero humano que una particula virica ensamblada a partir de al menos uno de la pluralidad de virus
contemporaneos o porciones de los mismos. En algunas formas de realizacién, la pluralidad de virus
contemporaneos o porciones de los mismos, pertenecen a una familia seleccionada del grupo que consiste en
adenovirus (AV), virus de inmunodeficiencia humana (VIH), retrovirus, lentivirus, virus del herpes simple (VHS), virus
vaccinia, virus de la viruela, virus de influenza, virus sincitial de las vias respiratorias, virus parainfluenza y virus
€spumoso.

Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona virus ancestrales o porciones de los mismos que muestran una
susceptibilidad reducida a la inmunidad preexistente en las poblaciones humanas actuales en comparacion con los
virus contemporaneos o porciones de los mismos. Generalmente, la susceptibilidad reducida a la inmunidad
preexistente mostrada por los virus ancestrales o porciones de los mismos en las poblaciones humanas actuales se
refleja como una susceptibilidad reducida a anticuerpos neutralizantes.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenecen los métodos y
composiciones de la materia. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos
en el presente documento en la practica o en el ensayo de los métodos y composiciones de materia, a continuacion,
se describen los métodos y materiales adecuados. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos
y no pretenden ser limitantes.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo realizado a color. La Oficina proporcionara copias de
esta patente o publicacion de solicitud de patente con dibujos a color previa solicitud y pago de la tarifa necesaria.

La Figura 1 es un esquema que muestra las relaciones entre las infecciones viricas
ancestrales/contemporaneas y la respuesta inmunitaria del huésped ancestral/contemporanea.

Las Figuras 2A a 2D son una serie de esquemas que muestran un ejemplo de un procedimiento de
reconstruccién ancestral. Los datos mostrados estan extraidos de un conjunto de datos completo y
representan los residuos 564-584 (numeracion VP1 de AAV2).

Las Figuras 3A a 3C juntas ilustran un arbol filogenético de secuencias contemporaneas de AAV generadas
usando los métodos descritos en el presente documento.

Las Figuras 4A y 4B juntas ilustran un alineamiento de polipéptidos de VP1 de AAV ancestrales.

Las Figuras 5A y 5B juntas ilustran un alineamiento de polipéptidos de VP1 de AAV ancestrales funcionales
y polipéptidos de VP1 de AAV contemporaneos.

La Figura 6 es un gel electroforético que demuestra que las secuencias de VP1 de AAV ancestrales se
transcriben y se someten a corte y empalme alternativamente de una manera similar a la de las secuencias
de VP1 de AAV contemporaneas.

La Figura 7 es un grafico que muestra la actividad de la luciferasa en células HEK293 transducidas con
vectores de AAV ancestrales.

La Figura 9 es un grafico que muestra la comparacion de secuencias (% por encima de la diagonal, N.° de
diferencias de aa a continuacion) entre la biblioteca Anc80 y Anc80L65.

Las Figuras 10A-D son imagenes de resultados experimentales que demuestran que Anc80L65 es capaz
de ensamblar y producir particulas de alto titulo. El panel A muestra que Anc80L65 es capaz de producir
rendimientos vectoriales equivalentes a AAV2; el panel B es una imagen TEM de particulas viricas que
incluyen Anc80L65; el panel C muestra que las particulas viricas que incluyen Anc80L65 son capaces de
producir proteinas VP1, 2 y 3 de cap de AAV basadas en gel SDS-PAGE en condiciones de
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desnaturalizacion; y el panel D muestra una transferencia Western de Anc80L65 utilizando el anticuerpo de
capside AAV, B1.

Las Figuras 11A-C son imagenes de resultados experimentales que demuestran que Anc80L65 es capaz
de infectar células in vitro en células HEK293 usando GFP como lectura (Panel A) o luciferasa (Panel B) en
comparacioén con los controles de AAV2 y/o AAV8 y también es eficaz en el direccionamiento al higado
después de una inyeccion IV de AAV que codifica un transgén LacZ nuclear (fila superior, Panel C: higado),
después de la inyeccion IM directa de un AAV que codifica una GFP (fila central, Panel C: musculo), y
después de la inyeccion subretiniana con un AAV que codifica GFP (fila inferior, Panel C: retina).

Las Figuras 13A y 13B son matrices de identidad de secuencia que producen el uso de MAFFT que
muestran las secuencias de aminoacidos de las proteinas VP1 de vectores ancestrales alineadas con las
de los AAV existentes representativos (Figura 13A), y las secuencias de aminoacidos de las proteinas VP3
de vectores ancestrales alineadas con las de AAV existentes representativos (Figura 13B).

La Figura 14 es un grafico que demuestra que los vectores de AAV se produjeron por triplicado en pequefia
escala (placas de 6 pocillos). Los virus en bruto se evaluaron mediante qPCR para determinar la produccion
absoluta de cada vector.

La Figura 15 es una tabla que muestra los titulos de cada vector, promediados y comparados, con los de
AAVS.

La Figura 16 son fotografias que muestran los resultados de los experimentos en los que se afiadieron
1,9E3 GC/célula de cada vector a las células HEK293 (excepto para Anc126, en cuyo caso se lograron MOI
de 2,5E2 - 3,1E2 GC/célula). Sesenta horas mas tarde, la infectividad se evalué utilizando microscopia de
fluorescencia.

La Figura 17 es un grafico que muestra los resultados de experimentos en los que las mismas células de la
Figura 16 se lisaron y se analizaron para determinar la expresion de luciferasa. Como en la Figura 16,
Anc126 no se control6 de titulo con los otros vectores, sino que vari6 desde una MOI de 2,5E2 - 3,1E2
GCl/celda.

La Figura 18 es una tabla que muestra la luminiscencia de las células transducidas por cada vector, que se
promediaron y compararon con las de AAVS.

La Figura 19 es un grafico que proporciona un resumen de experimentos in vitro para determinar la
produccidn relativa y la infectividad de los vectores de AAV ancestrales descritos en el presente documento.

DESCRIPCION DETALLADA

La transferencia génica, ya sea con fines experimentales o terapéuticos, se basa en un vector o sistema vectorial
para transferir informacion genética a las células diana. El vector o sistema de vectores se considera el principal
determinante de la eficiencia, especificidad, respuesta del huésped, farmacologia y longevidad de la reacciéon de
transferencia génica. Actualmente, la forma mas eficiente y eficaz de lograr la transferencia génica es a través del
uso de vectores o sistemas de vectores basados en virus que se han hecho defectuosos en la replicacion.

Sin embargo, los estudios de seroprevalencia indican que se han expuesto previamente proporciones significativas
de poblaciones humanas en todo el mundo (por ejemplo, por infeccion natural) a un gran numero de los virus
utilizados actualmente en la transferencia génica y, por lo tanto, albergan inmunidad preexistente. Se sabe que los
anticuerpos neutralizantes hacia el vector viral en estos individuos expuestos previamente limitan, a veces
significativamente, la extension de la transferencia génica o incluso redirigen el virus lejos de la diana. Véanse, por
ejemplo, Calcedo et al. (2009, J. Infect. Dis., 199:381-90) y Boutin et al. (2010, Human Gene Ther., 21:704-12). Por
lo tanto, la presente divulgacion se basa en el reconocimiento de que los virus ancestrales o porciones de los
mismos presentan una susceptibilidad reducida a la inmunidad preexistente (por ejemplo, una susceptibilidad
reducida a anticuerpos neutralizantes) en las poblaciones humanas actuales en comparacion con los virus
contemporaneos o porciones de los mismos.

La Figura 1 es un esquema que muestra las relaciones entre las infecciones viricas ancestrales y contemporaneas y
la respuesta inmunitaria del huésped ancestral y contemporanea. La Figura 1 muestra como los AAV ancestrales
pueden ser refractarios a la inmunidad preexistente contemporanea. Se presume que un virus contemporaneo
existente (Vc) ha evolucionado a partir de una especie ancestral (Vanc), principalmente bajo presiones evolutivas de
la inmunidad del huésped a través de mecanismos de escape inmunolégico. Cada una de estas especies, Vanc y
Vc, tienen la capacidad de inducir inmunidad adaptativa, incluyendo la inmunidad de linfocitos B y T (lanc y Ic,
respectivamente). Se formulé la hipotesis, y se confirmo en el presente documento, de que la inmunidad inducida
por virus contemporaneos no necesariamente reacciona de forma cruzada con una especie virica ancestral, que
puede ser sustancialmente diferente en términos de la composicidn de epitopo que el virus existente.
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Esta divulgacion proporciona métodos para predecir la secuencia de un virus ancestral o una porcion del mismo.
Una o mas de las secuencias de virus ancestrales predichas utilizando los métodos descritos en el presente
documento se pueden generar y ensamblar en una particula virica. Como se demuestra en el presente documento,
las particulas viricas ensambladas a partir de secuencias viricas ancestrales predichas pueden presentar menos, a
veces significativamente menos, seroprevalencia que las particulas viricas contemporaneas actuales. Por lo tanto,
las secuencias de virus ancestrales divulgadas en el presente documento son adecuadas para su uso en vectores o
sistemas de vectores para la transferencia génica.

Métodos para predecir y sintetizar una secuencia virica ancestral

Para predecir una secuencia virica ancestral, las secuencias de nucleétidos o aminoacidos primero se compilan a
partir de una pluralidad de virus contemporaneos o porciones de los mismos. Si bien los métodos descritos en el
presente documento se ilustraron utilizando secuencias de capside de virus adenoasociado (AAV), los mismos
métodos se pueden aplicar a otras secuencias de AAV (por ejemplo, el genoma completo, secuencias rep,
secuencias ITR) o cualquier otro virus o porcidon del mismo. Los virus distintos de AAV incluyen, sin limitacién,
adenovirus (AV), virus de inmunodeficiencia humana (VIH), retrovirus, lentivirus, virus del herpes simple (HSV),
sarampion, virus vaccinia, virus de la viruela, virus de la influenza, virus sincitial de las vias respiratorias, virus
parainfluenza, virus espumoso, o cualquier otro virus para el cual la inmunidad preexistente se considere un
problema.

Se pueden usar secuencias de tan solo dos virus contemporaneos o porciones de los mismos, sin embargo, se
entiende que es deseable un mayor numero de secuencias de virus contemporaneos o porciones de los mismos
para incluir la mayor parte del paisaje de la diversidad de secuencia diaria moderna posible, pero también porque un
nimero mayor de secuencias puede aumentar las capacidades predictivas de los algoritmos descritos y utilizados.
Por ejemplo, se pueden usar secuencias de 10 o mas virus contemporaneos o porciones de los mismos, secuencias
de 50 o mas virus contemporaneos o porciones de los mismos, o secuencias de 100 o mas virus contemporaneos o
porciones de los mismos.

Dichas secuencias se pueden obtener, por ejemplo, de cualquier niumero de bases de datos publicas incluyendo, sin
limitacion, GenBank, UniProt, EMBL, Colaboracién internacional de bases de datos de secuencias de nucledtidos
(INSDC), o el Archivo europeo de nucleotidos. Adicionalmente, o como alternativa, dichas secuencias pueden
obtenerse de una base de datos que sea especifica de un organismo en particular (por ejemplo, la base de datos de
VIH). Las secuencias contemporaneas pueden corresponder a todo el genoma, o solo se puede usar una porcion del
genoma, tal como, sin limitacién, secuencias que codifican uno o mas componentes de la capside virica, la proteina
de replicacion, o las secuencias ITR.

A continuacion, las secuencias contemporaneas se alinean utilizando un algoritmo de alineamiento multiple de
secuencias (MSA). La Figura 2(a) es un esquema que muestra un alineamiento multiple de secuencias. Los
algoritmos MSA se conocen bien en la técnica y generalmente estan disefiados para aplicarse a conjuntos de datos
de diferentes tamafios y diferentes entradas (por ejemplo, acido nucleico o proteina), y para alinear las secuencias
de una manera particular (por ejemplo, programacion dinamica, progresiva, heuristica) y aplicar diferentes esquemas
de puntuacion en el alineamiento (por ejemplo, basado en matriz 0 basado en consistencia, por ejemplo, minima
entropia, suma de pares, matriz de similitud, puntuaciones de huecos). Los algoritmos MSA ya conocidos incluyen,
por ejemplo, ClustalWW (Thompson et al., 1994, Nuc. Acids Res., 22:4673-90), Kalign (Lassmann et al., 2006, Nuc.
Acids Res., 34:W596-99), MAFFT (Katoh et al., 2005, Nuc. Acids Res., 33:511-8), MUSCLE (Edgar, 2004, BMC
Bioinform., 5:113), y T-Coffee (Notredame et al., 2000, J. Mol. Biol., 302:205-17).

Como se describe en el presente documento, una de las caracteristicas principales al seleccionar un algoritmo MSA
para su uso en los métodos descritos en el presente documento es la manera en que el algoritmo trata un hueco en
el alineamiento. A los huecos en un alineamiento de secuencias se les puede asignar un valor de penalizacién que
es dependiente o independiente del tamafio del hueco. En los presentes métodos, se prefiere que el algoritmo MSA
utilizado en los métodos descritos en el presente documento aplique informacién filogenética para predecir si un
hueco en el alineamiento es el resultado de una eliminaciéon o una insercién en oposicién a un tratamiento sesgado,
no filogenético de huecos debido, por ejemplo, a inserciones y/o eliminaciones. Un método adecuado para tratar los
huecos en los alineamientos y el andlisis evolutivo se describe en Loytynoja y Goldman, 2008, Science, 320:1632-5,
y los algoritmos disponibles comercialmente que aplican huecos en los alineamientos de una manera que es
adecuada para su uso en los métodos descritos en el presente documento son un kit de alineamiento probabilistico
(PRANK; Goldman Group Software; Loytynoja y Goldman, 2005, PNAS USA, 102:10557-62), y variaciones del
algoritmo PRANK.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2714535713

Luego se aplica un modelo evolutivo al alineamiento resultante para obtener una filogenia ancestral predicha (véase
la Figura 2(b)). Existe una serie de modelos evolutivos disponibles en la técnica, cada uno de los cuales aplica
matrices de tasas de reemplazo ligeramente diferentes para los aminoacidos. Sin limitacién, los algoritmos para
aplicar modelos de evolucion incluyen los modelos de Dayhoff (por ejemplo, PAM120, PAM160, PAM250; Dayhoff et
al.,, 1978, In Atlas of Protein Sequence and Structure (ed. Dayhoff), pags. 345-52, National Biomedical Research
Foundation, Washington D.C.), el modelo JTT (Jones et al., 1992, Comp. Appl. Biosci., 8:275-82), el modelo WAG
(Whelan y Goldman, 2001, Mol. Biol. Evol., 18:691-9), y los modelos Blosum (por ejemplo, Blosum45, Blosum62,
Blosum80; Henikoff y Henikoff, 1992, PNAS USA, 89:10915-9).

Ademas, las restricciones que la estructura y la funcién imponen en un modelo evolutivo pueden modelarse, por
ejemplo, considerando que algunas posiciones son invariantes ("+1"; Reeves, 1992, J. Mol. Evol., 35:17-31), que
algunas posiciones experimentan diferentes tasas de cambio ("+G"; Yang, 1993, Mol. Biol. Evol., 10:1396-1401), y/o
que las frecuencias de equilibrio de nucledtidos o aminoacidos son las mismas que las del alineamiento ("+F"; Cao
et al., 1994, J. Mol. Evol., 39:519-27).

La idoneidad de uno o mas modelos de evolucidon puede evaluarse utilizando el criterio de informacion de Aikake
(AIC; Akaike, 1973, In Second International Symposium on Information Theory, Petrov y Csaki, eds., pags. 267-81,
Budapest, Akademiai Kiado), el criterio de informacién bayesiano (BIC; Schwarz, 1978, Ann. Statist. 6:461-4), o
variaciones o combinaciones de los mismos. Ademas, se puede usar AIC, BIC, o variaciones o combinaciones de los
mismos para evaluar la importancia relativa de incluir uno o mas parametros (por ejemplo, las restricciones
analizadas anteriormente) en el modelo evolutivo.

Como se explica en la seccion de Ejemplos a continuacion, ProTest3 (Darriba et al., 2011, Bioinformatics,
27(8):1164-5) se puede usar para determinar, en funcién del AIC mas bajo, que un algoritmo JTT+G+F fue el modelo
mas adecuado para la evolucién de AAV. También se entendera por un experto en la técnica que un algoritmo
JTT+G+F también se puede usar para predecir secuencias viricas ancestrales distintas de los polipéptidos de
capside de AAV, sin embargo, un experto en la técnica también entendera que, dependiendo del conjunto de datos y
la puntuacién de aptitud, puede ser mas adecuado un modelo diferente de evolucion.

Una vez que se ha seleccionado un modelo de evolucion y se ha determinado su aptitud, se puede construir un arbol
filogenético de las secuencias viricas o porciones de las mismas. La construccién de arboles filogenéticos es
conocida en la técnica y tipicamente emplea métodos de maxima probabilidad tales como los implementados por
PhyML (Guindon y Gascuel, 2003, Systematic Biology, 52:696-704)), MOLPHY (Adachi y Hasegawa, 1996, ed.
Tokyo Institute of Statistical Mathematics), BioNJ (Gascuel, 1997, Mol. Biol. Evol., 14:685-95), o PHYLIP
(Felsenstein, 1973, Systematic Biology, 22:240-9). Un experto en la materia entendera que es deseable un equilibrio
entre la complejidad computacional y la bondad del ajuste en un modelo de sustituciones de aminoacidos.

Si se desea, el arbol filogenético puede evaluarse para determinar su importancia. Se dispone de varios métodos
estadisticos y se utilizan de forma rutinaria para evaluar la importancia de un modelo incluyendo, sin limitacion,
muestreo con reemplazo, jackknife, validacién cruzada, pruebas de permutacién o combinaciones o variaciones de
los mismos. La importancia también puede evaluarse utilizando, por ejemplo, una prueba de razén de verosimilitud
aproximada (aLRT; Anisimova y Gascuel, 2006, Systematic Biology, 55:539-52)).

En cualquier nodo filogenético de la filogenia (por ejemplo, un nodo filogenético interior), la secuencia se puede
reconstruir estimando la probabilidad evolutiva de un residuo particular de nucleétido o de aminoacido en cada
posicion de la secuencia (Figura 2(c)). Un nodo filogénico se refiere a un punto de ramificacion evolutivo intermedio
dentro de la filogenia ancestral predicha. Como se usa en el presente documento, la "probabilidad evolutiva" se
refiere a la probabilidad de la presencia de un nucleétido o aminoacido particular en una posicion particular basada
en un modelo evolutivo en oposicidon a un modelo que no tiene en cuenta, por ejemplo, un cambio evolutivo en el uso
del coddn. Los modelos ejemplares que tienen en cuenta la probabilidad evolutiva de un residuo de nucledtido de
aminoacido particular en una posicion particular pueden estimarse utilizando, por ejemplo, cualquier nimero de
métodos de maxima verosimilitud que incluyen, sin limitacién, el analisis filogenético por maxima verosimilitud
(PAML; Yang, 1997, Comp. Applic. BioSci., 13:555-6) o andlisis filogenético usando parsimonia (PAUP; Sinauer
Assoc., Inc., Sunderland, MA).

En base a la probabilidad evolutiva estimada de un residuo de nucleétido o aminoacido particular en cada posicion,

la secuencia predicha de un virus ancestral o una porcion del mismo, puede ensamblarse para formar una secuencia
completa o parcial sintética de acido nucleico o polipéptido. Si se desea, puede calcularse la verosimilitud de que
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cualquier residuo se encuentre en un estado determinado en un nodo determinado a lo largo del nodo, y se puede
identificar cualquier posicion a lo largo de la secuencia que tenga una verosimilitud posterior calculada por debajo de
un umbral particular (Figura 2(d)). De esta manera, se puede generar una secuencia de andamiaje ancestral, que
puede incluir variaciones en aquellas posiciones que tienen una probabilidad por debajo del umbral particular.

Si la secuencia ancestral que se predice usando los métodos en el presente documento es una secuencia de acido
nucleico, la secuencia puede optimizarse entonces por codéon de modo que se pueda traducir de manera eficiente en
una secuencia de aminoacidos. Se conocen en la técnica las tablas de uso de codones para diferentes organismos.
Opcionalmente, sin embargo, se puede disefiar una tabla de uso de codones basada en una o mas secuencias
contemporaneas que tiene homologia (por ejemplo, al menos un 90% de identidad de secuencia) con la secuencia
de andamiaje ancestral, y una secuencia ancestral como se describe en el presente documento puede optimizarse
por codones para el uso de codones mamiferos (por ejemplo, un ser humano).

Cualquiera o todas las etapas descritas en el presente documento para predecir una secuencia virica ancestral se
pueden realizar o simular en un ordenador (por ejemplo, in silicio) usando un procesador o un microprocesador.

Secuencias de andamiaje de virus adenoasociados (AAV) ancestrales

Los métodos descritos en el presente documento se aplicaron a virus adenoasociados (AAV) utilizando secuencias
de capside contemporaneas (descritas en detalle en los Ejemplos a continuacion). EI AAV es ampliamente
considerado como un vector de transferencia génica terapéutico y un vehiculo de vacuna genético, pero presenta
una alta seroprevalencia en poblaciones humanas. Usando los métodos descritos en el presente documento, un
arbol filogenético se ensamblé utilizando secuencias de AAV contemporaneas (véanse las Figuras 3A-3C) y se
obtuvieron secuencias de andamiaje ancestrales predichas en el nodo filogenético designado (Tabla 1). Como se
usa en el presente documento, una secuencia de andamiaje ancestral se refiere a una secuencia que se construye
usando los métodos descritos en el presente documento (por ejemplo, usando probabilidades evolutivas y modelos
evolutivos) y no se sabe que hayan existido en la naturaleza. Como se usa en el presente documento, las
secuencias de andamiaje ancestrales son diferentes de las secuencias consenso, que se construyen tipicamente
usando la frecuencia de los nucleétidos o residuos de aminoacidos en una posicién particular.

Tabla 1.

Nodo | Polipéptido (SEQ ID NO) | Acido nucleico (SEQ ID NO)
Anc80 1 2
Anc81 3 4
Anc82 5 6
Anc83 7 8
Anc84 9 10
Anc94 11 12
Anc113 13 14
Anc126 15 16
Anc127 17 18

La secuencia de andamiaje del polipéptido Anc80 se muestra en la SEQ ID NO:1, que esta codificada por la
secuencia de andamiaje del acido nucleico Anc80 que se muestra en la SEQ ID NO:2. La secuencia de andamiaje
de Anc80 contiene 11 posiciones en las que cualquiera de los dos residuos era probable. Por lo tanto, la secuencia
de andamiaje de Anc80 representa 2048 (2'") secuencias diferentes.

Para demostrar la eficacia de los métodos descritos en el presente documento para predecir la secuencia ancestral
de un virus o porcidon del mismo, se generd una biblioteca de las 2048 secuencias ancestrales predichas en el nodo
Anc80 de AAV y, como se describe en el presente documento, se demostré que forman particulas viricas viables
que presentan menos seroprevalencia, en algunos casos, significativamente menos seroprevalencia, que las
particulas viricas ensambladas con polipéptidos de capside contemporaneos.

Métodos para hacer particulas viricas ancestrales
Después de que se haya obtenido la secuencia ancestral predicha de un virus o porcién del mismo, la molécula y/o

el polipéptido o polipéptidos de acido nucleico real pueden generarse, por ejemplo, sintetizarse. Los métodos para
generar una molécula o polipéptido de acido nucleico artificial basado en una secuencia obtenida, por ejemplo, in
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silicio, se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, sintesis quimica o clonacién recombinante. Se conocen en
la técnica métodos adicionales para generar moléculas o polipéptidos de acido nucleico y se describen con mas
detalle a continuacion.

Una vez que se ha producido un polipéptido ancestral, o una vez que se ha generado y expresado una molécula de
acido nucleico ancestral para producir un polipéptido ancestral, el polipéptido ancestral puede ensamblarse en una
particula de virus ancestral usando, por ejemplo, una célula huésped empaquetadora. Los componentes de una
particula virica (por ejemplo, secuencias rep, secuencias cap, secuencias de repeticién terminales invertidas (ITR))
pueden introducirse, de forma transitoria o estable, en una célula huésped empaquetadora utilizando uno o mas
vectores como se describe en el presente documento. Uno o mas de los componentes de una particula virica se
pueden basar en una secuencia ancestral predicha como se describe en el presente documento, mientras que los
componentes restantes se pueden basar en secuencias contemporaneas. En algunos casos, toda la particula virica
puede basarse en secuencias ancestrales predichas.

Dichas particulas viricas ancestrales pueden purificarse usando métodos de rutina. Como se usa en el presente
documento, las particulas viricas "purificadas" se refieren a particulas viricas que se eliminan de los componentes en
la mezcla en la que se fabricaron, tales como, pero sin limitacién, componentes viricos (por ejemplo, secuencias rep,
secuencias cap), células huésped empaquetadoras, y particulas viricas ensambladas parcialmente o de forma
incompleta.

Una vez ensambladas, las particulas viricas ancestrales pueden cribarse, por ejemplo, para determinar la capacidad
de replicacion; las propiedades de la transferencia génica; la capacidad de unién al receptor; y/o la seroprevalencia
en una poblacion (por ejemplo, una poblacion humana). Determinar si una particula virica puede replicarse es
rutinario en la técnica y tipicamente incluye infectar una célula huésped con una cantidad de particulas viricas y
determinar si las particulas viricas aumentan en niumero con el tiempo. Determinar si una particula virica es capaz
de realizar la transferencia génica también es rutinario en la técnica e incluye tipicamente infectar células huésped
con particulas viricas que contienen un transgén (por ejemplo, un transgén detectable tal como un gen indicador,
analizado con mas detalle mas adelante a continuacion). Tras la infeccion y la eliminacion del virus, las células
huésped pueden evaluarse para determinar la presencia o ausencia del transgén. La determinacién de si una
particula de virus se une a su receptor es habitual en la técnica, y dichos métodos pueden realizarse in vitro o in
Vivo.

La determinacion de la seroprevalencia de una particula virica se realiza de forma rutinaria en la técnica y
tipicamente incluye el uso de un inmunoensayo para determinar la prevalencia de uno o mas anticuerpos en
muestras (por ejemplo, muestras de sangre) de una poblacion particular de individuos. La seroprevalencia se
entiende en la técnica que se refiere a la proporcion de sujetos en una poblaciéon que es seropositiva (es decir, ha
sido expuesta a un patdégeno o inmundégeno en particular), y se calcula como el nimero de sujetos en una poblacién
que producen un anticuerpo contra un patdégeno o inmundégeno particular dividido por el numero total de individuos
en la poblacién examinada. Los inmunoensayos se conocen bien en la técnica e incluyen, sin limitacién, una
inmunotransferencia, transferencia Western, inmunoensayos enzimaticos (EIA), inmunoensayo enzimatico ligado a
enzimas (ELISA), o radioinmunoensayo (RIA). Como se indica en el presente documento, las particulas viricas
ancestrales presentan menos seroprevalencia que las particulas viricas contemporaneas (es decir, particulas viricas
ensambladas que usan secuencias viricas contemporaneas o porciones de las mismas). Simplemente a modo de
ejemplo, véanse Xu et al. (2007, Am. J. Obstet. Gynecol., 196:43.e1-6); Paul et al. (1994, J. Infect. Dis., 169:801-6);
Sauerbrei et al. (2011, Eurosurv., 16(44):3); y Sakhria et al. (2013, PLoS Negl. Trop. Dis., 7:€2429), cada uno de los
cuales determind la seroprevalencia para un anticuerpo en particular en una poblacion dada.

Como se describe en el presente documento, las particulas viricas ancestrales se neutralizan por el sistema
inmunitario de una persona, por ejemplo, del paciente, en menor medida que las particulas viricas contemporaneas.
Se dispone de varios métodos para determinar la extensién de los anticuerpos neutralizantes en una muestra de
suero. Por ejemplo, un ensayo de anticuerpos neutralizantes mide el titulo en el que una muestra experimental
contiene una concentracion de anticuerpos que neutraliza la infeccién en un 50% o mas en comparacion con una
muestra de control sin anticuerpo. Véanse, también, Fisher et al. (1997, Nature Med., 3:306-12) y Manning et al.
(1998, Human Gene Ther., 9:477-85).

Con respecto a los polipéptidos de céapside de AAV ancestrales ilustrados en el presente documento, la
seroprevalencia y/o el grado de neutralizacion pueden compararse, por ejemplo, con un polipéptido de capside de
AAVS8 o particula virica que incluye un polipéptido de capside de AAVS8, o un polipéptido de capside de AAV2 o
particula virica que incluye un polipéptido de capside de AAV2. Generalmente, en la técnica se entiende que los
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polipéptidos de capside de AAV8 o particulas viricas presentan una seroprevalencia, y una neutralizacion resultante,
en la poblacion humana que se considera baja, mientras que el polipéptido de capside de AAV2 o particulas viricas
presentan una seroprevalencia y una neutralizacion resultante, en la poblacién humana que se considera alta.
Obviamente, la seroprevalencia particular dependera de la poblacion examinada, asi como los métodos
inmunoldgicos utilizados, pero hay informes de que AAV8 presenta una seroprevalencia de aproximadamente el
22% hasta aproximadamente el 38%, mientras que AAV2 presenta una seroprevalencia de aproximadamente el
43,5% hasta aproximadamente el 72%. Véanse, por ejemplo, Boutin et al., 2010, "Prevalence of serum IgG and
neutralizing factors against AAV types 1, 2, 5, 6, 8 and 9 in the healthy population: implications for gene therapy
using AAV vectors", Hum. Gene Ther., 21:704-12. Véase, también, Calcedo et al., 2009, J. Infect. Dis., 199:381-90.

Acido nucleico ancestral predicho y secuencias de polipéptidos ancestrales de virus adenoasociado (AAV)

Se secuenciaron varios clones diferentes de la genoteca que codificaba polipéptidos de capside ancestrales
predichos del nodo Anc80, y las secuencias de aminoacidos de polipéptidos de capside ancestrales predichos de
AAV representativos se muestran en la SEQ ID NO: 19 (Anc80L27); SEQ ID NO: 20 (Anc80L59); SEQ ID NO: 21
(Anc80L60); SEQ ID NO: 22 (Anc80L62); SEQ ID NO: 23 (Anc80L65); SEQ ID NO: 24 (Anc80L33); SEQ ID NO: 25
(Anc80L36); y SEQ ID NO:26 (Anc80L44). Los expertos en la técnica apreciaran que la secuencia de acido nucleico
que codifica cada secuencia de aminoacidos puede determinarse facilmente.

Ademas de los polipéptidos de capside ancestral predichos que tienen las secuencias mostradas en las SEQ ID
NOs: 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o 26, se proporcionan polipéptidos que tienen al menos un 95% de identidad de
secuencia (por ejemplo, al menos un 96%, al menos un 97%, al menos un 98%, al menos un 99% o un 100% de
identidad de secuencia) con los polipéptidos de capside ancestral predichos que tienen las secuencias que se
muestran en las SEQ ID NOs: 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, o 26. De forma similar, se proporcionan moléculas de acido
nucleico que tienen al menos un 95% de identidad de secuencia (por ejemplo, al menos un 96%, al menos un 97%,
al menos un 98%, al menos un 99% o un 100% de identidad de secuencia) con las moléculas de acido nucleico que
codifican los polipéptidos de capside ancestrales (es decir, que tienen al menos un 95% de identidad de secuencia).

En el calculo del porcentaje de identidad de secuencia, se alinean dos secuencias y se determina el nUmero de
coincidencias idénticas de nucledtidos o residuos de aminoacidos entre las dos secuencias. El numero de
coincidencias idénticas se divide por la longitud de la regién alineada (es decir, el nimero de nucleétidos o residuos
de aminoacidos alineados) y se multiplica por 100 para llegar a un porcentaje de valor de identidad de secuencia. Se
apreciara que la longitud de la regién alineada puede ser una porcion de una o ambas secuencias hasta el tamafio
de longitud completa de la secuencia mas corta. También se apreciara que una Unica secuencia puede alinearse
con mas de una secuencia diferente y, por lo tanto, puede tener diferentes valores de porcentaje de identidad de
secuencia en cada region alineada.

El alineamiento de dos o mas secuencias para determinar el porcentaje de identidad de secuencia puede realizarse
utilizando el algoritmo descrito por Altschul et al. (1997, Nucleic Acids Res., 25:3389 3402) como se incorpora en los
programas BLAST (herramienta de busqueda de alineamiento local basico), disponibles en ncbi.nlm.nih.gov en
Internet. Se pueden realizar busquedas de BLAST para determinar el porcentaje de identidad de secuencia entre
una secuencia (acido nucleico o aminoacido) y cualquier otra secuencia o porcion de la misma alineada usando el
algoritmo de Altschul et al. BLASTN es el programa usado para alinear y comparar la identidad entre secuencias de
acidos nucleicos, mientras que BLASTP es el programa usado para alinear y comparar la identidad entre secuencias
de aminoacidos. Cuando se utilizan programas BLAST para calcular el porcentaje de identidad entre una secuencia
y otra secuencia, generalmente se usan los parametros predeterminados de los programas respectivos.

Se muestran alineamientos representativos en las Figuras 4A y 4B y en las Figuras 5A y 5B. Las Figuras 4A y 4B
muestran un alineamiento de polipéptidos de capside de VP1 de AAV ancestrales, designados como Anc80L65
(SEQ ID NO: 23), Anc80L27 (SEQ ID NO: 19), Anc80L33 (SEQ ID NO: 24), Anc80L36 (SEQ ID NO: 25), Anc80L44
(SEQ ID NO: 26), Anc80L59 (SEQ ID NO: 20), Anc80L60 (SEQ ID NO: 21), y Anc80L62 (SEQ ID NO: 22). El
alineamiento mostrado en las Figuras 4A y 4B confirma la variacion predicha en cada uno de los 11 sitios, y una
Unica mutacion no sinénima en la posicién 609E de Anc80L60 (SEQ ID NO: 21), que puede ser un artefacto de
clonacion. Las Figuras 5A y 5B muestran un alineamiento entre los polipéptidos de capside de VP1 de AAV
ancestrales (Anc80L65 (SEQ ID NO: 23), Anc80L27 (SEQ ID NO: 19), Anc80L33 (SEQ ID NO: 24), Anc80L36 (SEQ
ID NO: 25), Anc80L60 (SEQ ID NO: 21), Anc80L62 (SEQ ID NO: 22), Anc80L44 (SEQ ID NO: 26), y Anc80L59 (SEQ
ID NO: 20)) y los polipéptidos de capside de VP1 de AAV contemporaneos (AAV8 (SEQ ID NO: 27), AAV9 (SEQ ID
NO: 28), AAV6 (SEQ ID NO: 29), AAV1 (SEQ ID NO: 30), AAV2 (SEQ ID NO: 31), AAV3 (SEQ ID NO: 32), AAV3B
(SEQ ID NO: 33), y AAV7 (SEQ ID NO: 34)). El alineamiento en las Figuras 5A y 5B muestra que las secuencias de
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AAV ancestrales tienen entre aproximadamente el 85% y el 91% de identidad de secuencia con las secuencias de
AAV contemporaneas.

También se proporcionan vectores que contienen moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos. Los
vectores, incluidos los vectores de expresion, estan disponibles comercialmente o pueden producirse mediante
tecnologia recombinante. Un vector que contiene una molécula de acido nucleico puede tener uno o mas elementos
para la expresion unidos operativamente a tal molécula de acido nucleico, y ademas puede incluir secuencias tales
como las que codifican un marcador seleccionable (por ejemplo, un gen de resistencia a antibiéticos), y/o aquellas
que se pueden usar en la purificacion de un polipéptido (por ejemplo, la etiqueta 6xHis). Los elementos para la
expresion incluyen secuencias de acido nucleico que dirigen y regulan la expresion de secuencias codificantes de
acido nucleico. Un ejemplo de un elemento de expresion es una secuencia promotora. Los elementos de expresion
también pueden incluir uno o mas de intrones, secuencias potenciadoras, elementos de respuesta o elementos
inducibles que modulan la expresién de una molécula de acido nucleico. Los elementos de expresién pueden ser de
origen bacteriano, levadura, insecto, mamifero o virico y los vectores pueden contener una combinacion de
elementos de expresion de diferentes origenes. Como se usa en el presente documento, unido operativamente
significa que los elementos para la expresién se colocan en un vector con respecto a una secuencia codificante de
tal manera que dirijan o regulen la expresién de la secuencia codificante.

Una molécula de acido nucleico, por ejemplo, una molécula de acido nucleico en un vector (por ejemplo, un vector
de expresion, un vector virico) puede introducirse en una célula huésped. El término "célula huésped" se refiere no
solo a la célula o células en particular en las que se ha introducido la molécula de acido nucleico, sino también a la
progenie o posible progenie de tal célula. Los expertos en la técnica conocen muchas células huésped adecuadas;
las células huésped pueden ser células procariotas (por ejemplo, E. coli) o células eucariotas (por ejemplo, células
de levadura, células de insecto, células vegetales, células de mamifero). Las células huésped representativas
pueden incluir, sin limitacién, A549, WEHI, 3T3, 10T1/2, BHK, MDCK, COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40, BMT 10,
VERO, WI38, Hela, células 293, Saos, C2C12, células L, HT1080, HepG2 vy fibroblastos primarios, hepatocitos y
células de mioblastos derivadas de mamiferos, incluyendo seres humanos, monos, ratones, ratas, conejos y
hamsteres. Los métodos para introducir moléculas de acido nucleico en células huésped se conocen bien en la
técnica e incluyen, sin limitacion, precipitacion con fosfato de calcio, electroporacion, choque térmico, lipofeccion,
microinyeccion y transferencia de acido nucleico mediada por virus (por ejemplo, transduccién).

Con respecto a los polipéptidos, "purificado" se refiere a un polipéptido (es decir, un péptido o un polipéptido) que se
ha separado o purificado a partir de componentes celulares que lo acompafan de forma natural. Tipicamente, el
polipéptido se considera "purificado" cuando esta al menos el 70% (por ejemplo, al menos el 75%, 80%, 85%, 90%,
95% o el 99%) en peso seco, libre de los polipéptidos y moléculas de origen natural con las que se asocia de forma
natural. Dado que un polipéptido que se sintetiza quimicamente esta, por naturaleza, separado de los componentes
que lo acompafan de forma natural, un polipéptido sintético se considera "purificado", pero puede eliminarse
adicionalmente de los componentes utilizados para sintetizar el polipéptido (por ejemplo, residuos de aminoacidos).
Con respecto a las moléculas de acido nucleico, "aislado" se refiere a una molécula de acido nucleico que esta
separada de otras moléculas de acido nucleico que usualmente estan asociadas con ésta en el genoma. Ademas,
una molécula de acido nucleico aislada puede incluir una molécula de acido nucleico modificada por ingenieria
genética, tal como una molécula de acido nucleico recombinante o sintética.

Los polipéptidos se pueden obtener (por ejemplo, purificar) a partir de fuentes naturales (por ejemplo, una muestra
bioldgica) mediante métodos conocidos tales como intercambio iénico DEAE, filtracidon en gel, y/o cromatografia de
hidroxiapatita. También se puede obtener un polipéptido purificado, por ejemplo, expresando una molécula de acido
nucleico en un vector de expresién o mediante sintesis quimica. El grado de pureza de un polipéptido se puede
medir utilizando cualquier método apropiado, por ejemplo, cromatografia en columna, electroforesis en gel de
poliacrilamida, o analisis por HPLC. De manera similar, las moléculas de acido nucleico se pueden obtener (por
ejemplo, aislar) utilizando métodos de rutina tales como, sin limitacion, tecnologia de acido nucleico recombinante
(por ejemplo, digestidon con enzimas de restriccion y ligadura) o la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR; véase,
por ejemplo, PCR Primer: A Laboratory Manual, Dieffenbach & Dveksler, Eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1995). Ademas, las moléculas de acido nucleico aisladas se pueden sintetizar quimicamente.

Métodos de uso de virus ancestrales o porciones de los mismos
Un virus ancestral o una porcion del mismo como se describe en el presente documento, particularmente aquellos

que presentan una seroprevalencia reducida en relaciéon con los virus contemporaneos o porciones de los mismos,
se puede usar en varias aplicaciones de investigacion y/o terapéuticas. Por ejemplo, un virus ancestral o una porcién
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del mismo, como se describe en el presente documento, se puede usar en medicina humana o animal para terapia
génica (por ejemplo, en un vector o sistema de vectores para transferencia génica) o para vacunacion (por ejemplo,
para la presentacién de antigenos). Mas especificamente, un virus ancestral o una porcién del mismo, como se
describe en el presente documento, se puede usar para la adicion de genes, el aumento de genes, el suministro
genético de un polipéptido terapéutico, la vacunacién genética, el silenciamiento de genes, la ediciéon del genoma, la
terapia génica, el suministro de ARNi, el suministro de ADNc, el suministro de ARNm, el suministro de ARNmi,
esponjamiento de ARNmi, la inmunizacién genética, la terapia génica optogenética, la transgénesis, la vacunacién
con ADN, o la inmunizacién con ADN.

Una célula huésped puede transducirse o infectarse con un virus ancestral o una porcién del mismo in vitro (por
ejemplo, creciendo en cultivo) o in vivo (por ejemplo, en un sujeto). Las células huésped que se pueden transducir o
infectar con un virus ancestral o una porcién del mismo in vitro se describen en el presente documento; las células
huésped que pueden transducirse o infectarse con un virus ancestral o una porcién del mismo in vivo incluyen, sin
limitacion, cerebro, higado, musculo, pulmén, ojo (por ejemplo, retina, epitelio pigmentario de la retina), rifién,
corazon, gonadas (por ejemplo, testiculos, Utero, ovarios), piel, fosas nasales, sistema digestivo, pancreas, células
de los islotes, neuronas, linfocitos, oido (por ejemplo, oido interno), foliculos pilosos, y/o glandulas (por ejemplo,
tiroides).

Un virus ancestral o una porcién del mismo como se describe en el presente documento puede modificarse para
incluir un transgén (en cis o trans con otras secuencias viricas). Un transgén puede ser, por ejemplo, un gen
indicador (por ejemplo, beta-lactamasa, beta-galactosidasa (LacZ), fosfatasa alcalina, timidina cinasa, polipéptido
verde fluorescente (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), o luciferasa, o polipéptidos de fusion que incluyen un
dominio de etiqueta de antigeno tal como hemaglutinina o Myc) o un gen terapéutico (por ejemplo, genes que
codifican hormonas o receptores de los mismos, factores de crecimiento o receptores de los mismos, factores de
diferenciacion o receptores de los mismos, reguladores del sistema inmunitario (por ejemplo, citocinas e
interleucinas) o receptores de los mismos, enzimas, ARN (por ejemplo, ARN inhibitorios o ARN cataliticos), o
antigenos diana (por ejemplo, antigenos oncdgenos, antigenos autoinmunitarios).

El transgén particular dependera, al menos en parte, de la enfermedad o deficiencia particular que se esta tratando.
Simplemente a modo de ejemplo, la transferencia génica o la terapia génica pueden aplicarse al tratamiento de la
hemofilia, retinitis pigmentosa, fibrosis quistica, amaurosis congénita de Leber, trastornos de almacenamiento
lisosomal, errores innatos del metabolismo (por ejemplo, errores innatos del metabolismo de los aminoacidos,
incluyendo fenilcetonuria, errores innatos del metabolismo de los acidos organicos, incluyendo academia propionica,
errores innatos del metabolismo de los acidos grasos, incluida la deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena
media (MCAD), cancer, acromatopsia, distrofias de conos y bastones, degeneraciones maculares (por ejemplo,
degeneracion macular relacionada con la edad), deficiencia de lipopolipéptido lipasa, hipercolesterolemia familiar,
atrofia muscular espinal, distrofia muscular de Duchenne, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
obesidad, trastorno inflamatorio del intestino, diabetes, insuficiencia cardiaca congestiva, hipercolesterolemia,
pérdida de la audicién, enfermedad coronaria, amiloidosis familiar, sindrome de Marfan, insomnio familiar fatal,
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de células falciformes, enfermedad de Huntington, degeneracion del
I6bulo fronto-temporal, sindrome de Usher, intolerancia a la lactosa, trastornos de almacenamiento de lipidos (por
ejemplo, enfermedad de Niemann-Pick, tipo C), enfermedad de Batten, coroideremia, enfermedad de
almacenamiento de glucdgeno tipo Il (enfermedad de Pompe), ataxia telangiectasia (sindrome de Louis-Bar),
hipotiroidismo congénito, inmunodeficiencia combinada severa (SCID), y/o esclerosis lateral amiotréfica (ALS).

Un transgén también puede ser, por ejemplo, un inmundgeno que es Util para inmunizar a un sujeto (por ejemplo, un
ser humano, un animal (por ejemplo, un animal de compafia, un animal de granja, un animal en peligro de
extincion). Por ejemplo, los inmunégenos pueden obtenerse de un organismo (por ejemplo, un organismo patégeno)
0 una porcion inmundgena o un componente del mismo (por ejemplo, un polipéptido de toxina o un subproducto del
mismo). A modo de ejemplo, los organismos patégenos de los cuales se pueden obtener polipéptidos inmunégenos
incluyen virus (por ejemplo, picornavirus, enterovirus, ortomixovirus, reovirus, retrovirus), procariotas (por ejemplo,
neumococos, estafilococos, listeria, pseudomonas) y eucariotas (por ejemplo, amebiasis, malaria, leishmaniasis,
nematodos). Se entendera que los métodos descritos en el presente documento y las composiciones producidas por
dichos métodos no se limitan por ningun transgén en particular.

Un virus ancestral o una porcién del mismo, usualmente suspendido en un vehiculo fisiolégicamente compatible,
puede administrarse a un sujeto (por ejemplo, un mamifero humano o no humano). Los vehiculos adecuados
incluyen una solucion salina, que se puede formular con una diversidad de soluciones tamponantes (por ejemplo,
solucion salina tamponada con fosfato), lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina, dextrano, agar, pectina y agua.
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El virus ancestral o porcion del mismo, se administra en cantidades suficientes para transducir o infectar las células y
para proporcionar niveles suficientes de transferencia y expresion génica para proporcionar un beneficio terapéutico
sin demasiados efectos adversos. Las vias de administracién convencionales y farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero sin limitacion, la administracion directa a un érgano tal como, por ejemplo, el higado o el pulmén, por
via oral, intranasal, intratraqueal, por inhalacién, intravenosa, intramuscular, intraocular, subcutanea, intradérmica,
transmucosa, o por otras vias de administracion. Las rutas de administracion se pueden combinar, si se desea.

La dosis del virus ancestral o porcion del mismo administrada a un sujeto dependera principalmente de factores tales
como la afeccién que se esta tratando, y la edad, el peso y la salud del sujeto. Por ejemplo, una dosis
terapéuticamente eficaz de un virus ancestral o una porcion del mismo a administrar a un sujeto humano
generalmente esta en el intervalo de aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 10 ml de una solucién que
contiene concentraciones de aproximadamente 1 x 10" a 1 x 10'2 copias gendmicas (GC) de virus ancestrales (por
ejemplo, aproximadamente 1 x 10° a 1 x 10° GC). La transduccion y/o la expresion de un transgén se pueden
controlar en diversos puntos de tiempo después de la administracion por ADN, ARN o ensayos de proteinas. En
algunos casos, los niveles de expresion del transgén se pueden controlar para determinar la frecuencia y/o la
cantidad de dosis. Los regimenes de dosificacion similares a los descritos con fines terapéuticos también pueden
utilizarse para la inmunizacion.

Los métodos descritos en el presente documento también se pueden usar para modelar la evolucion directa, para
modificar o eliminar uno o mas dominios inmundgenos de un virus o porcién del mismo.

De acuerdo con la presente invencién, pueden emplearse técnicas convencionales de biologia molecular,
microbiologia, bioquimica y ADN recombinante dentro de los conocimientos de la técnica. Dichas técnicas se
explican completamente en la bibliografia. La invencién se describira adicionalmente en los siguientes ejemplos, que
no limitan el alcance de los métodos y composiciones de materia que se describen en las reivindicaciones.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Prediccién computacional de secuencias ancestrales

Se obtuvo un conjunto de 75 secuencias de aminoacidos diferentes de capsides de AAV a partir de varias bases de
datos publicas, incluyendo GenBank, y las secuencias se alinearon utilizando el algoritmo PRANK-MSA, version
121002, con la opcion "-F".

Se us6 ProtTest3 (véase, por ejemplo, Darriba et al., 2011, Bioinformatics, 27(8):1164-5; disponible en
darwin.uvigo.es/software/prottest3 en Internet) para evaluar diferentes modelos de la evolucién polipeptidica (por
ejemplo, los incluidos en ProTest3, concretamente, JTT, LG, WAG, VT, CpRev, RtRev, Dayhoff, DCMut, FLU,
Blosum62, VT, HIVb, MtArt, MitMam) en condiciones diferentes (por ejemplo, las incluidas en ProTest3,
concretamente, "+I", "+F", "+ G", y combinaciones de los mismos). El modelo JTT (Jones et al., 1992, Comp. Appl.
Biosci., 8:275-82) con +G y +F (Yang, 1993, Mol. Biol. Evol., 10:1396-1401; y Cao et al., 1994, J. Mol. Evol., 39:519-
27) se seleccion6 basandose en su puntuacién del criterio de informacion de Aikake (AIC; Hirotugu, 1974, IEEE
Transactions on Automatic Control, 19:716-23) de acuerdo como se implemento en ProTest3.

Se construy6 una filogenia de la evolucidén de AAV utilizando PhyML (Guindon y Gascuel, 2003, Systematic Biology,
52:696-704)). Véase la Figura 3. El arbol se generd utilizando el modelo de sustitucion JTT + F con 4 categorias de
sustitucion discretas y un parametro de forma Gamma estimado. Los arboles resultantes se mejoraron a través del
intercambio de vecinos mas cercanos (NNI) y la poda y reinjerto de subarbol (SPR), y se evalué su importancia a
través de muestreo por repeticion y la prueba de razén de similitud aproximada (aLRT; Anisimova y Gascuel, 2006,
Systematic Biology, 55:539-52)) usando la variante "de tipo SH".

El arbol filogénico construido anteriormente se usd entonces para estimar los estados ancestrales de la capside de
AAV en cada nodo interior a la filogenia. Las secuencias de capside ancestral se reconstruyeron utilizando los
principios de maxima verosimilitud mediante el software Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood (PAML)
(Yang, 1997, Comp. Applic. BioSci., 13:555-6; disponible en abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html en Internet)
envuelto en Lazarus (Sourceforge en sf.net). Mas especificamente, la reconstrucciéon de Lazarus/PAML se configurd
para generar una reconstruccién de aminoacidos usando el modelo de sustituciéon JTT+F utilizando 4 categorias
distribuidas por gamma. Se usé AAV5 como un grupo externo. Finalmente, se afiadi6 la opcién "I" para colocar los
indeles (es decir, se codificd de forma binaria y se colocé a través de parsimonia maxima utilizando el algoritmo de
Fitch) después de que se realizo la reconstruccion de PAML.
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Debido a que la reconstruccion se realizé en un modo de maxima verosimilitud, se puede calcular la verosimilitud de
que cualquier residuo se encuentre en una posicién dada en un nodo dado. Para ello, se escribié un guién adicional
para identificar todas las posiciones a lo largo de la secuencia con una probabilidad posterior calculada por debajo
de un cierto umbral. Se seleccioné un umbral de 0,3, lo que significa que cualquier aminoacido con una probabilidad
posterior calculada de mas de 0,3 se incluyé en la sintesis de la genoteca. Estos residuos se seleccionaron como
variantes de interés en la genoteca.

Para finalizar la secuencia, se tuvo que codificar una utilidad adicional para seleccionar los codones. Se escribi6 un
guion para derivar codones similares a los de otra secuencia de AAV (AVVRh10, que tiene aproximadamente un
92% de identidad de secuencia con la secuencia de andamiaje de Anc80) y se aplica un algoritmo novedoso para
sustituir codones en los que existian emparejamientos incorrectos de secuencia basados en una matriz de
sustitucion de codones. El nuevo algoritmo se muestra a continuacion:

Dado: secuencia de aminoacidos, Pt, con la secuencia de nucledtidos correspondiente, Nt, donde Nt
codifica Pt; y secuencia de proteinas, Pi, donde Pi presenta una fuerte homologia con Pt.

Alinear Pi con Pt usando Needleman-Wunsch usando la tabla Blosum62 para la puntuaciéon. Generar una
nueva secuencia de nucleotidos, Ni, pasando por el alineamiento de proteinas, utilizando el codoén
correspondiente de Nt,

donde el aminoacido en Pt coincide exactamente con el de Pi,

el codén de "mejor puntuacion” de la matriz Codon-PAM (Schneider et al., 2005, BMC Bioinform., 6: 134)
donde hay una sustitucion,

un hueco donde existe un hueco en Pi alineada contra un aminoacido en Pt, y

el nucledtido que ocurre con mayor frecuencia en el Nt (que codifica un aminoacido dado) donde existe un
aminoacido en Pi alineada contra un hueco en Pt.

Ademas, se realizaron dos cambios de un solo nucleétido para suprimir la transcripcién de la proteina activadora del
ensamblaje (AAP), que se codifica fuera del marco dentro del gen de la capside del AAV en el AAV natural. Dado
que la codificacion de la AAP (contemporanea o ancestral) no fue parte de esta reconstruccion, la expresion de la
AAP se eliminé haciendo una mutacién sinénima en la secuencia cap, y la secuencia de AAP se proporciond en
trans durante la produccion virica.

Ejemplo 2 - Expresién de secuencias de VP1 de AAV ancestrales

Se realizaron experimentos para determinar si las secuencias de capside de AAV ancestrales predichas se pueden
usar para hacer vectores viricos.

Se clonaron varias de las secuencias de capside de AAV ancestrales predichas. La genoteca de capsides
ancestrales se transfirié a un plasmido de expresién rep-cap para permitir la formacién de particulas viricas en la
transfeccion transitoria. Para mantener los niveles de expresion apropiados y el corte y empalme de VP1, VP2 y
VP3, se clonaron los genes de cap de la genoteca cortando HindlIl, ubicado en 5' de cap en la secuencia codificante
rep, y Spel, que se modificé entre el codén de parada cap y la sefial de poliadenilacién. En consecuencia, para
clonar las capsides ancestrales en una construccion "REP/CAP" mas convencional, el plasmido de paso se digirié
con Hindlll y Spel, se purificé en gel y se ligé en un plasmido rep/cap digerido de manera similar.

Los polipéptidos expresados se resolvieron en un gel de SDS al 10%. Como se muestra en la Figura 6, los
polipéptidos de la capside se expresaron y sometieron a corte y empalme adecuadamente en VP1, VP2 y VP3 a
partir de varias secuencias de AAV ancestrales (Anc80L44, Anc80L27 y Anc80L65), asi como de una secuencia de
AAV contemporanea, AAV2/8.

Ejemplo 3 - Valoracion virica

El AAV se produjo en células HEK293 a través de la cotransfeccion transitoria de plasmidos que codifican todos los
elementos necesarios para el ensamblaje de particulas viricas. Brevemente, las células HEK293 se hicieron crecer
al 90% de confluencia y se transfectaron con (a) el plasmido del genoma virico que codifica el transgén de luciferasa
(expresado por el promotor de CMV) flanqueado por ITR de AAV2, (b) el plasmido de empaquetamiento de AAV que
codifica rep de AAV2 y las proteinas de la capside sintetizadas divulgadas en el presente documento, (c) capside
que expresa AAP de AAV2, y (d) genes auxiliares adenovirales necesarios para el empaquetado y el ensamblaje de
AAV. Las células se incubaron a 37°C durante 2 dias y las células y los medios se recolectaron y recogieron.
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La suspension de medio celular se lis6 mediante 3 ciclos consecutivos de congelacion y descongelacion. A
continuacion, el lisado se elimind por centrifugacion y se traté con una enzima en condiciones para realizar una
digestion exhaustiva del ADN, aqui Benzonase™, para digerir cualquier ADN presente fuera de la particula virica. La
preparacién de AAV se diluyd hasta estar dentro del intervalo de medicion lineal de una plantilla de ADN de control,
en este caso, un plasmido linealizado con el cebador TagMan™ idéntico y la secuencia de unién de la sonda en
comparacion con el genoma del vector. Se realizé la PCR TagMan™ con cebadores e hibridacion de la sonda al
genoma del vector virico de eleccion. El titulo se calcul6 basandose en la medicion de TagMan™ en copias
gendmicas (GC) por mililitro (ml) como se muestra en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2
Titulos (GC/ml) Escala pequefia N.° 1 | Escala pequeia N.° 2

AAV2/2 1,12 x10° 1,99 x 10°
AAV2/8 4,17 x 100 5,91 x 10"°
Anc80L27 8,01 x 108 1,74 x 10°
Anc80L44 1,52 x 10° 1,43 x 10°
Anc80L65 1,42 x 10° 2,05 x 10°

Sin control de capside 5,23 x 10° 7,25 x 10°

Los resultados de la produccién de vectores a pequefia escala en particulas de capside de AAV reconstruidas de
forma ancestral demostraron rendimientos similares a AAV2, pero reducidos en relacién con AAV8, ambos de los
cuales son preparaciones de vectores basadas en AAV contemporaneos.

Ejemplo 4 - Transduccién virica in vitro

Se realizaron transducciones viricas in vitro para evaluar la capacidad de los virus que contienen las secuencias de
AAV ancestrales predichas para infectar células.

Después de la produccién vectorial de alto rendimiento utilizando la biblioteca de secuencias de Anc80, las células
HEK293 se transdujeron con cada vector virico. Ademas de una secuencia Anc80, cada vector virico contenia un
transgén de luciferasa. La luciferasa se midi6 mediante la cuantificacion de la bioluminiscencia en un lector de
placas de 96 pocillos después de la adicion del sustrato de luciferina a las células transducidas o al lisado celular.
Después de la cuantificacion, se produjo un mapa de calor de la expresion de luciferasa en cuatro placas de 96
pocillos concatenadas (excluyendo una columna de controles en cada placa). Debido a la gran cantidad de
inserciones, eliminaciones y transiciones asociadas con el proceso de produccién de vectores de alto rendimiento,
muchos de los vectores no eran funcionales. Para los fines del presente documento, solo se evaluaron
adicionalmente los virus que eran funcionales en este ensayo (es decir, capaces de transducir células HEK293 y
expresar el transgén).

Se transdujeron células HEK293, a igual multiplicidad de infeccion (MOIl) de 1 x 10* copias gendmicas (GC) por
célula, con dos vectores de AAV contemporaneos (AAV2/2 y AAV2/8) y tres vectores de AAV ancestrales predichos
(Anc80L27, Anc80L44, y Anc80L65). Cada vector contenia un transgén que codificaba luciferasa o un transgén que
codificaba eGFP. Se tomaron imagenes de las células 60 horas después utilizando el canal de GFP de un
microscopio 6ptico AMG EvosF1. La Figura 7 muestra la expresion de luciferasa después de la transduccion in vitro.
Cada uno de los virus AAV ancestrales demostrd una transduccion eficiente de células HEK293.

Ejemplo 5 - Transduccién retiniana in vivo

Se realizaron transducciones retinianas para determinar si los vectores AAV ancestrales son capaces de dirigirse a
las células retinianas murinas in vivo.

Los ojos murinos se transdujeron con 2 x 108 copias gendmicas (GC) de tres AAV ancestrales diferentes (Anc80L27,
Anc80L44 y Anc80L65) y un AAV contemporaneo (AAV2/8), todos los cuales incluyen un transgén que codifica
eGFP. Para las transducciones, cada vector AAV se administrd quirdrgicamente debajo de la retina al generar un
espacio entre el fotorreceptor y la capa del epitelio pigmentario de la retina a través de la administraciéon de un bolo
vectorial con un dispositivo de inyeccion. El bolo vectorial se dejé en el espacio subretiniano y el desprendimiento
subretiniano se resolvid con el tiempo. La expresion de GFP se controlé de forma no invasiva mediante fotografia de
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fondo de la retina del animal después de la dilatacién de la pupila con Tropicamide™. Todas las retinas presentadas
demostraron diversos grados de direccionamiento exitoso de AAV ancestrales a la retina.

La histologia retiniana también se realizé y se visualizé bajo microscopia fluorescente para identificar el tipo o tipos
de células transducidos. La histologia se realizé en una retina murina transducida con el vector de AAV ancestral
Anc80L65 como se describe anteriormente. La expresion de eGFP mediada por Anc80L65 fue evidente en la capa
nuclear externa (ONL), los segmentos internos (IS) y el epitelio pigmentario de la retina (RPE), lo que indica que el
vector Anc80L65 ancestral se dirige a fotorreceptores murinos y células del epitelio pigmentario retiniano.

Ejemplo 6 - Ensayo de anticuerpos neutralizantes

Se realizaron ensayos de anticuerpos neutralizantes para evaluar si un virus AAV ancestral es mas resistente a la
neutralizacion de anticuerpos que un virus AAV contemporaneo. Los ensayos de anticuerpos neutralizantes miden la
concentracion de anticuerpos (o el titulo en el que una muestra experimental contiene una concentracion de
anticuerpos) que neutraliza una infeccion en un 50% o mas en comparacién con un control en ausencia del
anticuerpo.

Las muestras de suero o la solucion madre de IVIG (200 mg/ml) se diluyeron en serie dos veces, y las muestras sin
diluir y diluidas se incubaron conjuntamente con un virus AAV ancestral, Anc80L65, y un virus AAV contemporaneo,
AAV2/8, a una MOI de 10* durante aproximadamente 30 minutos a 37°C. Cada virus incluia un transgén de
luciferasa. El vector mezclado y una muestra de anticuerpo se transdujeron entonces en células HEK293. Para estos
experimentos, la muestra de anticuerpos utilizada fue inmunoglobulina intravenosa (IGIV), IgG agrupadas extraidas
del plasma de mas de mil donantes de sangre (vendidos comercialmente, por ejemplo, como Gammagard™ (Baxter
Healthcare; Deerfield, IL) o Gamunex™ (Grifols; Los Angeles, CA)). 48 horas después del inicio de la transduccion,
las células se analizaron por bioluminiscencia para detectar luciferasa. El titulo de anticuerpos neutralizantes se
determind identificando la dilucién de la muestra para la cual se alcanzé un 50% o mas de neutralizacion
(transduccion de muestra/transduccion del virus de control en ausencia de muestra).

Ejemplo 7 - Caracterizacion de Anc80

En base a los métodos descritos en el presente documento, se obtuvo la secuencia Anc80 mas probable (de
acuerdo como se determiné a través de la probabilidad posterior) y se designé Anc80L1 (la SEQ ID NO:35 muestra
la secuencia de acido nucleico de la capside de Anc80L1 y la SEQ ID NO:36 muestra la secuencia de aminoacidos
del polipéptido de VP1 de Anc80L1). La genoteca probabilistica de Anc80 también se sintetizé utilizando las
secuencias descritas en el presente documento por una empresa comercial y se subcloné en vectores de expresion.

La genoteca de Anc80 se evalud clonalmente para determinar el rendimiento vectorial y la infectividad en ensayos
combinados. Fuera de este cribado, se caracterizaron adicionalmente Anc80L65 (SEQ ID NO:23), asi como varias
otras variantes.

La genoteca de Anc80 y Anc80L65 se compararon en términos de diferencia de secuencia (Figura 9; % por encima
de la diagonal, N.° de diferencias de aminoacidos a continuacion). Usando NCBI-BLAST, la secuencia mas cercana
disponible publicamente para Anc80L65 es rh10 (GenBank N.° de acceso AA088201.1).

La Figura 10 muestra que Anc80L65 produjo rendimientos vectoriales equivalentes a AAV2 (Panel A), genero
particulas viricas bajo electroscopia de transmision (TEM) (Panel B), y produjo bioquimicamente la cap de AAV vy las
proteinas VP1, 2 y 3 basadas en SDS page en condiciones de desnaturalizacién (Panel C) y transferencia Western
utilizando el anticuerpo de capside de AAV, B1 (Panel D). Estos experimentos se describen con mas detalle en los
parrafos siguientes.

Brevemente, los vectores AAV2/8, AAV2/2, AAV2/Anc80L27, AAV2/Anc80L44, y AAV2/Anc80L65 se produjeron a
pequefa escala que contenian una construcciéon de indicador compuesta por eGFP vy luciferasa de luciérnaga bajo
un promotor de CMV a pequefia escala. Los titulos de estas preparaciones de virus a pequefia escala se obtuvieron
después a través de qPCR. Basandose en estos experimentos, se encontré que los vectores Anc80L27, Anc80L44 y
Anc80L65 producen niveles viricos comparables a los de AAV2 (Figura 10A).

Para confirmar que las proteinas de la capside Anc80L65 se ensamblaron en particulas pseudoviricas intactas del

tamafo y conformacion apropiados, se obtuvieron micrografias utilizando microscopia electrénica de transmision
(TEM). Una preparacioén purificada a gran escala de Anc80-L065 se cargd en rejillas de cobre recubiertas con
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polivinilo formal (Formvar®) y luego se tiid con acetato de uranilo. Las micrografias revelaron particulas
hexagonales intactas con diametros entre 20 y 25 nm (Figura 10B).

Para determinar si los genes de capside ancestrales sintéticos se procesaron adecuadamente (es decir, se
sometieron a corte y empalme y se expresaron), se cargaron preparaciones purificadas a gran escala de vectores
AAV2/8, AAV2/2 y AAV2/Anc80L65 en un gel SDS-PAGE (1E10 GC/pocillo) en condiciones de desnaturalizacion.
Las bandas que representaban las proteinas de capside virica VP1, VP2 y VP3 estaban claramente presentes para
cada preparacion de vector (Figura 10C). La transferencia de Western con el anticuerpo de cépside de AAV B1
confirmé ademas que estas bandas representaban las proteinas predichas (Figura 10D).

Ademas, la Figura 11 muestra que Anc80L65 infectd tejidos y células de mamifero in vitro en células HEK293 en
MOI 10E4 GC/célula usando GFP como lectura (Panel A) o luciferasa (Panel B) frente a controles de AAV2 y/o
AAVS8. Anc80L65 también fue eficaz en el direccionamiento al higado después de una inyeccion IV del AAV indicado
que codifica un transgén LacZ nuclear (fila superior, Panel C), después de la inyeccion intramuscular (IM) directa del
AAV indicado que codifica GFP (fila central, Panel C), y después de la inyeccién subretiniana con el AAV indicado
que codifica GFP (fila inferior, Panel C). Estos experimentos se describen con més detalle en los parrafos siguientes.

Para obtener una medida relativa de la infectividad de los viriones ancestrales, se produjeron preparaciones en bruto
de AAV2/2, AAV2/8, AAV2/Anc80L65, AAV2/Anc80L44, AAV2/Anc80L27, AAV2/Anc80L121, AAV2/Anc80L122,
AAV2/Anc80L123, AAV2/Anc80L124, y AAV2/Anc80L125 que contienen una construccion indicadora bi-cistronica
que incluye una eGFP y secuencias de luciferasa de luciérnaga bajo el control de un promotor de CMV. Las placas
de 96 pocillos confluentes con células HEK293 se sometieron luego a transduccién con cada vector a una MOI de
1E4 GC/célula (titulos obtenidos a través de qPCR como anteriormente). 48 horas después, la microscopia de
fluorescencia confirmé la presencia de GFP en células transducidas (Figura 11A). Después, las células se analizaron
para determinar la presencia de luciferasa (Figura 11B), que determin6 que la expresion de luciferasa en células
transducidas con vectores derivados de Anc80 estaba en medio de células transducidas con AAV8 (nivel inferior de
transduccion) y AAV2 (nivel superior de transduccion).

Para evaluar la eficacia relativa de la transferencia génica en un contexto in vivo, se obtuvieron preparaciones
purificadas de alto titulo de AAV2/2, AAV2/8 y AAV2/Anc80L65. Se inyectaron 3,9E10 GC de cada vector,
encapsidando un transgén que codifica LacZ nuclear bajo el control de un promotor TBG, en ratones C57BL/6 (3
ratones por condicion) a través de una inyeccion IP después de la anestesia general. 28 dias después de la
inyeccion, se sacrificaron los ratones y se recogieron los tejidos. Los higados se seccionaron mediante técnicas
histolégicas estandar y se tifieron para determinar la beta-galactosidasa. Luego, se tomaron imagenes de las
secciones bajo un microscopio y se muestran imagenes representativas en la Figura 11C, fila superior.

Después, se obtuvieron vectores de los mismos serotipos que contenian un transgén bicistronico que codificaba
eGFP y hA1AT bajo el control de un promotor pCASI. Para evaluar la capacidad de Anc80L65 para transducir el
musculo esquelético murino, se inyecté 1E10 GC de cada vector en el musculo esquelético de ratones C57BL/6 (5
ratones por condicién) después de la anestesia general. 28 dias después de la inyeccion, los ratones se sacrificaron,
los tejidos se sometieron a crioseccion y se evalué la presencia de eGFP utilizando microscopia confocal
fluorescente (azul es DAPI, verde es eGFP). Las imagenes representativas se muestran en la Figura 11C, fila
central. Estos experimentos demostraron que los vectores Anc80L65 eran capaces de transducir el musculo
esquelético murino mediante inyeccion intramuscular.

Se obtuvieron vectores de los mismos serotipos, esta vez encapsidando construcciones que codificaban solo un
transgén de eGFP bajo el control de un promotor de CMV. Las particulas de 2E9 se inyectaron por via subretiniana
en ratones C57BL/6 después de la anestesia general. 28 dias después de la inyeccion, se sacrificaron los ratones y
se recogieron los ojos, se sometieron a crioseccion, y se evalud la presencia de eGFP utilizando microscopia
confocal fluorescente (azul es DAPI, verde es eGFP). Se muestran imagenes representativas en la Figura 11C, fila
inferior. Estos experimentos demuestran que los vectores Anc80L65 pueden transducir la retina murina a un nivel
que es comparable a los vectores AAVS.

Brevemente, se obtuvieron preparaciones purificadas y de alto titulo de vectores viricos AAV2/8, AAV2/2,
AAV2/rh32.33 y AAV2/Anc80L65 que encapsidaban un transgén bicistronico que incluye eGFP vy luciferasa de
luciérnaga bajo el control de un promotor de CMV. Estos vectores se incubaron luego con diluciones seriadas de dos
veces de IVIG (10 mg, 5 mg, 2,5 mg, etc.) o se incubaron sin IVIG (1E9 GC por condicién). Después de la
incubacién, se usaron vectores para transducir células HEK293 a una MOI de 1E4 por pocillo (una dilucién por
pocillo).
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Ejemplo 8 - Generacidén de capsides de AAV ancestrales adicionales

Las secuencias de capside de AAV ancestrales mas probables (de acuerdo con lo determinado por la probabilidad
posterior) se sintetizaron luego a través de un laboratorio comercial (Gen9) y se proporcionaron como ADNds lineal.
Estas secuencias de aminoacidos se compararon entonces con las de los AAV existentes para determinar el grado
en que difieren (Figura 13). Cada proteina VP1 ancestral difiere de las de los AAV existentes representativos
seleccionados entre un 3,6% y un 9,3% (Figura 13A), mientras que las proteinas VP3 ancestrales difieren entre un
4,2 y un 9,4% (Figura 13B). Estas capsides se subclonaron en plasmidos de produccion de AAV (pAAVector2/Vacio)
a través de la digestion con enzimas de restriccion (Hindlll y Spel) y la ligadura de T4. Estos clones se confirmaron a
través de digestion de restriccion y secuenciacion de Sanger, y luego se produjeron preparaciones a escala media
de ADN plasmidico.

Cada uno de estos plasmidos se usé luego para producir vectores de AAV que contenian un gen indicador que
codificaba tanto eGFP como luciferasa de luciérnaga. Estos vectores se produjeron por triplicado en pequerfia escala
como se describe anteriormente. Las preparaciones en bruto del virus se titularon luego a través de qPCR y se
encontré que producian entre un 2,71% y un 183,1% de particulas viricas en relacion con AAV8 (Figuras 14 y 15).
Estos titulos se utilizaron entonces para configurar un experimento controlado por titulos para evaluar la infectividad
relativa. Anc126 no estaba controlado por titulo debido a su produccién significativamente reducida y, en
consecuencia, los datos sobre la infectividad de Anc126 no se pueden comparar con precision con la infectividad de
los otros virus en el experimento. Los otros vectores se usaron para transducir células HEK293 a una multiplicidad
de infeccién (MOI) de 1,9E3 GC/célula.

60 horas después de la transduccion, las células se evaluaron para determinar la expresion de GFP a través de
microscopia de fluorescencia. Se detectaron células positivas para eGFP en cada una de las condiciones, excepto
para el control negativo (Figura 16). Esto indica que cada una de las secuencias ancestrales predichas, sintetizadas
y clonadas es capaz de producir particulas viricas infecciosas y viables. Para tener una idea de los niveles relativos
de infectividad, los ensayos de luciferasa también se realizaron en las mismas células. Los resultados indican que
cada uno de los vectores ancestrales es capaz de transducir células HEK293 entre un 28,3% y un 850,8% en
relacion con AAVS8 (Figuras 17 y 18). Se observa que Anc126 se excluyd del analisis de la transduccion relativa ya
que no se controld por titulo.

En resumen, se sintetizaron ocho nuevos genes de capside de AAV ancestrales y se usaron en la produccién de
vectores viricos funcionales junto con AAV8, AAV2 y los vectores Anc80L65 descritos previamente. La produccion y
la infectividad se evaluaron in vitro y se muestra un resumen de estos hallazgos en la Figura 19.

Ejemplo 9 - Inmunoprofilaxis vectorizada

En la inmunoprofilaxis vectorizada, los vehiculos de terapia génica (tal como el AAV) se utilizan para administrar
transgenes que codifican anticuerpos ampliamente neutralizantes contra agentes infecciosos. Véanse, por ejemplo,
Balazs et al. (2013, Nat. Biotechnol., 31:647-52); Limberis et al. (2013, Sci. Transl. Med., 5:187ra72); Balazs et al.
(2012, Nature, 481:81-4); y Deal et al. (2014, PNAS USA, 111:12528-32). Una ventaja de este tratamiento es que el
huésped produce los anticuerpos en sus propias células, lo que significa que una Unica administracion tiene el
potencial de conferir una proteccion de por vida contra los agentes etioldgicos.

Ejemplo 10 - Vehiculos de administracién farmacoldgica

LUCENTIS® (ranibizumab) y AVASTIN® (bevacizumab) son ambos agentes anti-angiogénesis basados en los
mismos anticuerpos monoclonales de ratdon humanizados contra el factor de crecimiento endotelial vascular A
(VEGF-A). Aunque el bevacizumab es un anticuerpo completo y el ranibizumab es un fragmento (Fab), ambos
actian para tratar la degeneracion macular relacionada con la edad humeda a través del mismo mecanismo:
antagonizando el VEGF. Véanse, por ejemplo, Mao et al. (2011, Hum. Gene Ther., 22:1525-35); Xie et al. (2014,
Gynecol. Oncol., doi: 10.1016/j.ygyno.2014.07.105); y Watanabe et al. (2010, Gene Ther., 17:1042-51). Debido a
que ambas de estas moléculas son proteinas, pueden codificarse por el ADN y producirse en células transducidas
con vectores que contienen un transgén, y son lo suficientemente pequefias como para ser empaquetadas en
vectores de AAV.
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OTRAS FORMAS DE REALIZACION

Debe entenderse que, si bien los métodos y las composiciones de materia se han descrito en el presente documento
junto con varios aspectos diferentes, la descripcion anterior de los diversos aspectos pretende ilustrar y no limitar el
alcance de los métodos y composiciones de la materia. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del
alcance de las siguientes reivindicaciones.

Se divulgan métodos y composiciones que se pueden usar para, se pueden usar junto con, se pueden usar en la
preparacion para, o son productos de los métodos y composiciones que se divulgan. Estos y otros materiales se
divulgan en el presente documento, y se entiende que se describen combinaciones, subconjuntos, interacciones,
grupos, etc. de estos métodos y composiciones. Es decir, aunque la referencia especifica a cada una de las diversas
combinaciones y permutaciones individuales y colectivas de estas composiciones y métodos no se puede divulgar
explicitamente, cada una se contempla y se describe especificamente en el presente documento. Por ejemplo, si se
describe y se analiza una composicion particular de materia o un método particular y se analizan varias
composiciones o métodos, todas y cada una de las combinaciones y permutaciones de las composiciones y los
métodos se contemplan especificamente a menos que se indique especificamente de otro modo. Asimismo, también
se contempla especificamente y se divulga cualquier subconjunto o combinacién de estas.

APENDICE A

SEQ ID NO:1: Polipéptido Anc80
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA

AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPAX1KRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMX2AGGG
APMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGX3STNDNTYFGYS
TPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKX4LNFKLFENIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVETD
SEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFXSFSYT
FEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRX6LQFSQAGPS SMANQAKNWLPGPCY
RQORVSKTX7NQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNV
DLDNVMITX8EEEIKTTNPVATEXSYGTVATNLQSX1O0NTAPATGTVNSQGALPGMVWQX11RDVYLQGP
IWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNT PVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWEL
QKENSKRWNPEIQYTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

X1 =K/R; X2 = A/S; X3 = A/IG; X4 = R/K; X5 = E/Q; X6 = T/E; X7 = A/T; X8 = S/N; X9 = Q/E; X10 = S/A; X11
=N/D

SEQ ID NO:2: ADN Anc80
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACTTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAARAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGACGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCARAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGC
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGCGGGTTCTCGAACCTCTCGGTCTGGTTGAGGAAGGCGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAGAGACCGGTAGAGCAATCACCCCAGGAACCAGACTCCTCTTCGGGCATCGGCAAGAAAGGCC
AGCAGCCCGCGXXX1AAGAGACTCAACTTTGGGCAGACAGGCGACTCAGAGTCAGTGCCCGACCCTCAAC
CACTCGGAGAACCCCCCGCAGCCCCCTCTGGTGTGGGATCTAATACAATGXXX2GCAGGCGGTGGCGCTC
CAATGGCAGACAATAACGAAGGCGCCGACGGAGTGGGTAACGCCTCAGGAAATTGGCATTGCGATTCCAC
ATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTCCCCACCTACAACAACCACCTC
TACAAGCAAATCTCCAGCCAATCGGGAXXX3AGCACCAACGACAACACCTACTTCGGCTACAGCACCCCC
TGGGGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATCAACA
ACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGXXX4CTCAACTTCAAGCTCTTCAACATCCAGGTCAAGGAGGTCACGA
CGAATGATGGCACCACGACCATCGCCAATAACCTTACCAGCACGGTTCAGGTCTTTACGGACTCGGAATA
CCAGCTCCCGTACGTCCTCGGCTCTGCGCACCAGGGCTGCCTGCCTCCGTTCCCGGCGGACGTCTTCATG
ATTCCTCAGTACGGGTACCTGACTCTGAACAATGGCAGTCAGGCCGTGGGCCGTTCCTCCTTCTACTGCC
TGGAGTACTTTCCTTCTCAAATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTXXXSTTCAGCTACACGTTTGAGGACG
TGCCTTTTCACAGCAGCTACGCGCACAGCCAAAGCCTGGACCGGCTGATGAACCCCCTCATCGACCAGTA
CCTGTACTACCTGTCTCGGACTCAGACCACGAGTGGTACCGCAGGAAATCGGXXX6TTGCAATTTTCTCA
GGCCGGGCCTAGTAGCATGGCGAATCAGGCCAARAAACTGGCTACCCGGGCCCTGCTACCGGCAGCAACGC
GTCTCCAAGACAXXX7AATCAARATAACAACAGCAACTTTGCCTGGACCGGTGCCACCAAGTATCATCTG
AATGGCAGAGACTCTCTGGTAARATCCCGGTCCCGCTATGGCAACCCACAAGGACGACGAAGACAAATTTT
TTCCGATGAGCGGAGTCTTAATATTTGGGAAACAGGGAGCTGGARATAGCAACGTGGACCTTGACAACGT
TATGATAACCXXX8GAGGAAGAAATTAAAACCACCAACCCAGTGGCCACAGAAXXXITACGGCACGGTGG
CCACTAACCTGCAATCGXXX10AACACCGCTCCTGCTACAGGGACCGTCAACAGTCAAGGAGCCTTACCT
GGCATGGTCTGGCAGXXX11CGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCTATCTGGGCCAAGATTCCTCACACGGA
CGGACACTTTCATCCCTCGCCGCTGATGGGAGGCTTTGGACTGAAACACCCGCCTCCTCAGATCCTGATT
AAGAATACACCTGTTCCCGCGAATCCTCCAACTACCTTCAGTCCAGCTAAGTTTGCGTCGTTCATCACGC
AGTACAGCACCGGACAGGTCAGCGTGGAAATTGAATGGGAGCTGCAGAAAGAAAACAGCAAACGCTGGAA
CCCAGAGATTCAATACACTTCCAACTACAACAAATCTACAAATGTGGACTTTGCTGTTGACACAAATGGC
GTTTATTCTGAGCCTCGCCCCATCGGCACCCGTTACCTCACCCGTAATCTG
XXX1 = AAG/AAA; XXX2 = GCA/AGC; XXX3 = GCA/GGC; XXX4 = AGA/AAG; XXX5 = GAG/CAG; XXX6
ACG/GAG; XXX7 = GCG/ACC; XXX8 = AGT/AAC; XXX9 = CAG/GAG; XXX10 = TCA/GCC; XXX11
AAC/GAC
SEQ ID NO:3: Polipéptido Anc81
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSX1GIGKKGQQPAX2KRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMAAGGG
APMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISX3X4QSGGSTNDNTYFG
YSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKXS5LNFKLFNIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVF
TDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFX6FS
YTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTAGNX 7X8LQFSQAGPSSMANQAKNWLPG
PCYRQQRVSKTTNQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEDRFFPSSGVLIFGKQGAGNX
9NVDX10X11INVMITX12EEEIKTTNPVATEEYGX13VATNLQSX14NTAPQTGTVNSQGALPGMVWQNR
DVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFX15PAKFASFITQYSTGQ
VSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSTNVDFAVDTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL
X1=T/S; X2=K/R; X3=N/S; X4=S/H; X5=R/K; X6=E/Q; X7=R/Q; X8=T/E; X9=D/S; X10=L/Y; X11=D/S;
X12=S/N; X13=V/l; X14=A/S; X15=S/T
SEQ ID NO:4: ADN Anc81
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACTTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGACGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGC
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGCGGGTTCTCGAACCTCTCGGTCTGGTTGAGGAAGGCGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAGAGACCGGTAGAGCAATCACCCCAGGAACCAGACTCCTCTXXX1GGCATCGGCAAGAAAGGC
CAGCAGCCCGCGXXX2AAGAGACTCAACTTTGGGCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTGCCCGACCCTCAA
CCACTCGGAGAACCCCCCGCAGCCCCCTCTGGTGTGGGATCTAATACAATGGCTGCAGGCGGTGGCGCTC
CAATGGCAGACAATAACGAAGGCGCCGACGGAGTGGGTAATGCCTCAGGAAATTGGCATTGCGATTCCAC
ATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTCCCCACCTACAACAACCACCTC
TACAAGCAAATCTCCXXX3XXX4CAATCGGGAGGAAGCACCAACGACAACACCTACTTCGGCTACAGCAC
CCCCTGGGGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATC
AACAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGXXX5CTCAACTTCAAGCTCTTCAACATCCAGGTCAAGGAGGTC
ACGACGAATGATGGCACCACGACCATCGCCAATAACCTTACCAGCACGGTTCAGGTCTTTACGGACTCGG
AATACCAGCTCCCGTACGTCCTCGGCTCTGCGCACCAGGGCTGCCTGCCTCCGTTCCCGGCGGACGTCTT
CATGATTCCTCAGTACGGGTACCTGACTCTGAACAATGGCAGTCAGGCCGTGGGCCGTTCCTCCTTCTAC
TGCCTGGAGTACTTTCCTTCTCAAATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTXXX6TTCAGCTACACGTTTGAG
GACGTGCCTTTTCACAGCAGCTACGCGCACAGCCAAAGCCTGGACCGGCTGATGAACCCCCTCATCGACC
AGTACCTGTACTACCTGTCTCGGACTCAGACCACGGGAGGTACCGCAGGAAATXXX TXXX8TTGCAATTT
TCTCAGGCCGGGCCTAGTAGCATGGCGAATCAGGCCAAAAACTGGCTACCCGGGCCCTGCTACCGGCAGC
AACGCGTCTCCAAGACAACGAATCAAAATAACAACAGCAACTTTGCCTGGACCGGTGCCACCAAGTATCA
TCTGAATGGCAGAGACTCTCTGGTAAATCCCGGTGTCGCTATGGCAACCCACAAGGACGACGAAGACCGA
TTTTTTCCGTCCAGCGGAGTCTTAATATTTGGGAAACAGGGAGCTGGAAATXXX SAACGTGGACKXX 10X
XX11AACGTTATGATAACCXXX12GAGGAAGAAATTAAAACCACCAACCCAGTGGCCACAGAAGAGTACG
GCXXX13GTGGCCACTAACCTGCAATCGXXX14AACACCGCTCCTCAAACAGGGACCGTCAACAGTCAAG
GAGCCTTACCTGGCATGGTCTGGCAGAACCGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCTATCTGGGCCAAGATTCC
TCACACGGACGGAAACTTTCATCCCTCGCCGCTGATGGGAGGCTTTGGACTGAAACACCCGCCTCCTCAG
ATCCTGATTAAGAATACACCTGTTCCCGCGAATCCTCCAACTACCTTCXXX15CCAGCTAAGTTTGCGTC
GTTCATCACGCAGTACAGCACCGGACAGGTCAGCGTGGAAATTGAATGGGAGCTGCAGARAAGAAAACAGC

ARACGCTGGAACCCAGAGATTCAATACACTTCCAACTACAACAAATCTACAAATGTGGACTTTGCTGTTG

ACACAGAAGGCGTTTATTCTGAGCCTCGCCCCATCGGCACCCGTTACCTCACCCGTAATCTG

XXX1 = ACG/AGC; XXX2 = AAA/AAG; XXX3 = AAC/AGT; XXX4 = AGC/CAC; XXX5 = AGA/AAG; XXX6

GAG/CAG; XXX7 = CGG/CAG; XXX8 = ACG/GAG; XXX9 = GAC/AGC; XXX10 = CTT/TAC; XXX11

GAC/AGC; XXX12 = AGT/AAC; XXX13 = GTG/ATC; XXX14 = GCA/AGC; XXX15 = AGT/ACC

SEQ ID NO:5: Polipéptido Anc82
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLE PLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQREPDSSX1GIGKKGQQPAX2KRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMAAGG
GAPMADNNEGADGVGNS SGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGY
STPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTTNEGTKTIANNLTSTVQVFTD
SEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYTF
EDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTAGTQTLQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQ
QRVSTTTNQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEDRFFPSSGVLIFGKQGAGNDNVDYS
NVMITX3EEEIKTTNPVATEEYGVVATNLQSANTAPQTGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHT
DGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQAKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRW
NPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL

X1=T/S; X2=K/R; X3=S/N
SEQ ID NO:6: ADN Anc82
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACCTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGACGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCARAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ATCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGC
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGCGGGTTCTCGAACCTCTCGGTCTGGTTGAGGAAGGCGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAGAGACCGGTAGAGCAGTCACCACAGCGTGAGCCCGACTCCTCCXXX1GGCATCGGCAAGARAA
GGCCAGCAGCCCGCCXXX2AAGAGACTCAATTTCGGTCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTCCCCGACCCT
CAACCTCTCGGAGAACCTCCAGCAGCGCCCTCTGGTGTGGGATCTAATACAATGGCTGCAGGCGGTGGCG
CACCAATGGCAGACAATAACGAAGGTGCCGACGGAGTGGGTAATTCCTCGGGAAATTGGCATTGCGATTC
CACATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAACCAC
CTCTACAAGCAAATCTCCAACGGGACCTCGGGAGGCAGCACCAACGACAACACCTACTTTGGCTACAGCA
CCCCCTGGGGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCAT
CAACAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGAGACTCAACTTCAAGCTCTTCAACATCCAGGTCAAAGAGGTC
ACGACGAATGAAGGCACCAAGACCATCGCCAATAACCTCACCAGCACCGTCCAGGTGTTTACGGACTCGG
AATACCAGCTGCCGTACGTCCTCGGCTCTGCCCACCAGGGCTGCCTGCCTCCGTTCCCGGCGGACGTCTT
CATGATTCCTCAGTACGGCTACCTGACTCTCAACAACGGTAGTCAGGCCGTGGGACGTTCCTCCTTCTAC
- TGCCTGGAGTACTTCCCCTCTCAGATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTCAATTCAGCTACACTTTCGAGG
ACGTGCCTTTCCACAGCAGCTACGCGCACAGCCAGAGTTTGGACAGGCTGATGAATCCTCTCATCGACCA
GTACCTGTACTACCTGTCAAGAACCCAGACTACGGGAGGCACAGCGGGAACCCAGACGTTGCAGTTTTCT
CAGGCCGGGCCTAGCAGCATGGCGAATCAGGCCARARAACTGGCTGCCTGGACCCTGCTACAGACAGCAGC
GCGTCTCCACGACAACGAATCAAAACAACAACAGCAACTTTGCCTGGACTGGTGCCACCAAGTATCATCT
GAACGGCAGAGACTCTCTGGTGAATCCGGGCGTCGCCATGGCAACCCACAAGGACGACGAGGACCGCTTC
TTCCCATCCAGCGGCGTCCTCATATTTGGCAAGCAGGGAGCTGGAAATGACAACGTGGACTATAGCAACG
TGATGATAACCKXXX3GAGGAAGAAATCAAGACCACCAACCCCGTGGCCACAGAAGAGTATGGCGTGGTGG
CTACTAACCTACAGTCGGCAAACACCGCTCCTCAAACGGGGACCGTCAACAGCCAGGGAGCCTTACCTGG
CATGGTCTGGCAGAACCGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCTATTTGGGCCAAGATTCCTCACACAGATGGC
AACTTTCACCCGTCTCCTTTAATGGGCGGCTTTGGACTTAAACATCCGCCTCCTCAGATCCTCATCAAAA

ACACTCCTGTTCCTGCGGATCCTCCAACAACGTTCAACCAGGCCAAGCTGAATTCTTTCATCACGCAGTA
CAGCACCGGACAAGTCAGCGTGGAGATCGAGTGGGAGCTGCAGAAGGAGAACAGCAAGCGCTGGARACCCA
GAGATTCAGTATACTTCCAACTACTACAAATCTACAAATGTGGACTTTGCTGTTAATACTGAGGGTGTTT
ACTCTGAGCCTCGCCCCATTGGCACTCGTTACCTCACCCGTAATCTG
XXX1 = ACG/AGC; XXX2 = AAA/AGA; XXX~3 = AGC/AAC
SEQ ID NO:7: Polipéptido Anc83
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQREPDSSX1GIGKKGQQPAX2KRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMAAGG
GAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGY
STPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLX3FKLFNIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFET
DSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFX4FSY
TFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTAGTQTLQFSQAGPSX5MANQAKNWLPGPC
YRQQRVSTTTSQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEX 7TRFFPSSGX7LI FGKQGAGKD
NVDYSNVMLTSEEEIKTTNPVATEEYGVVADNLQQONTAPQX8GTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWA
KIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQAKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKE
NSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL
X1=T/S; X2=R/K; X3=N/S; X4=Q/E; X5=N/T/S; X6=D/E; X7=1/V; X8=I/V
SEQ ID NO:8: ADN Anc83
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACCTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGACGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ATCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGC
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGCGGGTTCTCGAACCTCTCGGTCTGGTTGAGGAAGGCGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAGAGACCGGTAGAGCAGTCACCACAGCGTGAGCCCGACTCCTCCXXX1GGCATCGGCAAGAAA
GGCCAGCAGCCCGCCXXX2AAGAGACTCAATTTCGGTCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTCCCCGACCCT
CAACCTCTCGGAGAACCTCCAGCAGCGCCCTCTGGTGTGGGATCTAATACAATGGCTGCAGGCGGTGGCG
CACCAATGGCAGACAATAACGAAGGTGCCGACGGAGTGGGTAGTTCCTCGGGAAATTGGCATTGCGATTC
CACATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAACCALC
CTCTACAAGCAAATCTCCAACGGGACCTCGGGAGGCAGCACCAACGACAACACCTACTTTGGCTACAGCA
CCCCCTGGGGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCAT
CAACAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGAGACTCXXX3TTCAAGCTCTTCAACATCCAGGTCARAGAGGT
CACGCAGAATGAAGGCACCAAGACCATCGCCAATAACCTCACCAGCACCATCCAGGTGTTTACGGACTCG
GAATACCAGCTGCCGTACGTCCTCGGCTCTGCCCACCAGGGCTGCCTGCCTCCGTTCCCGGCGGACGTCT
TCATGATTCCTCAGTACGGCTACCTGACTCTCAACAACGGTAGTCAGGCCGTGGGACGTTCCTCCTTCTA
CTGCCTGGAGTACTTCCCCTCTCAGATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTXXX4TTCAGCTACACTTTCGA
GGACGTGCCTTTCCACAGCAGCTACGCGCACAGCCAGAGTTTGGACAGGCTGATGAATCCTCTCATCGAC
CAGTACCTGTACTACCTGTCAAGAACCCAGACTACGGGAGGCACAGCGGGAACCCAGACGTTGCAGTTTT
CTCAGGCCGGGCCTAGCXXXSATGGCGAATCAGGCCAAAAACTGGCTGCCTGGACCCTGCTACAGACAGC
AGCGCGTCTCCACGACAACGTCGCAAAACAACAACAGCAACTTTGCCTGGACTGGTGCCACCAAGTATCA
TCTGAACGGCAGAGACTCTCTGGTGAATCCGGGCGTCGCCATGGCAACCCACAAGGACGACGAGXXX6CG
CTTCTTCCCATCCAGCGGCXXX7CTCATATTTGGCAAGCAGGGAGCTGGARAAGACAACGTGGACTATAG
CAACGTGATGCTAACCAGCGAGGAAGAAATCAAGACCACCAACCCCGTGGCCACAGAAGAGTATGGCGTG
GTGGCTGATAACCTACAGCAGCARAACACCGCTCCTCAAXXXB8GGGACCGTCAACAGCCAGGGAGCCTTA
CCTGGCATGGTCTGGCAGAACCGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCTATTTGGGCCAAGATTCCTCACACAG
ATGGCAACTTTCACCCGTCTCCTTTAATGGGCGGCTTTGGACTTAARACATCCGCCTCCTCAGATCCTCAT
CAAAAACACTCCTGTTCCTGCGGATCCTCCAACAACGTTCAACCAGGCCAAGCTGAATTCTTTCATCACG

CAGTACAGCACCGGACAAGTCAGCGTGGAGATCGAGTGGGAGCTGCAGAAGGAGAACAGCAAGCGCTGGA
ACCCAGAGATTCAGTATACTTCCAACTACTACAAATCTACAAATGTGGACTTTGCTGTTAATACTGAGGG
TGTTTACTCTGAGCCTCGCCCCATTGGCACTCGTTACCTCACCCGTAATCTG

XXX1 = ACG/AGC; XXX2 = AGA/AAG; XXX3 = AAC/AGC; XXX4 = CAA/GAA; XXX-5 = AAC/ACC/AGC;
XXX76 = GAC/GAG; XXX7 = ATC/GTC; XXX8 = ATA/GTA

SEQ ID NO:9: Polipéptido Anc84
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPAX1KRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSGTMAAGGG
APMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYS
TPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLX2 FKLENIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVETD
SEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTF
EDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPSNMSAQAKNWLPGPCYRQ
QRVSTTLSQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEX3RFFPSSGX4LMFGKQGAGKDNVD
YSNVMLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQQQONTAPIVGAVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPH
TDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQAKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKR
WNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL

X1=R/K; X2=N/S; X3=D/E; X4=I/V

SEQ ID NO:10: ADN Anc84
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACCTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGACGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCARAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ATCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGC
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGCGGGTTCTCGAACCTCTCGGTCTGGTTGAGGAAGGCGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAGAGACCGGTAGAGCCGTCACCACAGCGTTCCCCCGACTCCTCCACGGGCATCGGCAAGARAAG
GCCAGCAGCCCGCCXXX1AAGAGACTCAATTTCGGTCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTCCCCGACCCTC
AACCTATCGGAGAACCTCCAGCAGCGCCCTCTGGTGTGGGATCTGGTACAATGGCTGCAGGCGGTGGCGC
ACCAATGGCAGACAATAACGAAGGTGCCGACGGAGTGGGTAGTTCCTCGGGAAATTGGCATTGCGATTCC
ACATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAACCACC
TCTACAAGCAAATCTCCAACGGGACCTCGGGAGGCAGCACCAACGACAACACCTACTTTGGCTACAGCAC
CCCCTGGGGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATC
AACAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGAGACTCXXX2TTCAAGCTCTTCAACATCCAGGTCAAAGAGGTC
ACGCAGAATGAAGGCACCAAGACCATCGCCAATAACCTCACCAGCACCATCCAGGTGTTTACGGACTCGG
AATACCAGCTGCCGTACGTCCTCGGCTCTGCCCACCAGGGCTGCCTGCCTCCGTTCCCGGCGGACGTCTT
CATGATTCCTCAGTACGGCTACCTGACTCTCAACAACGGTAGTCAGGCCGTGGGACGTTCCTCCTTCTAC
TGCCTGGAGTACTTCCCCTCTCAGATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTGAGTTCAGCTACACTTTCGAGG
ACGTGCCTTTCCACAGCAGCTACGCGCACAGCCAGAGTTTGGACAGGCTGATGAATCCTCTCATCGACCA
GTACCTGTACTACCTGTCAAGAACCCAGTCTACGGGAGGCACAGCGGGAACCCAGCAGTTGCTGTTTTCT
CAGGCCGGGCCTAGCAACATGTCGGCTCAGGCCARAAACTGGCTGCCTGGACCCTGCTACAGACAGCAGC
GCGTCTCCACGACACTGTCGCARAACAACAACAGCAACTTTGCCTGGACTGGTGCCACCAAGTATCATCT
GAACGGCAGAGACTCTCTGGTGAATCCGGGCGTCGCCATGGCAACCCACAAGGACGACGAGXXX3CGCTT
CTTCCCATCCAGCGGCXXX4CTCATGTTTGGCAAGCAGGGAGCTGGARAAGACAACGTGGACTATAGCAA
CGTGATGCTAACCAGCGAGGAAGAAATCAAGACCACCAACCCCGTGGCCACAGAACAGTATGGCGTGGTG
GCTGATAACCTACAGCAGCAAAACACCGCTCCTATTGTGGGGGCCGTCAACAGCCAGGGAGCCTTACCTG
GCATGGTCTGGCAGAACCGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCTATTTGGGCCAAGATTCCTCACACAGATGG
CAACTTTCACCCGTCTCCTTTAATGGGCGGCTTTGGACTTAAACATCCGCCTCCTCAGATCCTCATCARAA
AACACTCCTGTTCCTGCGGATCCTCCAACAACGTTCAACCAGGCCAAGCTGAATTCTTTCATCACGCAGT

ACAGCACCGGACAAGTCAGCGTGGAGATCGAGTGGGAGCTGCAGAAGGAGARACAGCAAGCGCTGGAACCC
AGAGATTCAGTATACTTCCAACTACTACAAATCTACAAATGTGGACTTTGCTGTTAATACTGAGGGTGTT
TACTCTGAGCCTCGCCCCATTGGCACTCGTTACCTCACCCGTAATCTG
XXX71 = AGA/AAA; XXX2 = AAC/AGC; XXX3 = GAC/GAG; XXX4 = ATC/GTC
SEQ ID NO:11: Polipéptido Anc94
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGA
PMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYST
PWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTQNEGTKT IANNLTSTIQVFTDSE
YQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTFED
VPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPX1NMSAQAKNWLPGPCYRQQ
RVSTTLSQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVLMFGKQGAGKDNVDYSS
VMLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQQONTAPIVGAVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDG
NFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNT PVPADPPTTFSQAKLASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNP
EIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGTYSEPRPIGTRYLTRNL -
X1=S/N
SEQ ID NO:12: ADN Anc94
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACTTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGACGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTT TGGGGGCAACCTCGGGCGAGE
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGCGGGTTCTCGAACCTCTCGGTCTGGTTGAGGAAGGCGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAGAGACCGGTAGAGCCATCACCCCAGCGTTCTCCAGACTCCTCTACGGGCATCGGCAAGARAG
GCCAGCAGCCCGCGAAAAAGAGACTCAACTTTGGGCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTGCCCGACCCTCA
ACCAATCGGAGAACCCCCCGCAGGCCCCTCTGGTCTGGGATCTGGTACAATGGCTGCAGGCGGTGGCGCT
CCAATGGCAGACAATAACGAAGGCGCCGACGGAGTGGGTAGTTCCTCAGGAAATTGGCATTGCGATTCCA
CATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTCCCCACCTACAACAACCACCT
CTACAAGCAAATCTCCAACGGGACTTCGGGAGGAAGCACCAACGACAACACCTACTTCGGCTACAGCACC
CCCTGGGGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATCA
ACAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGAGACTCAACTTCAAGCTCTTCAACATCCAGGTCAAGGAGGTCAC
GCAGAATGAAGGCACCAAGACCATCGCCAATAACCTTACCAGCACGATTCAGGTCTTTACGGACTCGGAA
TACCAGCTCCCGTACGTCCTCGGCTCTGCGCACCAGGGCTGCCTGCCTCCGTTCCCGGCGGACGTCTTCA
TGATTCCTCAGTACGGGTACCTGACTCTGAACAATGGCAGTCAGGCCGTGGGCCGTTCCTCCTTCTACTG
CCTGGAGTACTTTCCTTCTCAAATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTGAGT TCAGCTACACGTTTGAGGAC
GTGCCTTTTCACAGCAGCTACGCGCACAGCCARAGCCTGGACCGGCTGATGAACCCCCTCATCGACCAGT
ACCTGTACTACCTGTCTCGGACTCAGTCCACGGGAGGTACCGCAGGAACTCAGCAGTTGCTATTTTCTCA
GGCCGGGCCTXXXAACATGTCGGCTCAGGCCAAAAACTGGCTACCCGGGCCCTGCTACCGGCAGCAACGC
GTCTCCACGACACTGTCGCAAAATAACAACAGCAACTTTGCCTGGACCGGTGCCACCAAGTATCATCTGA
ATGGCAGAGACTCTCTGGTAAATCCCGGTGTCGCTATGGCAACCCACAAGGACGACGAAGAGCGATTTTT
TCCGTCCAGCGGAGTCTTAATGTTTGGGAAACAGGGAGCTGGAAARAGACAACGTGGACTATAGCAGCGTT
ATGCTAACCAGTGAGGAAGAAATTAAAACCACCAACCCAGTGGCCACAGAACAGTACGGCGTGGTGGCCG
ATAACCTGCAACAGCAAAACACCGCTCCTATTGTAGGGGCCGTCAACAGTCAAGGAGCCTTACCTGGCAT
GGTCTGGCAGAACCGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCTATCTGGGCCAAGATTCCTCACACGGACGGAAAC
TTTCATCCCTCGCCGCTGATGGGAGGCTTTGGACTGAAACACCCGCCTCCTCAGATCCTGATTAAGAATA
CACCTGTTCCCGCGGATCCTCCAACTACCTTCAGTCAAGCTAAGCTGGCGTCGTTCATCACGCAGTACAG
CACCGGACAGGTCAGCGTGGAAATTGAATGGGAGCTGCAGAAAGAAAACAGCAAACGCTGGAACCCAGAG

ATTCAATACACTTCCAACTACTACAAATCTACAAATGTGGACTTTGCTGTTAACACAGAAGGCACTTATT
CTGAGCCTCGCCCCATCGGCACCCGTTACCTCACCCGTAATCTG

XXX1 = AGT/AAT

SEQ ID NO:13: Polipéptido Anc113
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA

AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDT SFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEX1SPQRSPDSSTGIGKKGQQPAX2KRLNFGOTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSGTMAAGG
GAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSAGSTNDNTYFGYS
TPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLX3FKLFNIQVKEVTTNDGVTTIANNLTSTVQVFEFSD
SEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQSVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTF
EDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLARTQSTTGGTAGNRELQFX4QAGPSTMAEQAKNWLPGPCY
ROQRVSKTLDQNNNSNFAWTGATKYHLNGRNSLVNPGVAMATHKDDEDRFFPSSGVLIFGKTGAANKTTL
ENVLMTXSEEEIKTTNPVATEEYGX6VSSNLQSX7NTAPQTQTVNSQGALPGMVWONRDVYLQGPIWAKI
PHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPEVFTPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENS
KRWNPEIQYTSNYDKSTNVDFAVDSEGVYSEPRPIGTRYLTRNL

X71=P/Q; X2=K/R; X73=R/N; X4=Y/H; X°5=N/S; X-6=V/I; X°7=A/S

SEQ ID NO:14: ADN Anc113
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACCTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGACGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCATTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGC
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGCGGGTTCTCGAACCTCTCGGTCTGGTTGAGGAAGGCGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAGAGACCGGTAGAGXXX1TCACCTCAGCGTTCCCCCGACTCCTCCACGGGCATCGGCAAGAAA
GGCCAGCAGCCCGCCXXX2AAGAGACTCAATTTCGGTCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTCCCCGACCCT
CAACCTCTCGGAGAACCTCCAGCAGCGCCCTCTGGTGTGGGATCTGGTACAATGGCTGCAGGCGGTGGCG
CACCAATGGCAGACAATAACGAAGGTGCCGACGGAGTGGGTAATGCCTCAGGAAATTGGCATTGCGATTC
CACATGGCTGGGCGACAGAGTCATTACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAACCAC
CTCTACAAGCAAATCTCCAGTCAAAGTGCAGGTAGTACCAACGACAACACCTACTTCGGCTACAGCACCC
CCTGGGGGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATCAA
CAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGAAGCTGXXX3TTCAAGCTCTTCAACATCCAGGTCAAGGAGGTCAC
GACGAATGACGGCGTTACGACCATCGCTAATAACCTTACCAGCACGGTTCAGGTATTCTCGGACTCGGAA
TACCAGCTGCCGTACGTCCTCGGCTCTGCGCACCAGGGCTGCCTGCCTCCGTTCCCGGCGGACGTCTTCA
TGATTCCTCAGTACGGCTACCTGACTCTCAACAATGGCAGTCAGTCTGTGGGACGTTCCTCCTTCTACTG
CCTGGAGTACTTCCCCTCTCAGATGCTGAGAACGGGCAACAACTTTGAGTTCAGCTACACCTTCGAGGAC
GTGCCTTTCCACAGCAGCTACGCACACAGCCAGAGCCTGGACCGGCTGATGAATCCCCTCATCGACCAGT
ACTTGTACTACCTGGCCAGAACACAGAGTACCACAGGAGGCACAGCTGGCAATCGGGAACTGCAGTTTXX
X4CAGGCCGGGCCTTCAACTATGGCCGAACAAGCCAAGAATTGGTTACCTGGACCTTGCTACCGGCAACA
AAGAGTCTCCAAAACGCTGGATCAAAACAACAACAGCAACTTTGCTTGGACTGGTGCCACCAAATATCAC
CTGAACGGCAGAAACTCGTTGGTTAATCCCGGCGTCGCCATGGCAACTCACAAGGACGACGAGGACCGCT
TTTTCCCATCCAGCGGAGTCCTGATTTTTGGAAAAACTGGAGCAGCTAACAAAACTACATTGGAAAATGT
GTTAATGACAXXX5GAAGAAGAAATTAAAACTACTAATCCTGTAGCCACGGAAGAATACGGGXXX6GTCA
GCAGCAACTTACAATCGXXX7AATACTGCACCCCAGACACAAACTGTCAACAGCCAGGGAGCCTTACCTG
GCATGGTCTGGCAGAACCGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCCATCTGGGCCAAGATTCCTCACACGGATGG
CAACTTTCACCCGTCTCCTTTGATGGGCGGCTTTGGACTTAAACATCCGCCTCCTCAGATCCTGATCAAG
AACACTCCCGTTCCCGCTAATCCTCCGGAGGTGTTTACTCCTGCCAAGTTTGCTTCGTTCATCACACAGT
ACAGCACCGGACAAGTCAGCGTGGAAATCGAGTGGGAGCTGCAGAAGGAARRACAGCAAGCGCTGGAACCC

GGAGATTCAGTACACCTCCAACTATGATAAGTCGACTAATGTGGACTTTGCCGTTGACAGCGAGGGTGTT
TACTCTGAGCCTCGCCCTATTGGCACTCGTTACCTCACCCGTAATCTG

XXX1 = CCG/CAG; XXX2 = AAA/AGA; XXX3 = CGG/AAC; XXX4 = TAC/CAC; XXX5 = AAT/AGT; XXX6 =
GTA/ATA; XXX7 = GCT/TCT

SEQ ID NO:15: Polipéptido Anc126
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA

AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKX1GQQPAX2KRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMASGGG
APMADNNEGADGVGNX3SGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYST
PWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKX4LNFKLFNIQVKEVTTNDGTTT IANNLTSTVQVFTDS
EYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFXS5FSYTF
EDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLX6RTQTTSGTAQNRELX7FSQAGPSSMX8NQAKNWLPGPC
YRQQRVSKTANDNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGASNV
DLDNVMITDEEEIKTTNPVATEQYGTVATNLQSSNTAPATGTVNSQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIP
HTDGHFHPS PLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSK
RWNPEIQYTSNYNKSXONVDETVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

X1=8/T; X2=K/R; X3=A/S; X4=R/K; X5=T/Q; X6=S/N; X7=Q/L; X8=A/S; X9=A/T

SEQ ID NO:16: ADN Anc126
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ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTGGTGGG
ACTTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACGACGGCCGGGGTCTGGTGCT
TCCTGGCTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGACAAGGGGGAGCCCGTCAACGCGGCGGATGCA
GCGGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCAAAGCGGGTGACAATCCGTACCTGCGGTATA
ACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGGCGAGC
AGTCTTCCAGGCCAAGAAGAGGGTTCTCGAACCTCTTGGTCTGGTTGAGGAAGGTGCTAAGACGGCTCCT
GGAAAGAAACGTCCGGTAGAGCAGTCGCCACAAGAGCCAGACTCCTCCTCGGGCATTGGCAAGXXX1GGC
CAGCAGCCCGCTXXX2AAGAGACTCAATTTTGGTCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTCCCCGACCCACAA
CCTCTCGGAGAACCTCCAGCAGCCCCCTCTGGTGTGGGATCTAATACAATGGCTTCAGGCGGTGGCGCAC
CAATGGCAGACAATAACGAAGGCGCCGACGGAGTGGGTAATXXX3TCAGGAAATTGGCATTGCGATTCCA
CATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGAACATGGGCCTTGCCCACCTATAACAACCACCT
CTACAAGCAARATCTCCAGTCAATCAGGGGCCAGCAACGACAACCACTACTTCGGCTACAGCACCCCCTGG
GGGTATTTTGATTTCAACAGATTCCACTGCCATTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATCAACAACA
ATTGGGGATTCCGGCCCAAGXXX4CTCAACTTCAAGCTCTTCAACATCCAAGTCAAGGAGGTCACGACGA
ATGATGGCACCACGACCATCGCTAATAACCTTACCAGCACGGTTCAAGTCTTCACGGACTCGGAGTACCA
GTTGCCGTACGTCCTCGGCTCTGCGCACCAGGGCTGCCTCCCTCCGTTCCCGGCGGACGTGTTCATGATT
CCGCAGTACGGCTACCTAACGCTCAACAATGGCAGCCAGGCAGTGGGACGGTCATCCTTTTACTGCCTGG
AATATTTCCCATCGCAGATGCTGAGAACGGGCAATAACTTTXXX5TTCAGCTACACCTTCGAGGACGTGC
CTTTCCACAGCAGCTACGCGCACAGCCAGAGCCTGGACCGGCTGATGAATCCTCTCATCGACCAGTACCT
GTATTACCTGXXX 6AGAACTCAGACTACGTCCGGAACTGCCCAARACAGGGAGTTGXXX7TTTAGCCAGG
CGGGTCCATCTAGCATGXXXB8AATCAGGCCAAAAACTGGCTACCTGGACCCTGTTACCGGCAGCAGCGCG
TTTCTAAAACAGCAAATGACAACAACAACAGCAACTTTGCCTGGACTGGTGCTACAAARATATCACCTTAA
TGGGCGTGATTCTTTAGTCAACCCTGGCCCTGCTATGGCCTCACACAAAGACGACGAAGACAAGTTCTTT
CCCATGAGCGGTGTCTTGATTTTTGGAAAGCAGGGCGCCGGAGCTTCAAACGTTGATTTGGACAATGTCA
TGATCACAGACGAAGAGGAAATCAAAACCACTAACCCCGTGGCCACCGAACAATATGGGACTGTGGCAAC
CAATCTCCAGAGCAGCAACACAGCCCCTGCGACCGGAACTGTGAATTCTCAGGGAGCCTTACCTGGAATG
GTGTGGCAAGACAGAGACGTATACCTGCAGGGTCCTATTTGGGCCAAAATTCCTCACACGGATGGACACT
TTCACCCGTCTCCTCTCATGGGCGGCTTTGGACTTAAGCACCCGCCTCCTCAGATCCTCATCAAAAACAC
GCCTGTTCCTGCGAATCCTCCGACAACGTTTTCGCCTGCAAAGTTTGCTTCATTCATCACCCAGTATTCC
ACAGGACAAGTGAGCGTGGAGATTGAATGGGAGCTGCAGAAAGAAAACAGCAAACGCTGGAATCCCGAAA

TACAGTATACATCTAACTATAATAAATCTXXXOAACGTTGATTTCACTGTGGACACCAATGGAGTTTATA
. GTGAGCCTCGCCCCATTGGCACCCGTTACCTCACCCGTAACCTG
XXX1 = TCA/ACA; XXX2 = AAA/AGA; XXX3 = GCC/TCC; XXX4 = AGA/AAA; XXX5 = ACC/CAG; XXX6 =
AGC/AAC; XXX7 = CAG/CTG; XXX8 = GCT/TCT; XXX9 = GCC/ACC

SEQ ID NO:17: Polipéptido Anc127
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPQPKANQQHQDDX1RGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNEAD

ARALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLE PLGLVEEAAKTA
PGKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKSGQQPAX2KRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMASGGG
APMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTP
WGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKX3LNFKLENIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSE
YOLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFX4FSYTFE
DVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLX5RTQTTSGTTQQSRLX6FSQAGPSSMX7QQAX8NWLPGPC
YRQQRVSKTANDNNNSNFAWTX9ATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPMHGX10LIFGKQGTGA
SNVDLDNVMITDEEEIRTTNPVATEQYGTVATNLQSSNTAPATGTVNSQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWA
KIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKE
NSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

X1=G/S; X2=R/K; X3=K/R; X4=T/Q; X5=S/R; X6=Q/L; X7=A/S; X8=K/R; X9=G/A; X10=V/N
SEQ ID NO:18: ADN Anc127
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ATGGCTGCTGACGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTTTCTGAAGGCATTCGTGAGTGGTGGG
ATCTGAAACCTGGAGCCCCTCAACCCAAAGCGAACCAACAACACCAGGACGACXXX1CGGGGTCTTGTGC
TTCCGGGTTACAAATACCTCGGACCCTTTAACGGACTCGACAAAGGAGAGCCGGTCAACGAGGCGGACGC
GGCAGCCCTCGAACACGACAAAGCTTACGACCAGCAGCTCAAGGCCGGTGACAACCCGTACCTCAAGTAC
AACCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTTCAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTTGGCAGAG
CAGTCTTCCAGGCCAAAAAGAGGGTCCTTGAGCCTCTTGGTCTGGTTGAGGAAGCAGCTAAAACGGCTCC
TGGAAAGAAGAGGCCTGTAGAACAGTCTCCTCAGGAACCGGACTCATCATCTGGTATTGGCAAATCGGGC
CAACAGCCTGCCXXX2AAAAGACTAAATTTCGGTCAGACTGGAGACTCAGAGTCAGTCCCAGACCCTCAA
CCTCTCGGAGAACCACCAGCAGCCCCCTCAGGTGTGGGATCTAATACAATGGCTTCAGGCGGTGGCGCAC
CAATGGCAGACAATAACGAGGGTGCCGATGGAGTGGGTAATTCCTCAGGAAATTGGCATTGCGATTCCAC
ATGGCTGGGCGACAGAGTCATCACCACCAGCACCAGAACCTGGGCCCTGCCCACTTACAACAACCATCTC
TACAAGCAAATCTCCAGCCAATCAGGAGCTTCAAACGACAACCACTACTTTGGCTACAGCACCCCTTGGG
GGTATTTTGACTTTAACAGATTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATTAACAACAA
CTGGGGATTCCGGCCCAAGXXX3CTCAACTTCAAGCTCTTCAACATCCAAGTTAAAGAGGTCACGCAGAA
CGATGGCACGACGACTATTGCCAATAACCTTACCAGCACGGTTCAAGTGTTTACGGACTCGGAGTATCAG
CTCCCGTACGTGCTCGGGTCGGCGCACCAAGGCTGTCTCCCGCCGTTTCCAGCGGACGTCTTCATGATCC
CTCAGTATGGATACCTCACCCTGAACAACGGAAGTCAAGCGGTGGGACGCTCATCCTTTTACTGCCTGGA -
GTACTTCCCTTCGCAGATGCTAAGGACTGGAAATAACTTCXXX4TTCAGCTATACCTTCGAGGATGTACC
TTTTCACAGCAGCTACGCTCACAGCCAGAGTTTGGATCGCTTGATGAATCCTCTTATTGATCAGTATCTG
TACTACCTGXXXSAGAACGCAAACAACCTCTGGAACAACCCAACAATCACGGCTGXXX6TTTAGCCAGGC
TGGGCCTTCGTCTATGXXX7CAGCAGGCCXXX8AATTGGCTACCTGGGCCCTGCTACCGGCAACAGAGAG
TTTCAAAGACTGCTAACGACAACAACAACAGTAACTTTGCTTGGACAXXX9GCCACCARATATCATCTCA
ATGGCCGCGACTCGCTGGTGAATCCAGGACCAGCTATGGCCAGTCACAAGGACGATGAAGAAARATTTTT
CCCTATGCACGGCXXX10CTAATATTTGGCAAACAAGGGACAGGGGCAAGTAACGTAGATTTAGATAATG
TAATGATTACGGATGAAGAAGAGATTCGTACCACCAATCCTGTGGCAACAGAGCAGTATGGAACTGTGGC
AACTAACTTGCAGAGCTCAAATACAGCTCCCGCGACTGGAACTGTCAATAGTCAGGGGGCCTTACCTGGC
ATGGTGTGGCAAGATCGTGACGTGTACCTTCAAGGACCTATCTGGGCAAAGATTCCTCACACGGATGGAC
ACTTTCATCCTTCTCCTCTGATGGGAGGCTTTGGACTGAAACATCCGCCTCCTCAAATCTTGATCAAAAA

TACTCCGGTACCGGCAAATCCTCCGACGACTTTCAGCCCGGCCAAGTTTGCTTCATTTATCACTCAGTAC
TCCACTGGACAGGTCAGCGTGGAAATTGAGTGGGAGCTACAGARAAGAAARACAGCARACGTTGGAATCCAG
AGATTCAGTACACTTCCAACTACAACAAGTCTGTTAATGTGGACTTTACTGTAGACACTAATGGTGTTTA
TAGTGAACCTCGCCCTATTGGAARCCCGGTATCTCACACGAAACTTG

XXX71 = GGT/AGT; XXX2 = AGA/AAA; XXX3 = AAA/AGA; XXX4 = ACA/CAG; XXX5 =-AGC/AGA; XXX6 =
CAA/CTC; XXX7 = GCT/TCT; XXX8 = AAA/AGA; XXX9 = GGG/GCG; XXX10 = GTT/GAC

SEQ ID NO:19: Polipéptido L0027
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA

AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMAAGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGGSTNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVETDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRTLQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTANQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TNEEEIKTTNPVATEQYGTVATNLQSANTAPATGTVNSQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKI PHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQ ID NO:20: Polipéptido L0059
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMASGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASTNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRELQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTTNQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TNEEEIKTTNPVATEEYGTVATNLQSANTAPATGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL
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SEQ ID NO:21: Polipéptido L0060

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQOKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMAAGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGGSTNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVEFTDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRELQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTTNQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TSEEEIKTTNPVATEEYGTVATNLQSSNTAPATGTVNSQGALPGMVWQERDVYLQGPIWAKIPHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQ ID NO:22: Polipéptido L0062

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVL.PGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP

GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMASGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGGSTNDNTYFGYSTPW.
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLNFKLENIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRELQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTTNQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TSEEEIKTTNPVATEEYGTVATNLQSANTAPATGTVNSQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQ ID NO:23: Polipéptido L0065

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMAAGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGGSTNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLNFKLFNIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRTLQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTTNQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TNEEEIKTTNPVATEEYGTVATNLQSANTAPATGTVNSQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKI PHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQ ID NO:24: Polipéptido L0033

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMAAGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGGSTNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLNFKLEFNIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRTLQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTANQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TSEEEIKTTNPVATEQYGTVATNLQSSNTAPATGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQ ID NO:25: Polipéptido L0036

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP
GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMASGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGGSTNDNTYFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLNFKLFNIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRTLQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTANQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TSEEEIKTTNPVATEEYGTVATNLQSSNTAPATGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL
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SEQ ID NO:26: Polipéptido L0044
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPFNGLDKGEPVNAADA
AALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAP

GKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGSNTMASGGGAP
MADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGGSTNDNTYEFGYSTPW
GYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLNFKLENIQVKEVTTNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQ
LPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYTFEDVP
FHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQTTSGTAGNRELQFSQAGPSSMANQAKNWLPGPCYRQQRVS
KTTNQNNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMATHKDDEDKFFPMSGVLIFGKQGAGNSNVDLDNVMI
TNEEEIKTTNPVATEQYGTVATNLQSANTAPATGTVNSQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKI PHTDGHFH
PSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPTTFSPAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQ
YTSNYNKSTNVDFAVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

SEQ ID NO:27: Polipéptido VP1 de AAVS8
SEQ ID NO:28: Polipéptido VP1 de AAV9
SEQ ID NO:29: Polipéptido VP1 de AAV6
SEQ ID NO:30: Polipéptido VP1 de AAV1
SEQ ID NO:31: Polipéptido VP1 de AAV2
SEQ ID NO:32: Polipéptido VP1 de AAV3
SEQ ID NO:33: Polipéptido VP1 de AAV3B

SEQ ID NO:34: Polipéptido VP1 de AAV7
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de capside de virus adenoasociado (AAV) que tiene una secuencia de aminoacidos que
consiste en la SEQ ID NO: 1.

2. El polipéptido de capside de AAV de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido de capside de AAV o
una particula virica que comprende el polipéptido de capside de AAV presenta una menor seroprevalencia que un
polipéptido de capside de AAV2 o una particula virica que comprende un polipéptido de capside de AAV2, y en el
que el polipéptido de capside de AAV o una particula virica que comprende el polipéptido de capside de AAV
presenta una seroprevalencia aproximadamente igual o inferior a la de un polipéptido de capside de AAV8 o una
particula virica que comprende un polipéptido de capside de AAVS8.

3. El polipéptido de capside de AAV de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido de capside de AAV o
una particula virica que comprende el polipéptido de capside de AAV se neutralizan en menor medida por suero
humano que un polipéptido de capside de AAV2 o una particula virica que comprende un polipéptido de capside de
AAV2, y en el que el polipéptido de capside de AAV o una particula virica que comprende el polipéptido de capside
de AAV se neutraliza en una menor medida o similar por suero humano, que un polipéptido de capside de AAV8 o
una particula virica que comprende un polipéptido de capside de AAVS.

4. El polipéptido de capside de AAV de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el
polipéptido de capside de AAV esta purificado.

5. El polipéptido de capside de AAV de la reivindicacion 1 codificado por una secuencia de acido nucleico
que consiste en la SEQ ID NO: 2.

6. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de capside de virus adenoasociado (AAV)
que tiene una secuencia de acido nucleico que consiste en la SEQ ID NO: 2.

7. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 6.
8. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 7.
9. Una particula de virus purificada que comprende el polipéptido de capside de AAV de una cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 5.
10. La particula de virus purificada de la reivindicaciéon 9, que comprende ademas un transgén.

11. Una particula virica de la reivindicacion 10 para su uso en un método de transferencia génica y/o
vacunacion con un transgén, comprendiendo el método

administrar la particula virica a un sujeto que necesita transferencia génica o vacunacion, en la que la particula virica
presenta menos seroprevalencia que una particula de virus AAV2.

12. La particula virica para el uso de la reivindicacion 11, en la que la particula virica presenta
aproximadamente la misma o menos seroprevalencia que una particula de virus AAV8, o en la que la particula virica
se neutraliza en menor medida por suero humano que una particula de virus AAV2, y en la que la particula del virus
AAV se neutraliza en menor medida o similar por suero humano que una particula de virus AAVS8.

13. Un antigeno diana unido operativamente al polipéptido de capside de AAV de la reivindicacién 1 para
su uso en un método de vacunacion de un sujeto, comprendiendo el método

administrar el antigeno diana unido operativamente al polipéptido de capside de AAV de la reivindicacion 1 a un
sujeto que necesita vacunacion, en el que el polipéptido de capside de AAV presenta menos seroprevalencia que un
polipéptido de capside de AAV2.

14. El antigeno diana unido operativamente al polipéptido de capside de AAV de la reivindicacion 1 para el
uso de la reivindicacion 13, en el que el polipéptido de capside de AAV presenta aproximadamente la misma o
menos seroprevalencia que un polipéptido de capside de AAVS.

15. El antigeno diana para el uso de la reivindicacion 13, en el que el polipéptido de capside de AAV se
neutraliza en menor medida por suero humano que un polipéptido de capside de AAV2, y en el que el polipéptido de

31
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capside de AAV se neutraliza en una menor medida o similar por suero humano que un polipéptido de capside
AAVS.
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FIG. 3 (Continuacién)
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