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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country : United States Of America
2. Ths public document has been signed by TERESA M DUNN

3. acbng in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. bears the seal/stamp TERESA M DUNN, NOTARY PUBLIC, PHILADELPHIA COUNTY, COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA
Certified

5. at Hamsburg, Pennsytvania 6. The 16th day of July, 2004

7. by Pedro A. Cortés, Secretary of the Commonwealth of Pennsylvania

8. Ne:200427732

9. Seal/Samp 10. Signature

@e_é..-a C\ Qb-..&e'.s

Pedro A. Cortés

--r---“a,q.'oﬂ--r- FM{(
ﬁta c.ama ‘colncide con ol aﬂnl
é que hlveala vizla,

cu..-'rm L] oﬂ: -..s P RIVEIRA
fARIO CUARCHUTA Y UNO *
h p X% T YDA ERL ST )

r-'h“‘
0



LoLUBAK - UKL ZA0UCIADUY

‘A b < ¢G: A DO s

Canera IEA No W - 26 O, WA < PI} Nex NHK, SsntalC de Tigut] Crlomis; § A
Teks (S21)6162050 - 6162061 « 1GIEST - 61GIBAY

Faz (571] 61613y
POWER OF ATTORNEY

DOCUMENTO DE PODER

The undersigned

acting on behalf of and representing

The Trustees of the University of Pennsylvania cl 12800 q Qk 2donie naO
a company orgamzed under the laws of ‘P’A. Unuted States ‘ﬁ rizi 2o E‘P} 200> UM 004._5, & ey A

donuciled 1in

3160 Chestnut Street, Philadelphia, Pennsylvania 19104 US

hercby appoint

JIMENA  ESCODAR-URIBE Y/O IGNACIO
ESCOBAR-URIBE yls JULIANA ESCOBAR-URIBE
domiciled in Dogota, Colombin

CARRERA 11 A No. 94-7G OF. 305-306

ns our truc and legal atiormncys wath the nccessary
powers' 1. 1o apply lo the admmisiative, judicwst and
police authonities of the Republic of Colomibia, m any
wnstance or appeal, for oblaining regisirafion of
patents, utibty models, industrini designs, commercial
cnugns and names, (rademarks, copynghis and
neighbounng nghts, plant vaneties, health licenses as
well as their asugniments, extenmons, rencwals,
changes of name and domicile; 2. 1o prepare, apply
for, obinin, exccute and regisler contrncts, hicensey,
authonzihons and vegutranons of any kind, 3. lo
mfervene as plainhifs or defendants, in any instance or
appeal, before any judge, court, tribunal, corparation,
public officer or authonty in any Judicial,
adnumisirative or police action, such ss' actions
dealng with commercial ensigns and names,
oppositions agunst trademark registrations; caducity
and nullity achions; recovery aclions, actions ansing
from oblmnment and working of hicense agreements,
aclions dealing wath unfair competshon; crimins!
achions; actions clmming indcminity for damages,
complumnts or remarks on afl sort of indusivinl
property malicrs; the performance of precautionary
measures, and in any other smilar achion, measure or
appeal relnled o industnal property malters,
copyniglits and ncighbounng nighis and oblentor of
plant vanche's nghis,

To thuy effect, we hercby authorize them to file
applications, make descriphions, amendments, protests,
decinrations, oppositions, cancellations, appeals and
claims; lo pay taxes, quoias and Licns as provided by
law; 1o waive or abandon granted nghts or nghts n
process of being granted, to receive all kind of
documents and securities; to iswe the respective
releases and, m genral, to tnke, before said nuthonties,
pertinent sicps to the abovementioned purposes and
take all measures they may deem adwvisable 1o protect
our wtercsts, with nll other neccasary legal fnculhes,
And we hereby declare as xood and valid whatever the
nltorneys should do 1o our benefit

Tins power compnses the auihonty to vatfy or
confirm on our behalfl any action, ns well as the faculty
of recaving, desisting, transacting, compronusing,
concihating, subshtiung and revoking substitubions,
taking notificahons and appowniing  jucicinl or
exirmpucucial attorneys.

Signed at Philadelphia, Pennsylvemia USA
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obrando a nombre y representacion de

31e0 Cheainat, Piiladal phis , Yreeyhanig

nombraa 19104 VS

JIMENA  ESCOBAR-URIBE Y70 IGNACIO
ESCOBAR-URIBE  y/a JULIANA ESCOBAR-URIRE
domicilindos cn Bogotd, Colombia

CARRERA 11 A No, 94-76 OF. 305-306

npodcerados verdaderas y legales con poder especiad,
amplio y suliciente: 1. para recabar de Ins oficysny y
auloniindes colombianny adminisirativas, judicinles y
de pahcia en cualquier snstancia o recurso, In
cblencién de patentes de invencién, modelos de
utilidnd, diseflos industnnles, registro de marcas,
regisiro de derechos de aulor y deicchos conexos,
regisiro de vanedades vegctales depésilo de nombres
comerciales y ensedas, regustros sanitarios, asf como
sus iraspasos, prirrogns, renovaciones, cambioy de
nombre y de domicihio; 2. elaborar, iramilar, solicitar,
oblener, realizar, ejccutar y regisirar coniralos,
licencins, sulcnizaciones y regisiros de cualesquiera
clase; 3. inferverur come demandante o como
demandads en cuslquicr instnncin y recurso, y anfe
cualqmer jucz, enbdnd, corporacién, funcionano
piblico o awntondad en  accioncy  judiciales,
adminsirativas y de policin, tales como Acciones
denvnddas del nombre o ensela  comerciales;
cbseravciones u oposicidn al regisiro de marcas;
Acciones  de  caducidnd  y nuhdad; accrones
rewvindicatonias; ncciones detivadas de la obtencion o
explotacién de licencins; acciones dec compelencin
deslenl; demandas pengles y cinles; acciones de
indemmizacion de perjwicios, reclamos u observaciones
A cualquer asunlo sobre propiednd industnal; el
ejercicio de medickas cautelares y cualesquiera ofras
Acciones, medidas o recursos sumlares relacionsdos
con la propiednd indusirinl, los derechos de autor y
derechos conexos y los derechos de oblentor de
vancdades vegelnles.

A este eleclo, los facaliamos pam elevar solicitudes,
formulnr  descripciones, cnnuendas,  protestas,
declaraciones, oposictones, cancelaciones, apelaciones
y reclamos;pagar impuesios, cuotas y gravimenes
prescritos por In ey, renunciar o desistir n derechos
concedidos o en curso de concesidn; recibar toda clase
de documentos y valores dando ¢l descargo respectivo,
¥, cn general, para dor anle dichas antondades 1odos
los pnsos necesarios al efeclo indicado y lomar tadas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo de
nuestros intereses, con todas Ina demds faculiades
necesanas y por cste documcnio desde shore
declaramos vilido y bueno lodo cuanto los apoderados
fucieren en nuesiro beneficio.

Este poder comprende In facullad de ranhicar o
confirmar ¢n nucsiro nombre lo nctuado, asf como Ia
fucultad de desishir, Irannigir, comprometer, conciliar,
sustuir y revocar sushifuciones, recibir nolificaciones
y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales.
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CERTIFICACION NOTARIAL
El abajo firmante Notario Piblico certifica que el dfa de de compareci
(cieron) ante m , quien (3) me consta que es (son) la (8) persona (s) que
firma (n) el mnstrumento que antecede en su calidad de de la compafiia
, Sociedad existente, debidamente constituida y que ejerce su objeto social de
conformidad con las leyes de , domiciliade en

Certifico, ademas, que dicha persona estd facultada para firmar €] documento que antecede en
nombre de 1a citada sociedad, y que los objetivos y finalidades para los que se otorga el mencionado
instrumento estin comprendidos dentro de los objetivos o actividades de la mencionada sociedad.

Notario Publico
NOTARIAL CERTIFICATION
1
The undersigned Notary Public certifies thaton June 28, 2004 before me personally

appeared Timothy J. Raynor , who signed the forgoing instrument as Director, Intellectual
Property of The Trustees of the University of Pennsylvania , a corporation existing, duly
organized and complying with its corporate purposes in conformity with the laws of the state of
Pennsylvania , whose home office is located at 3160 Chestnut Street, Philadelphia,
Pennsylvania 19104 USA . [ further certify that said individual 15 duly authorized to sign the
forgoing instrument in the name of said corporation and that the purposes for which said instrument
is granted are within the scope of the objects or activities of said corporation.

No ublic
COMMONWEA._. 1 OF PENNSYLVANIA
NOTARIAL SEAL

TERESA M DUNN, Notary Public

Cry of Phn-:lelphla Phila - - -
My Comimess0~.F - wes Augnst 12% ":",, '.,,mJ. fg
i“ 'l_'-'e tuve alavista: . . 4

Esta certificaclén notarial debe ser llenada en su totalidad y lﬁgsﬂum*por
This notarial certification must be filled in completely and bé legl{incl By
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BOGOTAD C AGOSTO 03, 2004

TRADUCCION OFICIAL LEGALIZACIONES, EN PODER POR
TIMOTHY J. RAYNOR, DIRECTOR, PROPIEDAD INTELECTUAL DE LOS DEPOSITARIOS DE
LA UNIVERSIDAD DE PENSILVANIA, A JIMENA ESCOBAR-URIBE Y OTRO) APOSTILA
USA 200427732.

(NOTA DE TRADUCCION): SE TRATA DE UN PODER, EN |DIOMAS INGLES Y EN
CASTELLANQ, CONFERIDO POR TIMOTHY J. RAYNOR, DIRECTOR, PROPIEDAD
INTELECTUAL DE LOS DEPOSITARIOS DE LA UNIVERSIDAD DE PENSILVANIA,
A JIMENA ESCOBAR-URIBE Y/0 IGNACIO ESCOBAR URIBE, DE FECHA 06/28/04.
TIENE ANEXA UNA CERTIFICACION NOTARIAL DE FECHA JUNIO 28, 2004,
TAMBIEN EN IDIOMA CASTELLANO E INGLES, Y APOSTILLA 200427732, DEL
ESTADO DE PENSILVANIA USA, QUE SE TRADUCE A CONTINUACION:
APOSTILLE
(Convencién de la Haya, Octubre 5, 1961)
1. PAIS ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTE DOCUMENTO PUBLICO
2. HA SIDO FIRMADO POR TERESA M. DUNN
3. ACTUANDO EN SU CALIDAD DE NOTARIO PUBLICO
4. LLEVA EL SELLO/ESTAMPILLA DE TERESA M. DUNN, NOTARIC PUBLICO,
CONDADO DE FILADELFIA, COMUNIDAD DE PENSILVANIA.
CERTIFICADO
5. EN HARRISBURG, PENSILVANIA
6. EL DIA JULIO 19, 2004
7. POR PEDRQ CORTES, SECRETARIO DE LA COMUNIDAD DE PENSILVANIA
8. NR. 200427732
9. SELLO/ESTAMPILLA
10. FIRMADO

PEDRO A. CORTES
SELLO DORADO: SECRETARIO DE LA COMUNIDAD DE PENSILVANIA

CERTIFICADO DE AUTENTICIDAD El suscnto Traductor e Interpreta Oficial jJurameniado, con el prasente
cartifica que esta s una traduccién auténtica, verdadera, Yy precisa al Idioma Castellano, del documento en

Ingles , anaxo,
FIDELM CIA MURCIA

Traductor e interprete Oficial 3
Resolucién No. 4868/94 Mmlsteno%c&rp X

RESOLUCION 488/%4 7
MINJUSTICIA X

' GUSTIN ton u.es RIVEIRA
nornelo AElo cua 12NTAY UNO
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ANEXOS

INVENTORES

GAO, Guangping
(408 Yorkshire Road, Rosemont, Pennsylvania 19010, Estados Unidos de América );

WILSON, James, M.
( 1350 N. Avignon Drive, Gladwyne, Pennsylvania 19035, Estados Unidos de América);

ZHOU, Xiangyang
(230 Tudor Drive, North Wales, Pennsylvania 19454, Estados Unidos de América ).



Solicito expresamente a nombre de The Trustees of
the University of Pennsylvania, sociedad constituida
de conformidad con las leyes de Pennsylvania, Estados
Unidos de América, domiciliada en 3160 Chestnut
Street, Philadelphia, Pennsylvania 19104,
EstadosUnidos de América, el otorgamiento de Patente

para la invencién titulada "VECTORES VIRALES

POLIVALENTES Y SISTEMA PARA LA
PRODUCCION DE ESTOS ”.

Clase: C12Q 1/68
/
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Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N de solictud" (51} Int Cl. C12Q 1168
22) Fecha de soliaitud {71)Solicitante(s) THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY
OF PENNSYLVANIA.

(30) Pnondad  (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pals

Estadinense 601565,941 28/04/04 us

' " 1{72) Inventor{es) GAO, Guangping #
WILSON, James, M. //
ZHOU, Xiangyang.

(74) Agente. JIMENA ESCOBAR URIBE

(85) Fecha inicio fase nacional (87) Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de [a solictud PCT Fecha' Fecha (dd/mm/aa) 10/11/05

Fecha de presentacidn de la sohcitud'  Fecha 270405 N° publicacién WO 2005/106002 A3

No de soliatud PCT/US2005014485
{54) Titulo

VECTORES VIRALES POLIVALENTES Y SISTEMA PARA LA PRODUCCION DE ESTOS.
Revindicacidn(es)’

1 Unaestructura de plasmido polivalente que comprende

{a) un primer casete méwl ubicado en un pnmer locus de un genoma viral, dicho pnmer casete mévil comprende
sacuencias de dcido nucleico que comprenden un pnmer gen reportero detectable ligado a secuencias que dingiran
la expresién de este, dicho casete mowvil se flanquea mediante un pnmer conjunto de sihos de enzima de restnccion

raros compuestos de dos sihos de enzima de restriccién raros; ¥

() un segundo casete mévil ubicado en un segundo locus del genoma wirel, dicho segundo casete méwil comprende
secuencias de Acido nucleico que comprende un segundo gen reporterc detectable ligado operablemente a las
secuencias que dirigiran la expresién de este, dicho casete mavil se flanquea mediante un segundo conjunto de sifios

de enzima de restriccién raros compuestos de dos silifos de enzima de restnceidn raros;

en donde el producto de dicho pnmer gen reportero detectable y el sequndo gen reportero detectable son distinguibles, y

en donde le primero y segundo conjunto de sitios de enzima de restnccidn raros difieren
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RESUMEN

Se suministra un sistema para generar vectores virales que portan
dos distintos casetes de expresién. E]1 sistema wutiliza una
estructura de plasmido polivalente Gnica que permite la deteccién

eficiente y la seleccidén de los casetes de expresidén insertados.
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VECTORES VIRALES POLIVALENTES Y

SISTEMA PARA LA PRODUCCION DE ESTOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha descrito el uso de vectores virales para expresar
antigenos. Ademé&s, se ha descrito el uso de péptidos de fusidn

como antigeno.

Los vectores basadas en péptido de fusidén simplifican el
régimen de dosificacién y crean mas oportunidades para el
refuerzo heterdlogo. Sin embargo, la naturaleza impredecible del
procesamiento del péptido de fusién y la presentacién del
epitopo, y las dificultades en creacién y propagacidén de
adenovirus que 1llevan grandes insertos han 1llegado a ser

obstdculo para sus aplicaciones a gran escala.

Lo que se requiere son métodos predecibles para generar

vectores virales Utiles para el suministro de productos de gen.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se suministra un sistema para generar vectores virales dque
llevan al menos dos casetes de expresién distintos. El1 sistema
utiliza una estructura de plasmido polivalente fGnica que permite
la deteccidén eficiente y la seleccidn de los casetes de expresidn

insertados.

[\



(v
WO 2005/106002 2 PCT/US2005/014485

También se suministran métodos para generar particulas
virales polivalentes que utilizan las estructuras polivalentes de

la invencién.

Estas y otras modalidades y ventajas de la invencién se

describen con mids detalle adelante.

BREVE DESCRIPCION DE 1.OS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra el montaje de un vector adenoviral AE;-

AE].

La Figura 2 ilustra la introduccién de los antigenos entre

los locus de supresién E1 y E3 de los vectores adenovirales.

La Figura 3 es un diagrama de barras que proporciona 1los
resultados de una comparacién in vivo de la expresidén de un

adenovirus C9 de chimpancé recombinante que expresa el mismo
transgén (alAT) del locus El solamente (barras oscuras), o de

ambos locus El1 y E3 (barras claras).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un sistema para generar un

vector viral que 1lleva midltiples casetes de expresién a un

objetivo. El sistema utiliza una molécula de ADN que lleva un
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genoma viral gque contiene casetes de clonacién movibles que
llevan genes marcadores. Esta molécula de ADN se utiliza para
generar un vector de transferencia que lleva un genoma viral que
contiene miltiples casetes de expresidén heterdlogos localizados
en diferentes locus dentro del genoma viral. El1 genoma viral
quien lleva los casetes de expresidén heterélogos son rescatados
del vector de transferencia de la invencién y empacados en una
proteina de capsido o envoltura viral adecuada para producir

vectores virales polivalentes.

Como se utiliza aqui, la molécula de ADN y/o el vector de
transferencia se puede derivar de cualquier elemento genético que
pueda llevar el genoma viral de acuerdo con la invencién y que es
capaz de transferir el genoma en una célula huésped. Cualquier
elemento genético adecuado (o estructura) puede ser seleccionada,
incluyendo, por ejemplo, un pléasmido, fago, transposén, césmido,
epitoma, y similar. En una modalidad, el elemento genético es
adecuado para la expresién procaridética, aunque se pueden

utilizar otros sistemas de clonacidn.

Como se utiliza aqui, el término “diferentes locus” indican
que el casete de expresién heterbélogo para un primer producto
objetivo seleccionado se localiza en la estructura viral en un
sitio que no es contiguo con un segundo casete de expresién
heterdlogo, es decir, las secuencias virales estén localizadas
entre los casetes de expresidén heterdlogos. Estos locus pueden

estar en diferentes regiones del gen o en diferentes estructuras

¥;
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de lectura abierta diferente dentro de una regién de gen simple.
Alternativamente, los locus miltiples pueden estar dentro de una
estructura de lectura abierta simple pero no contigua una con la
otra, por ejemplo, separados por espaciadores, secuencias

nativas, sitios de enzima de restriccidén, o similares.

Como se utiliza aqui un “casete de expresién” comprende una
secuencia de A&cido nucleico que codifica un producto para
suministrarlo a una célula huésped. La secuencia de a&cido
nucleico que codifica el producto estd bajo el control de 1la
secuencias de control regulador gque dirige la expresidn del
producto en el huésped. Adecuadamente, el casete de expresidn es
heterélogo a las secuencias del vector que flangquean el casete.
En una modalidad, los elementos de control regulador en cada
casete de expresidén heterdlogo difieren de los elementos de
control regqgulador en los otros casetes de expresién heterdlogos
con el fin de minimizar {o eliminar) el riesgo de recombinaciones
homélogas durante el proceso de clonacidén y en el proceso de
manipulacién viral en las células. En una modalidad, cada unc de
los casetes de expresién heterdlogos se suministra con diferentes
promotores y/o mejoradores, y/o secuencias poli A. §Sin embargo,
en otras modalidades, un casete de expresién heterélogo en un
vector polivalente de la invencién puede tener uno o© mas
elementos de control regulador en comin con otro casete de
expresién heterdlogo en el vector polivalente. En tal modalidad,
el elemento de control regulador es preferiblemente una secuencia

corta, que no posibilite la recombinacién.

R
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Como se describe agui, el producto codificado puede
suministrar un objetivo para el sistema inmune, con el fin de
inducir una respuesta humoral y/o inmune celular, puede ser un
adyuvante para otro producto codificado, puede suministrar un
efecto modulador inmune, y/o suministrar un efecto terapéutico.
Las combinaciones de tales productos se pueden suministrar en un

vector viral polivalente de acuerdo con la invencién.

El término “funcionalmente suprimido” o] “supresidn
funcional” significa que una cantidad suficiente de la regidn del
gen se remueve o de otra forma se daha, por ejemplo, por mutacidn
o modificacién, de tal forma que la regién del gen ya no es capaz
de producir productos funcionales de la expresién del gen. Si se
desea, la regidén del gen completa se puede remover. Otros sitios
adecuados para la irrupcién o supresién del gen se discuten en

otras partes de la solicitud.

1. Construccién viral polivalente

A. Una Molécula de ADN que Lleva un Genoma Viral y

Mialtiples Genes Reporteros

En un aspecto, la presente invencién suministra una molécula
de ADN que llevas secuencias de un virus que debe ser empacado en
un vector viral polivalente. En una modalidad, tal molécula de

ADN es un pldsmido. Sin embargo, otro elementoc genético adecuado,

1S
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como se definié anteriormente se puede selecciocnar. La
introduccidén del vector en una célula se puede lograr por
cualquier medio conocido en la técnica o como se describid aqui,

incluyende la transfeccién.

Las secuencias virales son seleccionadas de los tipos de
virus que se desean para usar como un vehiculo de suministro y
que tienen suficiente espacio para acomodar miltiples casetes de
expresién. Estas secuencias virales pueden ser fdcilmente
seleccionadas ce entre virus que tienen una proteina de céapsido,
por ejemplo, adenovirus, o virus recubiertos, por ejemplo,
retrovirus tales como el virus de la leucemia felina (FelV),
HTLVI y HTLVII], y lentivairinae [por ejemplo el virus de la
inmunodeficiencia humana {VIH) el virus de la inmunodeficiencia
de simios (VIS) el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF), el
virus de anemia infecciosa equina, y el spumavairainal)]), los
poxvirus (por ejemplo, canaripox), entre otros. Aln otros virus

pueden ser facilmente seleccionados por un experto en la técnica.

En una modalidad, 1las secuencias virales son de un
adenovirus. Adecuadamente, la molécula de ADN pelivalente
contiene secuencias da 4cido nucleico de un genoma adenoviral que
contiene al menos la secuencia necesaria para empacar el genoma
viral en un céapsido. Tipicamente, una molécula adenoviral
polivalente contendrd los cis-elementos adenovirales 5’ y los
cis-elementos adenovirales 3 y los terminales 5’ y 3’ del gencma

adenoviral, respectivamente. El1 extremo 5’ del genoma adenoviral

=
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contienen los cis-elementos 5’ necesarios para el empaquetamiento
y la replicacidén; es decir, las secuencias repetidas terminales
5’ (ITR} (que funcionan como origenes de replicacién) y los
dominios del mejorador de empaque 5’ (que contienen las
secuencias necesarias para empacar los genomas Ad lineales y los
elementos mejoradores para el promotor El). El extremo 3’ del
genoma adenoviral incluye los cis-elementos 3’ (que incluye los

ITR) necesarios para el empaque y la encapsidacién.

En ademds, la molécula de ADN polivalente puede contener
secuencias adenovirales adicionales, o puede ser al menos
funcionalmente suprimida em una o mds regiones de gen adenoviral.
En una modalidad, un vector adenoviral utilizado en la invencién
contendrd la regidén E2 o una porcién funcional de esta (por
ejemplo, la regién que codifica E2a y/o E2b), y uno o mds de los
genes tardios, por ejemplo, L1, L2, L3, L4 y L5. En algunas
modalidades, los vectores de adenovirus utilizados en 1la
invencién pueden contener toda una porcidén de la regién E4 (por

ejemplo la E4 ORFé6).

Por ejemplo, toda o una porcién del gen temprano retrasado
de adenovirus E3 se puede eliminar de la secuencia de adenovirus
que forma una parte del wvector. La funcién del E3 de simio se
cree que es irrelevante para la funcién y produccidén de particula

de virus reccmbinante.

|
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Por ejemplo, un vector Ad con El suprimido puede ser
construido teniendo una supresidén de al menos una regidén ORF6 del
gen E4, o en razén de la redundancia en 1la funcién de esta
regién, la regidén E4 completa. AGn otro vector de esta invencién
contiene una supresién en el suprimido E2a. Adecuadamente, estos
vectores retienen los genes tardios (es decir L1, L2, L3, L4 y
L5), y otros elementos esenciales para empacar los vectores
adenovirales en particulas virales. La supresién también puede
ser hecha en los genes intermedios IX y 1IVa, para algunos
propésitos. Se pueden hacer otras supresiones en los otros genes
adenovirales estructurales o no estructurales. Las supresiones
discutidas anteriormente se pueden utilizar individualmente, es
decir, la secuencia de adenovirus para uso en la presente
invencién puede contener supresiones o© solamente una region
simple. Alternativamente, la supresién de los genes o las
porciones completas de estos efectivas para destruir su activadad
biolégica se pueden utilizar en cualquier combinacién. Por
ejemplo, en un vector de ejemplo, la secuencia de adenovirus
puede tener supresiones de los genes El, el gen E4, o los genes

El, con o sin la supresién de E3, y asi sucesivamente.

En una modalidad, se utiliza el genoma lentiviral,
tipicamente, un plasmido de vector lentiviral contiene secuencias
genéticas actuantes cis necesarias para que el vector infecte la
célula objetivo ya para transferir los casetes de expresidn
heterdlogos. Adecuadamente, las proteinas de recubrimiento

original y el promotor de secuencia gag ha sido removido.
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Las secuencias virales en la estructura del plasmido no
necesitan estar limitadas a las secuencias por medio del tipo de
cdpsido o cubierta en al cual ellas estdn insertadas. Asi, la
estructura del plasmido puede contener secuencias virales de una
fuente viral que estan encapsidadas o empacadas en una cubierta
desde otra fuente. Por ejemplo, un vector polivalente se puede
empacar en una cubierta VIF; un vector VIF polivalente se puede
empacar en una cubierta VIH; un vector adenoviral polivalente se
puede empacar en un capsido de otro serotipo. AlGn otros vectores
virales serotipo serdn facilmente evidentes para un experto en la

técnica.

Una vez gque las secuencias virales son clonadas en un
pladsmido utilizando técnicas utilizadas por aquellos expertos en
el arte, el genoma viral se altera para contener un primer casete
movible localizado en una primera regidn suprimida de un genoma
viral y un segundo casete movible localizado en una segunda
regién suprimida del genoma viral. Opcionalmente, el pléasmido
puede contener miltiples casetes movibles, cada uno localizado en
un locus distinto del genoma viral. Cada uno de los casetes
movibles estd flanqueado por un {nico conjunto de sitios de
enzima de restriccién que permite su remocién selectiva del

plasmido y la insercién facil del casete de expresidén heterdlogo.

Cada uno de los casetes movibles utilizados en la invencidn

contienen secuencias de a&acido nucleico de un gen reportero

.q
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detectable operablemente a las secuencias que dirigiran la
expresion de esta en una célula huésped. Adecuadamente, cada uno
de los casetes movibles contiene un @inico gen reportero que es
facilmente distinguible de los genes reporteros llevados por
otros casetes movibles llevados por la estructura del plasmido.
En una modalidad, los genes reporteros expresan productos gue son

diferenciados uno del otro por el color.

Los genes reporteros adecuados 1incluyen aquellos que
codifican productos que se pueden distinguir de otros genes
reporteros llevados por la estructura del plasmido polivalente de
la invencién. Por ejemplo, las proteinas fluorescentes son
distinguibles por el color luego de la excitacién con la longitud

de onda de 1luz apropiada, incluyendo, por ejemplo, proteina

fluorescente roja, proteina fluorescente verde, proteina
fluorescente azul, proteina fluorescente cian, proteina
fluorescente amarilla-verde. Las proteinas fluorescentes

adecuadas para uso para el tipo de célula huésped seleccionado
estédn disponibles comercialmente, por ejemplo, de ClonTech. Ailn
otros genes reporteros adecuados que son distinguibles por el
color incluyen, por ejemplo gusA (azul); DsRed (roja); luciferasa
(rojo); y beta-galactosidasa. Alternativamente, un experto en la
técnica puede suministrar otre gen reportero que se suministra
con una etiqueta o marca, muchas de las cuales son conocidas por

los expertos en la técnica.
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Los genes reporteros adecuados se seleccionan con una vista
al sistema de célula huésped utilizada para clonar. La célula
huésped misma se puede seleccionar de cualquier organismo
biolégico, que incluye células procariéticas (por ejemplo
bacterias), y c¢élulas eucaridéticas, que incluyen células de
insectos, c¢élulas de 1levadura y células de mamifero como se

describe adelante con mas detalle.

En una modalidad particularmente deseable, se utiliza el
sistema procaridético. Ademas, la célula huésped es capaz de
transfeccidén del ADN y de la expresién del ADN transfectado, y de
expresar el gen reportero seleccionado de la manera en la cual se

desee, por ejemplo, colorimétricamente.

Ejemplos de sistemas procariéticos adecuados son bien
conocidos, incluyendo células bacteriales. Por ejemplo, cepas de
células bacteriales pueden incluir, por ejemplo, Escherichia coli
Cé600 - F-, el4, mcrA, thr-1 supE44, thi-1, leuB6, lacYl, tonAll,
[[lambda]] [-] [Huynh, Young, and Davis (1985) DNA Cloning, Vol.
l, 56-110]; DH1 - F[-], recAl, endAl, gyrA%6, thi-1, hsdR1l7 (rk[-
], mk{+], supE44, relAl, [[lambda]][-] [-Hanahan (1983) J Mol.
Biol. 166, 557-580; XL1Blue-MRF' - D(mcrA)182, D(mcrCB-hsdSMR-
mrr)l72,endAl, supE44, thi-1, recA, gyraA96, relal, lac, 1-,
[F'proAB, lac I[q]ZDM15, TnlO0 (tet[r])]; SURE Cells [Stratagene];
el4 (mcrA), D(mcrCB-hsdSMR-mrr)l71, sbeC, recB, redJ, umuC::Tn5
(kan[r]), uvrl, supE44, lac, gyrad6, relAl, thi-1, end

Al[F'proAB, lacI[q]DM15, TnlO(tet[r])]; GM272 - F[-]), hsdR5344
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(rk[-], mk[-]), supE44, supF58, lacYl o [[Delta]]lacIZY6, galKZ,
galT22, metBlm, trpR55, [[lambda]][-]; HB10l -F[-], hsdS20 (rb[-
], mb[-]), supE44, aral4, galK2, lacYl, proA2, rpsL20 (str[R]),
xyl -5, mtl-1, [[lambda]] [-], recAl3, mcrA(+), mcrB(-) [Raleigh
and Wilson {(1986) Proc. Natl. Acad. Sci USA 83, 9070-9074]; JM101
- supE, thi, [[Delta]] (lac-proAB}) [F', traD36, ProAB,
lacIqZ[[Delta] ]M15}, restriccién: (rk[+], mk[+]), mcrA+ [Yanisch-
Perron et al. (1985) Gene 33, 103-119}]; XL-1 blue recAl, endAl,
gyrA96, thi, hsdR17 (rk(+], mk([+]), supE44, relAl, [[lambda]][-],
lac, [F', proAB, lacIgZ[[Delta]]M15, Tnl0 (tet[R])] [-Bullock, et
al. (1987) BioTechniques 5, 376- 379]; GM2929 [from B. Bachman,
Yale E.coli Genetic Stock Center (CSGC#7080)]; cepa M.Marinus;
sex F[-];(ara-14, leuBé, fliuvAl3, lacYl, tsx-78, supE44,
[glnV44]}], galkK?2, galT22, 1[-], mcrA, dcm-6, hisG4,[Oc], rfbDIi,
rpsL136, dam-13::Tn?9, xyl-5, mtl-1I, recF143, thi-1,  mcrB,
hsdR2.); MC1000 - (araD138, Dfara-leu] 7679, gall, galK,
Dflac]l174, rpsL, thi-1); EDB767 (F-,eld- {mcrA], supE44,
supF58,hsdS3[rB[-]mB[~-]], recA56, galK2, galT22,metB, lac-3 o
lac3yl. las células huéspedes procariéticas adecuadas estéan
disponibles del American Type Culture Collection, Manassas, VA,
Estados Unidos, otros depositarios plblicos de células y una
variedad de fuentes académicas y comerciales. La seleccién de un
sistema o célula de clonacién adecuado no es una limitacidén de la

presente invencién.

Cada uno de los casetes movibles utilizades en la

construccién de la invencién estd flanqueado por un conjunto
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dnico de sitios raros. Cada conjunto de sitios de enzima de
restriccién raros suministran un primer sitio de enzima de
restriccidén raro en el extremo 5’ del casete movible y un segundo
sitio de enzima de restriccidén rara en el extremo 3’ del casete
movible. En una modalidad, el conjuntoc de sitios de enzima de
restriccidén rara permite la clonaciodn direccional de un casete de
expresién en el locus. Sin embargo, la invencidén no esta limitada
2 la direccién del inserto. En otras palabras, el casete movible
y/o el casete de expresién heterdlogo se puede localizar en el 5°
a 3, o 3' a 5', con respecto a la orientacién de la estructura
de lectura del genoma viral circundante. Ademds, en ciertas
modalidades, el conjunto de sitios de enzima de restriccidn raros
puede permitir clonacidén no direccional del casete de expresion

en el locus seleccionado.

En un ejemplo, la enzima de restriccién rara I-Scel se puede
seleccionar para los sitios de enzima de restriccién tanto 57
como 3' que componen un conjunto simple. Esta enzima permite la
clonacién direccional, aGn cuando el flanqueando ambos extremos
de un casete. En otras modalidades, el I-Scel se puede utilizar
en combinacidén con otra enzima de restriccidn rara para formar un
conjunto de sitios de enzima de restriccidén. Adecuadamente, cada
conjunto de enzimas de restriccidén raras es unica, para permitir
la digestidn de solamente un locus simple y una insercidén lista
de un casete de expresién heterdlogo en un sitio objetivo

seleccionado.

23
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En una modalidad adicional, la enzima de restriccién rara se
selecciona de tal forma que el o las localizaciones seleccionadas
en el genoma viral son clivadas, es decir, se logra el clivaje
solamente en los extremos 5’ y 3’ del casete movible y/o del
casete de expresién heterdlogo, y el elemento genético que lleva
el genoma viral o las otras localizaciones en el genoma viral son

cortadas.

En la presente solicitud, tal enzima de restriccidén es
denominada cortador raro. Ejemplos de tales cortadores raros
incluyen aquellos que tienen sitios de reconocimiento para siete,
ocho, o mds bases, incluyendo, por ejemplo, I-Ceu I, PI-Sce I,
TevII, Bmol, DmcI, FseI, PacI, PmelI, PsrI, BcgIl, BgII, BsabI,
BstXI, DrdI, EcoNI, FseI, MaM I, MsI I, Mwo I, Psha I, Sfi I, Swa
I, Xem I, y Xmn I, y similares. Los cortadores raros adecuados se
pueden identificar utilizando informacién fdcilmente disponible
para aquellos expertos en la técnica en la literatura y en una
variedad de base de datos en linea, por ejemplo, las base de
datos REBASE™. Los cortadores adecuados para el método se pueden
utilizar fAcilmente utilizando una variedad de programas de
computador y/o bases de datos en linea. Las enzimas de
restriccion adecuada estan disponibles de una variedad de fuentes
comerciales incluyendo, por ejemplo, England Biolabs, Obicgene,
Lift Technology, Roche, BB Clontech, Stratagene, Amersham

Pharmacia, entre otros.
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Asi, el plédsmido polivalente de la invencién contiene al
menos dos casetes movibles, cada uno de 1los cuales estéd
flanqueado por un conjunto @nico de enzimas de restriccidn raras
que permiten el reemplazo selectivo de los casetes movibles con
un casete de expresién heterdlogo. Estos plasmidos polivalentes
son transfectados en células huéspedes que permiten la expresién

de los marcadores llevados por los casetes movibles.

B. Vectores de Transferencia Polivalente gque Llevan

Casetes de Expresidn Heterdlogo

Una vez gque la o las enzimas de digestidén apropiadas se
seleccionan, se utilizan técnicas de digestidén y religacidn
convencionales. Tipicamente, el ADN del plasmido se mezcla con el
o las enzimas de restriccidén y se 1incuba durante aproximadamente
12 a 48 horas. Luego de esto, una etapa de extraccidén de
fenol/cloroformo convencional se desarrolla. Por ejemplo, la
extraccion de fenol/cloroformo se puede utilizar, sequida por la
precipitacién con etanol, y al disolver el precipitade (por
ejemple en TE u otro amortiguador adecuado) para uso e el resto
de las etapas del método. Ver, Sambrook, Molecular Cleoning: A
Laboratory Manual, 2™ Ed., 5.28-5.32, Appendix E.3-E.4 (Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989). Otros
métodos adecuados se pueden suministrar por el fabricante o
vendedor de la enzima de restriccidén utilizada. O conocida de

otra forma por el experto en la técnica
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Tipicamente, con el fin de asegurar la insercidn adecuada
del casete de expresidn heterdélogo los casetes de expresién
heterdlogo estdn flanqueados en sus extremos 5’ y 3’ con sitios
de restriccién de enzima de restriccién que son complementarios
al conjunto de sitios de enzima de restriccién que flanquean el
casete movible para el sitio en el cual estd insertado 1los

casetes de expresién.

Asi, tipicamente, un primer casete de expresién heterélogo
se clona en el sitio del casete movible extirpado.
Ventajosamente, el método de la invencidén posibilita la répida
identificacién de plésmidos que contienen el primer casete de
expresién heterdlogo. A tales plasmidos les falta la expresién
del primer gen marcador pero expresaran el segundc producte de
gen marcador (asi como también otros productos de gen marcador
presentes). En otras palabras, s1 el primer casete movible
expresaba proteina fluorescente verde, la ausencia del color
verde luego de la digestidén y la religacién indicard la remocién

exitosa del casete movible en el sitio del primer gen marcador.

En una modalidad, la digestién y las etapas de religacién
son repetidas secuencialmente para cada uno de 1los casetes
movibles. En otras palabras, la primer etapa de digestidén se
desarrolla utilizando un primer conjunto de enzima de restriccién
para remover el casete movible simple, con el fin de asegurar el
casete de expresidén heterélogo se inserte en locus deseado,

Posteriormente, se desarrolla una segunda etapa de digestidn
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utilizando un segundo conjunto de enzima de restriccién dnico al
conjunto flanqueando el segundo casete movible. Un segundo casete
de expresién heterdlogo flangqueado por los sitios de enzima de
restriccidén correspondientes al conjunto que flanquea el segundo
casete movible se 1liga en la estructura del plasmido y se
seleccionan los clones a los gque les falta la expresidén del
sequndc gen marcador. Opcionalmente, una o mas etapas de
digestién se desarrollan con el fin de remover uno o mas casetes

movibles adicionales.

Asi, el método de 1la invencién permite la produccién
eficiente de un vector de transferencia polivalente {til para la

produccién de particulas virales infecciosas.

IT. Método para Producir Vector Viral Polivalente

Un vector de transferencia polivalente de la invencién se
puede utilizar para generard particulas virales, que tienen un
cédpside o una cubierta, utilizando métodos conocidos por aquellos
expertos en la técnica. Tales técnicas incluyen técnicas de
clonacién convencionales de cADN tales como aquellas descritas en
los textos ([Sambrook et al, citados anteriormente], el uso de
secuencias de oligonucleétido traslapante de los genomas de
adenovirus, reaccién de cadena de polimerasa y cualquier método
adecuado que suministre la secuencia de nucleétido deseada. La
transfeccién estdndar y las técnicas de co-transfeccién son

empleadas, por ejemplo, las técnicas de precipitacién CaPO,.

271
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Otros métodos convencionales empleados incluyen la recombinacidn
homéloga de genomas virales, el plaqueo de virus en cubiertas de

agar, métodos de medicion de generacidén de senal, y similares.

Las lineas de células de produccidén adecuadas son féacilmente
seleccionadas por un experto en la técnica. Por ejemplo, la
célula huésped adecuada se puede seleccionar de cualquier
organismo Dbiolégico, incluyendo c¢élulas procariéticas (por
ejemplo bacteriales), y células eucaridéticas, que incluyen
células de insectos, células de levadura y células de mamifero.
Las células huésped se puede seleccionar de entre cualquier
especie de mamifero, incluyendo, sin limitacién células tales
como A549, WEHI, 3T3, 10T1/2, HEK 293 o las células PERC6 (las
cuales ambas expresan el El adenoviral funcional) {Fallaux, FJ et
al, (1998), Hum Gene Ther, 9:1909-1%917], Saos, C2Cl2, células L,
HT1080, HepG2 y fribroblasto primario, hepatocito y células de
mioblasto derivadas de mamifero que incluyen humano, mono, ratén,
rata, conejo y hamster. La seleccién de las especies de mamifero
que suministran 1las células no es una limitacién de esta
invencién; y es el tipo de célula de mamifero, es decir,

fibroblasto, hepatocito, célula tumoral etc.

Generalmente, cuando se suministra el vector de
transferencia polivalente que comprende los casetes de expresidn

heterélogo a una célula huésped mediante la transfeccidn, la
estructura se suministra en una cantidad de aproximadamente 5 ug

a aproximadamente 100 pg de ADN o aproximadamente 10 a

b
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aproximadamente 50 pg de ADN a aproximadamente 1x10% células a
aproximadamente 1x10'® células, o aproximadamente 1x10° células.
Sin embargo, las cantidades relativas de ADN de plasmido a las
células huésped se pueden ajustar, tomando en consideracidn tales
factores como el vector seleccionado, el método de suministro y

las células huéspedes seleccionadas.

Tipicamente, los vectores de transferencia polivalente son
cultivados en células huésped que expresan la proteina de cdpsido
y/o la proteina de cubierta. En las células huésped, los genomas
virales polivalentes que expresan los casetes de expresién
heterélogo son rescatados y empacados en la proteina de cdpsido o
la proteina de cubierta para formar una particula viral

infecciosa.

A. Vectores Virales que tiene Proteina de de Capsido

En una modalidad, la invencién suministra un método para

empacar genoma viral polivalente en un cépsido viral infeccioso.

En una modalidad, el cépsido viral se deriva de un
adenovirus. La particula adenoviral o vector de la presente
invencién estéd compuesta de un cdpsido con proteina de adenovirus
infecciosc que tiene empacado en el un genoma viral polivalente
que contiene dos o mds casetes de expresién heterdlogos, cada uno
de estos casetes lleva un producto para ser expresado en el

huésped. En una modalidad, adicional, estos vectores adenovirales
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son defectuosos en replicacién, evitando de esta manera la

replicacién en una célula huésped.

La seleccidén del serotipo de las secuencias adenovirales
presentes en el vector no es una limitacién de la presente
invencién. Una variedad de cepas de adenovirus estdn disponibles
de la American Type Culture Collection, Manassas, Virginia, o
disponible al solicitar de una variedad de fuentes comerciales e
institucionales. Ademds, las secuencias de muchas cepas estén
disponibles de una variedad de bases de datos que incluyen, por
ejemplo, PubMed™ y GenBank™. Los vectores de adenovirus homélogos
preparados de otros adenovirus de simio o de humano se describen
en la literatura publicada [ver, por ejemplo, Patente
Estadounidense No. 5,240,846]. La secuencia de ADN de un niimero
de tipos de adenovirus estédn disponibles del GenBank, incluyendo
el tipo Ad5 [GenBank™ Accession No. M73260]. Las secuencias de
adenovirus se pueden obtener de cualquier serotipo de adenovirus
conocido, tales como los serotipos 2, 3, 4, 7, 12 y 40, e
incluyendo adicionalmente cualesquier tipos humanos actualmente
identificados. Similarmente los adenovirus conocidos por infectar
animales no humanos (por ejemplo simios) también se pueden
emplear en las construcciones de vector de esta invencién. En una
modalidad, al menos uno de los adenovirus utilizados en la
invencién se deriva de un praimate nc humano. Ejemplos de
secuencias de primates no humanos adecuadas incluyen adenovirus
de simio tal como, Pan5 (también C5), Pané (también C6), Pan7

(también C€7), Pan 9 (también C68) y Cl. Los adenovirus
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recombinantes se han descrito para suministro de las moléculas a
las células huésped. Ver, Patente Estadounidense No. 6,083,716,
que suministra vectores adenovirales derivados de dos adenovirus
de chimpancé, Cl y C8 (también denominado Pan9) y la Solicitud de
Patente Internacional No. WO 02/33645 [los vectores derivados
Pan5, Pané, Pan7 y Pan9]. Sin embargo, la invencidén no esta

limitada asi.

Una variedad de métodos de produccién para particulas
adenovirales son conocidos por el experto en la técnica. La
solucidén de los métodos de produccién apropiades no son una
limitacién de la presente invencién. Ver, por ejemplo Patente
Estadounidense No. 6,083,716; Solicitud de Patente Internacioconal
No. WO 02/33645; y Solicitud de Patente Estadounidense No.

10/465,302 y su contraparte internacional, WO 2005/001103.

En resumen, el vector de transferencia adenoviral
polivalente de la invencién al que le falta la capacidad de
expresar una versidén funcional de cualquier producto de gen
adenoviral esencial (por ejemplo, Ela, Elb, E2a, E2b, y/o E4
ORF6) se puede cultivar en la presencia de productos de gen
adenoviral faltantes que se requieren para la infectividad viral
y la propagacién de una particula adenoviral. Estas funciones
ayudantes se pueden suministrar al cultivar la estructura en la
presencia de uno o mas construcciones ayudantes (por e, un
plasmido o virus) o una célula huésped de empaque. Ver, por

ejemplo, las técnicas descritas para la reparacién de un vector
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{Ad) de adenovirus humano “minimo” en la Publicacién de Patente

Estadounidense No. W096/13597, publicada en Mayo 9, 1996.

1. Virus Ayudante

Asi, como entendiendc el contenido de gen de adenovirus de
el vector de transferencia polivalente empleado para llevar en
los casetes de expresion, un adenovirus ayudante o un fragmento
de virus no replicante puede ser necesario par a suministras
secuencias de gen de adenovirus suficientes necesarias para
producir una particula viral recombinante infecciosa que contiene
el casete de expresién. Los virus ayudante 1itiles contienen
secuencias de gen de adenovirus seleccionadas no presentes en la
construccién del vector de adenovirus y/o no expresadas en la
linea celular de empaque en la cual el vector es transfectado. En
una modalidad, el virus ayudante es defectuoso en replicacidn y
contiene una variedad de genes de adenovirus ademds de las
secuencias descritas anteriormente. Tales virus ayudante son
deseablemente utilizados en combinacién con una linea celular que

expresa El.

Los virus ayudantes también se puede formar en conjugados de
policatién como se describe en Wu et al, J. Biol. Chenm.,
264:16985-16987 (1989); K. J. Fisher and J. M. Wilson, Biochem.
J., 299:49 (Abril 1, 1994). Los virus ayudante pueden contener
opcionalmente un segundo casete se expresién reportero. Un nimero

de tales genes reporteros son conocidos en la técnica. La

v/ Xl
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presencia del gen reportero sobre el virus ayudante es diferente
del producto del gen sobre el vector de adenovirus permite tanto
el vector de estructura Ad como el virus ayudante sean
independientemente monitoreados. Este segundo reportero es
utilizado para posibilitar la separacién entre el virus
recombinante resultante y el virus ayudante luego de

purificacién.

2. Lineas Celulares de Complementacién

Para generar los adenovirus recombinantes (Ad) suprimidos en
cualquiera de los genes descritos anteriormente, la funcién de la
regidén del gen suprimido, si es esencial para la replicacién e
infectividad del virus, se debe suministrar al virus recombinante
mediante un virus ayudante o linea celular, es decir, una
complementacién o linea <celular de empaque. En muchas
circunstancias, la linea celular que expresa el El1 humano se
puede utilizar para transcomplementar un vector Ad de chimpancé.
Esto es particularmente ventajoso porque, debido a la diversidad
entre las secuencias Ad de chimpancé de la invencién y las
secuencias Ad El1 humanas encontradas en c¢élulas de empaque
habitualmente disponibles, el usc de las células que contienen El
humano habituales evita la generacidén de adenovirus competentes
para replicacién durante los procesos de replicacién de
produccidén. Sin embargo, en ciertas circunstancias, serda deseable
utilizar una linea celular que exprese el o los productos de gen

El para la produccién de un adenovirus de simio con El suprimido,
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Tales lineas celulares se han descrito. Ver, por ejemplo, Patente

Estadounidense No. 6,083,716.

S1 se desea, uno puede utilizar las secuencias suministradas
aqui para generar una célula de empagque © una linea celular que
exprese, comoc minimo, el gen El de adenovirus bajo el control
transcripcional de un promotor para la expresién en una linea
celular pariente seleccicnada. Los promotores inducibles o
constitutivos se pueden emplear para este propdsito. Ejemplos de
tales promotores se describen en detalle en cualquier parte en
esta especificacién. Una célula padre se selecciona para la
generacién de una linea celular novedosa que expresa cualquier
gen Ad deseado. Sin limitacidn, tal linea celular padre puede ser
HelLa [Acceso ATCC No. CCL 2], A549 [Acceso ATCC No. CCL 185], HEK
293, KB [CCL 17], Detroit [por ejemplo Detreit 510, CCL 72] y WI-
38 [CCL 75], entre otros. Estas lineas celulares estan todas
disponibles en el American Type Culture Collection, 10801
University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209. Otras lineas

celulares padre adecuadas se pueden obtener de otras fuentes.

Tales lineas celulares que expresan El son fGtiles en 1la
generacién de vectores «con El suprimido de adenovirus
recombinante. Adicionalmente, o© alternativamente, la invencidn
suministra lineas celulares que expresan uno o mas productos de
gen adenoviral de simio, por ejemplo, Ela, Elb, E2a, y/o E4 ORFS,
pueden ser construidas wutilizando esencialmente los mismos

procedimientos para el uso en la generacién de vectores virales

2
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de simio recombinantes. Tales lineas celulares se pueden utilizar
para transcomplementar vectores de adenovirus suprimidos en los
genes esenciales que codifican aquellos productos. La preparacién
de una célula huésped de acuerdo con esta invencién involucra
técnicas tales «como el montaje de secuencias de  ADN
seleccionados. Este montaje se puede lograr utilizande técnicas
convencionales. Tales técnicas incluyen <C¢cADN y clonacién
gendémica, gque son bien cconocidas y se describen en Sambrook et
al., citadas anteriormente, el uso de secuencias de
oligonucleétido traslapantes de los genomas de adenovirus,
combinadas son reaccién de cadena de polimerasa, métodos
sintéticos, en cualquiera otros métodos adecuados que suministran

la secuencia de nucledtido deseada.

En aGn otra alternativa, los productos de gen adenoviral
esenciales se suministran en trans por un vector y/o virus
ayudante. En tal caso, una célula huésped adecuada se puede
seleccionar de cualquier organismo bioldégico, que incluye células
procariéticas (por ejemplo bacterianas), y células eucariéticas,
que incluyen células de insectos, células de levadura y células
de mamifero. Las células huéspedes adecuadas incluyen aquellas
conocidas en la técnica, asi como también aquellas identificadas

agqui.

3. Montaje de particula viral y transfeccién de una linea

celular

25
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Uno ¢© mas de los genes adenovirales faltantes pueden ser
establemente integrados en el genoma de la célula huésped,
establemente expresado como episomas, o] expresado
transitoriamente. Los productos de gen se pueden expresar todos
transitoriamente, sobre un episoma o establemente integrados, o
algunos de los productos de gen se pueden expresar establemente

mientras otros son expresaos transitoriamente.

Adicionalmente, los promotores para cada uno de los genes
adenovirales se pueden seleccionar independientemente de un
promotor constitutivo, un promotor inducible o© un promotor
adenoviral nativo. Los promotores se pueden regular como por
ejemplo, mediante un estado fisiolégico especifico del organismo
o de la célula (es decir, por el estado de diferenciacidén o en
células replicantes o quiescentes) o mediante factores agregados
exégenamente. La introduccidén de moléculas (como plasmidos o
virus) en la célula huésped también se lograr utilizando técnicas
conocidas por el experto come se discute a través de la
especificacién. En una modalidad, se wutilizan técnicas de
clonacidén directa. Tales técnicas se han descritoc [G. Gao et al,
Gene Ther. 2003 Oct; 10(22):1926-1930; Publicacién de Patente No.
2003-0092161-A, May 15, 2003; Solicitud de Patente Internacional
No. PCT/US03/12405]. En otra modalidad, son utilizadas técnicas
de transfeccién estandar, por ejemplo, transfeccidn o
electroporacién CaPOy. El montaje de la secuencia de ADN
seleccionadas de la adenovirus (asi como también las secuencia

que codifican el producto y los otros elementos del vector) en
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varios plasmidos intermedios, y en uso de los plésmidos vy
vectores para producir una particula viral recombinante son todas
logradas utilizando técnicas convencionales. Por ejemplo, luego
de la construccién y montaje del vector viral polivalente
deseado, el vector se transfecta in Vitro en la presencia de un
virus ayudante en la linea celular de empaque. La recombinacién
homologa ocurre entre el ayudante y la secuencia de vector, que
le permite a las secuencias de adenovirus-gen en el vector se
replicada y empacadas en capsidos de virién, gque resultan en
particulas de vector viral recombinantes. E1l método habitual para
producir tales particulas de virus estd basado en 1la
transfeccién. Sin embargo, la invencién no estd limitada a tales

métodos.

Los adenovirus recombinantes resultantes son fitiles para
transferir dos o mds casetes de expresidén heterdlogos

seleccionados a una célula seleccionada.

B. VECTORES VIRALES QUE TIENEN PROTEINAS DE CUBIERTA

En otra modalidad, los vectores de transferencia de la
invencién son utilizados para empacar un vector viral en una
particula infecciosa de un virus gue tiene una proteina de
cubierta, por ejemplo, in lentivirus o un poxvirus. Ejemplos de
lentivurs adecuados incluyen, por ejemplo, el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la inmunodeficiencia

de simio (VIS), el virus de la artritis y la encefalitis capraina,
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el wvirus de la anemia infecciosa equina, el virus de la
inmunodeficiencia bovina, el virus visna, y el virus de la
inmunodeficiencia felina (VIF). Los ejemplos suministrados aqui
lustran el uso de minigenes derivados de VIH y VIF. Sin embargo,
otros lentivirus de origen humano o no animal también se pueden
utilazar. Las secuencias utilizadas en las construcciones de la
invencién se pueden derivar de fuentes académicas, sin &nimo de
lucro (por ejemplo, American Type Culture Collection, Manassas,

Virginia) o comerciales de lentivirus.

Los métodos para generar tales vectores virales son

conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Los métodos para producir vectores lentivirales han sido
descritos métodos para producir vectores lentaivirales. Ver, por
ejemplo, JE Coleman, et al, Physiol Genomics. 2003 Feb
6;12(3):221-8., que describe la produccién de un sistema
lentiviral basado en VIH-1 que utiliza vectores Ilentivirales
autoinactivantes. En un ejemplo, los vectores lentivirales son
creados en un sistema de transfeccién transitorio en el cual la
linea celular es transfectada con tres sistemas de expresién de
plasmidos separados. Estos incluyen el pléasmido de vector de
transferencia, que se produce de acuerdo con la presente
invencién y contienen porciones del ©provirus lentiviral
seleccionado y los casetes de expresién heterdlogos, el plasmido
de empaque o la construccién, y un plasmido con un gen de

cubierta lentiviral (ENV) que puede ser una proteina de cubierta
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o el mismo lentivirus o un virus diferente [Amado y Chen,
Lentiviral Vectors — the Promise of Gene Therapy Within Reach?
Science. 285 (5428): 674-76 (1999)]. Los tres componentes de
plésmido del vector son puestos en una célula de empague que es

luego insertada en una cubierta lentiviral.

En una modalidad, el plasmido de vector de transferencia
contiene secuencias genéticas actuantes cis necesarias para gque
el vector inserte la célula objetivo y para transferir el gen
terapéutico (o reportero) y contiene sitios de restriccidén para
la insercidén de los genes deseados. Los LTR 3' y 5', las
proteinas de cubierta original, y el promotor de secuencia gag
han sido removidos. Los plasmidos de empaque contienen los
elementos requeridos para el empaque del vector tal como
proteinas estructurales, genes de VIH (excepto el gen env que
codifica para 1la infeccidén de células T, o© el vector seria
solamente capaz de infectar estas células), y las enzimas gque
generan particulas de vector. Tipicamente, las sefiales de empaque
y sus seflales adyacentes son removidas de tal forma que las
partes responsables para empacar el ADN viral se han separado de
las partes que las activa. Asi, las secuencias de empaque no se
incorporaran en el genoma viral y el virus no se reproducira

después de que este ha infectado la célula huésped.

El tercer gen de cubierta de plédsmido de un virus diferente
especifica que tipo de célula al objetivo e infectada del lugar

de las células T, por ejemplo, la glicoproteina de virus de
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estomatitis vesicular, conocida come VSV, MLV, entre otros.
Normalmente el VIH puede infectar solamente células T ayudantes
por que ellos utilizan su proteina gpl20 para unirse al receptor
CD4. Sin embarge, es posible intercambiar genéticamente la
proteina de unién de receptor de CD4 para otra proteina que
codifica para diferente tipo de célula sobre el cual seré
desarrollada la terapia de gen. Este le da al vector lentiviral
un amplio range de células objetivo posible. Otro método de
produccién lentiviral y elementos de vector se describen en la
Solicitud de Patente Internacional No. WO 03/092582, gque se

incorpora como referencia.

AlGn otros vectores virales recubiertos se pueden producir
utilizando los métodos de estructura virales polivalentes de la
invencién. Ver, por ejemplo, "The Uses of Poxviruses as Vectors",
Current Gene Therapy, vol. 3, no. 6, pp. 583-595 (December 2003);
M. E. Perkus, et al, "Poxvirus-based vaccine candidates for
cancer, AIDS, and other infectious diseases”, Journal of

Leukocyte Biology, VoI 58, Issue 1 1-13, (1995).

ITI. Usos de Vector Viral Poclivalente

Los vectores virales polivalentes de 1la 1invencién son
formulados en la composicién que contiene una vehiculo
fisiolégicamente compatible. Estas composiciones son fdtiles en
una variedad de regimenes terapéuticos y de inmunizacién.

Ventajosamente, la expresién de los productos de gen miltiples

7
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provenientes de vectores virales polivalentes puede reducir la
cantidad del vector u otra droga como necesaria para suministrar

al sujeto para lograr el efecto bioldgico deseado.

En una modalidad, el vector viral polivalente de la
invencién contiene un casete de expresién heterdélogo que lleva un
producto terapéutico. Tal vector viral polivalente puede llevar
ademds uno o mas productos terapéuticos. Un producto terapéutico
adicional puede ser dirigido al tratamiento de 1las mismas
condiciones o© sintomas relacionades con el primer producto
terapéutico, o a una indicacidén diferente. Cuando se desea, el
producto de gen terapéutico seleccionado se puede suministrar par

modular cualquier reaccidén al vector viral polivalente.

En otra modalidad, el vector wviral polivalente de la
invencién contiene un casete de expresién heterélogo que lleva un
producto que induce una respuesta humoral y/o citotdxica a un
objetivo. Tal vector viral polivalente puede ademas llevar uno o
mas adicionales de tales productos inmunogénicos. Este segundo
producto puede ser dirigido para inducir una respuesta inmune al
objetivo, o un objetivo de reactivo al cruce. En otra modalidad,
el segqundo producto puede ser un producto terapéutico disefiado
para tratar sintomas asociados con la condicién subyacente. En
alin otra modalidad, en el segundo producto puede ser un adyuvante
para otro producto de gen suministrado por el vector viral

polivalente. En aGn otra modalidad, el segundo producto es un
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producto terapéutico suministrado para modular cualquier reaccién

del vector viral polivalente.

Como se wutiliza aqui, los moduladores inmunes incluyen
productos que modifican la reaccién del sistema inmune, por
ejemplo, a un vector viral. Ejemplos de moduladores inmunes

incluyen, por ejemplo, citoquinas e interleuquinas.

Como se utilizan aqui, los compuestos inmunomodulatorios
adecuados pueden incluir, por ejemplo, inmunoglobulinas CTLA4;
anticuerpos anti-CD4; FK506; e interleuquinas (IL), gque incluye
cualquiera de ILl1-21, por ejemplo, IL-2, IL-3, IL-4, IL-10, IL-
12, y IL-18, Por ejemplo, el IL-10 puede ser Gtil para submodular
una respuesta antiinflamatoria local; el ligando Fas puede ser
itil en subregular respuesta de c¢élulas T mediadas por

adenovirus.

AGn otras combinaciones adecuadas de productos para ser
suministradas en un vector viral polivalente de la invencidén, en
un céctel que contiene uno o mas vectores virales polivalentes de
la invencidén, o en régimen que involucra el suministro de uno o
mas vectores virales polivalente de la invencidén, serd evidente
para aquellos expertos en 1la técnica de la presente

especificacidn.

A. Vector Viral Polivalente-Suministro Mediado De Moléculas

Terapéuticas

q}b
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En una modalidad, los vectores polivalentes se administran a
humanos de acuerdo a los métodos publicados para la terapia
génica. Un vector polivalente viral que lleva miltiples de casete
de expresién heterélogos puede ser administrado a un paciente,
preferiblemente suspendido en una solucién Dbiolégicamente
compatible o un vehiculo de suministro farmacéuticamente
aceptable. Un vehiculo adecuado incluye solucidén salina estéril.
Otras soluciones de inyeccién estériles acuosas e isoténicas no
acuosas y suspensiones estériles acuosas y no acuosas conocidas
por ser vehiculos farmacéuticamente aceptables y bien conocidos
por aquellos expertos en la técnica se pueden emplear para este

propésito.

Los vectores polivalentes fueron administrados en cantidades
suficientes para transducir las <c¢élulas blancas y para
suministrar niveles suficientes de transferencia de gen ¥y
expresién para suministrar un beneficio terapéutico sin efectos
fisiolégicos adversos indebidos o médicamente aceptables, que se
pueden determinar por aquellos expertos en las ciencias médicas.
Las rutas convencionales vy farmacéuticamente aceptables de
administracién incluyen, pero no estdn limitados a, suministro
directoc a la retina y otros métodos de administracién
intraocular, suministro directo al higado, inhalacién intranasal,
intravenosa, intramuscular, intratraqueal, subcuténea,
intradérmica, rectal, oral y otras rutas parentales de

administracién., Las rutas de administracién se pueden combinar,

w3
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si se desea, o ajustar dependiendo del producto del gen o 1la
condicidn. La ruta de administracién dependerd principalmente de

la naturaleza de la condicién a ser tratada.

Las dosis del vector viral dependerén principalmente de
factores tales como la condicidn a ser tratada, la edad, peso y
salud del paciente, y puede variar de esta manera entre
pacientes. Por ejemplo, una dosis veterinaria o de humano adulto
efectiva terapéuticamente del vector viral estd generalmente en
el rango de aproximadamente 100 pL a aproximadamente 100 mL de un
portador que contiene concentraciones de aproximadamente 1 x 108
a aproximadamente 1 x 10'° particulas, aproximadamente 1 x 10! a
1 x 10" particulas, o aproximadamente 1 x 10° a 1 x 10
particulas de virus. Las dosis variaran de rango dependiendo del
tamafic del animal y la ruta de administracién. Por ejemplo, una
dosis veterinaria o para humanoc adecuada (un animal de
aproximadamente 80kg) para inyeccién intramuscular estd en el
rango de aproximadamente 1 x 10 a aproximadamente 5 x 10'?
particulas por mL, para un sitio sencillo. Opcionalmente
miltiples sitios de administracién se pueden suministrar. En otro
ejemplo una dosis veterinaria o para humano adecuada puede estar
en el rango de aproximadamente 1 x 10!! a aproximadamente 1 x 10%°
particulas para una formulacién oral. Un experto en la técnica
puede ajustar estas dosis, dependiendo de la ruta de
administracién, y la aplicacién terapéutica o de vacuna para la
cual se emplea el vector recombinante. Los niveles de expresién

del producto terapéutico, o para un inmunégeno, el nivel de
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anticuerpo circulatorio, se pude monitorear para determinar la
frecuencia de administracién de dosis. Todavia otros métodos para
determinar el tiempoc de frecuencia de administracién seran

fécilmente evidentes para un experto en la técnica.

En una modalidad, el vector viral polivalente contiene un
casete de expresién heterdlogo dque codifica un producto
terapéutico y un casete de expresidén heterdlogo que codifica un
modulador inmune. El modulador inmune seleccionado se define aqui
como un agente capaz de inhibir la formacién de anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra el vector recombinante de esta
invencién o capaces de inhibir la eliminacién del linfocito T
citolitico (CTL) del vector. El modulador inmune puede interferir
con las interacciones entre los subconjuntos auxiliares T (Ty ©
T2} Yy las células B inhibir 1la formacién de anticuerpo
neutralizante. Alternativamente, el modulador inmune puede
inhibir la interaccién entre las células Ty y CTL para reducir
la ocurrencia de eliminacién CTL del vector. Una variedad de
moduladores inmunes Gtiles y dosis para uso del mismo se
describen, por ejemplo, en Yang et al., J.Virol, 70(9) (Sept.,
1996); Publicacién de Patente Internacional No. WO 96/12406,
publicada en Mayo 2,1996; y Publicacién de Patente Internacional

No. WO 96/26285.

1. Producto Terapéutico

%
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Los productos terapéuticos Gtiles codificados por el casete de
expresién heterdlogo incluyen hormonas y factores de crecimiento
y diferenciacién que incluyen, sin limitacién, insulina,
glucagdén, hormona de crecimiento (GH), hormona paratiroide ({(PTH),
factor de liberacidn de hormona de crecimiento (GRF), hormona de
estimulacién de foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH),
gonadotropina cloridénica humana (hCG), factor de crecimiento
endotelial wvascular (VEGF), angiopoyetinas, angicestatinas,
factor de estimulacién de colonia de granulocito (GCSF),
eritropoyetina (EPQ), factor de crecimiento de tejide conector
(CTGF), factor de crecimiento de fibroblasto bésico (bFGF),
factor de crecimiento de fibroblasto acidico (aFGF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
transformacién o (TGF o), factor de crecimiento derivado de
plaqueta (PDGF), factores de crecimiento de insulina I y II (IGF-
I y IGF-II), una cualquiera de la superfamilia de factor de
crecimiento de transformacidén, que incluye TGF, activinas,
inhibinas o cualquiera de las proteinas morfogénicas de hueso
(BMP) BMPs 1-15, uno cualquiera de la familia de factor de
diferenciacién heregluin/neuregulin/ARIA/neu (NDF) de factores de
crecimiento, factor de crecimiento de nervios (NGF), factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofinas NT-3 y
NT-4/5, factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor neurotréficeo
derivado de lineas de células gliales (GDNF), neurturina, agrina,
una cualquiera de la familia de semaforinas/colapsinas, nentrin-1
y nentrin-2, factor de crecimiento hepatocito (HGF), efrainas,

noggin, gamua sénica e hidroxilasa tirosina.

e
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Otros productos de gen iGtiles incluyen proteinas que regulan
el sistema inmune que incluyen, sin limitacién, citoquinas vy
linfoquinas tales como trombopoyetina (TPO), interleuquinas {IL)
IL-I a IL-25 {que incluyen, por ejemplo, IL-2, IL-4, IL-12 y IL-
18), proteina timioatractiva monocito, factor de inhibidor de
leucemia, factor de estimulacidn de colonia macréfago-
granulosito, ligando Fas, factores de necrosis de tumor vy,
intereferones, y, factor de célula madre, ligando flk-2/f1t3.
Productos de gen producidos por el sistema inmune también son
itiles en la invencidn. Estos incluyen, sin limitacién,
inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, inmunoglobulinas
guiméricas, anticuerpos humanizados, anticuerpos de <cadena
sencilla, receptores de célula T, receptores de célula T
quiméricos, receptores de célula T de cadena sencilla, moléculas
MHC clase I y clase II, asi como también inmunoglobulinas
construidas por ingenieria y moléculas MHC. Productos de gen
ititiles también incluyen proteinas reguladoras de complemento
tales como proteinas reguladoras de complemento, proteinas de
cofactor de membrana (MCP), factor acelerante de descomposicidn

(DAF), CR1, CF2 y CD59.

Todavia otros productos de gen Q4tiles incluyen uno
cualquiera de los receptores para las hormonas, factores de
crecimiento, citoquinas, linfoquinas, proteinas reguladoras vy
proteinas de sistema inmune. La 1nvencién abarca receptores para

regulacidén de colesterol, que incluyen receptor de lipoproteina
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de baja densidad (LDL), receptor de lipoproteina de alta densidad
(HDL), receptor de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), y el
receptor necrdofago. La invencién también abarca productos de gen
tales como miembros de la superfamilia de receptores de hormona
estercide que i1ncluye receptores de glicocorticoide y receptores
de estrdégeno, receptores de vitamina D y otros receptores
nucleares. Adicionalmente, los productos de gen ftiles incluyen
factores de trascripcién tales como factor de respuesta de suero,
jun, fos, max, mad, AP-I, AP2, myb, MyoD y miogenina, proteinas
que contienen ETS-box, TFE3, E2F, ATFl, ATF2, ATF3, ATF4, ZF5,
NFAT, CREB, HNF-4, C/EBP, SPl, proteinas de unién CCAAT-box,
factor de regulacién de interferon (IRF-1I1), proteina de tumor
Wilms, proteina de unién ETS, proteinas de unién STAT, GATA-box
por ejemplo, GATA-3, y familia “forkhead” de proteinas de hélice

aladas.

Otros productos de gen dtiles incluyen, sintasa carbamoilo
I, ornitina transcarbamilasa, sintasa arginosuccinato, 1liasa
arginosuccinato, arginasa, hidrolasa fvmarilacetacetato,
hidroxilasa fenilalanina, alpha-1 antitripsina, glucosa-6-
fosfatasa, deaminasa porfobilinogeno, factor VIII, factor IX,
cistationa Dbeta-sintasa, descarboxilasa setoacida de cadena
ramificada, albumina, deshidrogenasa isovaleril-coA, carboxilasa
CoA propionilo, metil malonilo CoA mutasa, deshidrogenasa CoA
glutarilo, insulina, beta-glucosidasa, <carboxilate piruvato
fosforilasa hepética, quinasa fosforilasa, descarboxilasa

glicina, H-proteina, T-proteina, una secuencia reguladora de
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transmembrana de fibrosis cistica (CFTR), y una secuencia de cADN

distrofina.

Otros productos de gen f{tiles incluyen polipéptidos de
ocurrencia no natural, tal como polipéptidos quiméricos o
hibridos que tienen una secuencia de aminodcido de ocurrencia no
natural gque contiene inserciones, eliminaciones o sustituciones
de aminodcidos. Por ejemplo, pueden Ser fitiles inmunoglobulinas
construidas por ingenieria de cadena sencilla en ciertos
pacientes inmunocomprometidos. Otros tipos de secuencias de gen
de ocurrencia no natural incluyen moléculas de antisentido y
dcidos nucleicos cataliticos tales como ribosomas que se pueden
utilizar para reducir la sobre expresién de un objetivo. La
reduccién y/o modulacién de la expresién de un gen es
particularmente deseable para tratamiento de trastornoes
hiperproliferativos caracterizados por células
hiperproliferativas, como  son los canceres y soriasis.
Polipéptidos objetivo incluyen aquellos polipéptidos que se
producen exclusivamente o© en niveles mayores en células
hiperproliferativas comparadas con células normales. Antigenos
objetivo incluyen polipéptidos codificados oncégenos tales como
myb, myc, fyn, y el gen de translocacién becr/abl, ras, src, P53,
neu, trk y EGRF. Adicionalmente a los productos oncogen como los
antigenos objetivos, polipéptidos objetivo para tratamiento
anticéncer y regimenes protectores incluyen regiones variables de
anticuerpos hechos por linfomas de célula B y regiones variables

de de receptores de célula T de linfomas de células T que, en
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algunas modalidades, también se utilizan como antigenos objetivos
para enfermedades autoinmunes. Otros polipéptidos asociados con
tumor se pueden utilizar como polipéptidos objetivo tales come
polipéptidos que se encuentran en niveles mayores de células de
tumor que incluyen el polipéptido reconocido por el anticuerpo

monoclonal 17-la y polipéptidos de unién de folato.

Otros polipéptidos terapéuticos adecuados y proteinas gque
pueden ser 1dtiles par tratar individuos que sufren de
enfermedades y trastornos autoinmunes al conferir una respuesta
inmune protectora de amplio espectro contra objetivos que se
asocian con receptores de c¢élula que incluyen autoinmunidad y
células que producen anticuerpos autodirigidos. Las enfermedades
autoinmunes mediadas por célula T incluyen artritis reumatoide
(RA), esclerosis miltiple (MS), sindrome de Sjdgren, sarcoidosis,
diabetes melitus dependiente de insulina (IDDM), tiroiditis
autoinmune, artritais reactiva, espundiritas anquilosante,
escleroderma, poliomiositis dermatomiositis, soriasis,
vasculitis, granulomatosis de Wegener, enfermedad de Crohn y
colitis ulcerativa. Cada una de estas enfermedades se caracteriza
por receptores de célula T (TCR) que se unen a antigenos
endégenos e inician la cascada inflamatoria asociadas con

enfermedades autoinmunes.

Los vectores virales polivalentes de la invencién son
particularmente bien adecuados para regimenes terapéuticos en los

que miltiples suministros mediados-virales de productos de gen se
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desea, por ejemplo, en regimenes que involucran readministracién
del mismo producto o© regimenes de combinacién que involucran

suministro de otros productos de gen.

B. Suministro Mediado Por Viral Polivalente de Productos de

Gen Inmunogénico

Los vectores virales polivalentes de la invencién también se
pueden emplear como composiciones inmunogénicas. Como se utiliza
agui, una composicién inmunogénica es una composicién a la que
una respuesta humoral (por ejemplo, anticuerpos) o celular {(por
ejemplo, una célula T citotdxica) se monta a un producto
administrado mediante la composicién inmunogénica luego de
administrar a un mamifero, y preferiblemente un primate. La
presente invencidén suministra un vector viral polivalente que
puede contener en cualquiera de sus eliminaciones de secuencia de
adenovirus un primer casete de expresidén heterdlogo que codifica
un inmunégeno deseado. El1 vector viral polivalente puede
adicionalmente contener un casete de expresién heterdlogo que
codifica un adyuvante para el inmunégeno, productos inmunogénicos
adicionales, un producto terapéutico, o un producto que subregula

una respuesta inmune al vector viral polivalente.

Cuando el vector viral polivalente es un vector adenoviral
polivalente adecuado para wuso como una vacuna de virus
recombinante viva en especies animales diferentes ceomparada con

un adenovirus de origen humano, pero no se limita a tal un uso.
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Los virus polivalentes recombinantes se pueden utilizar como
e

vacunas terapéuticas o profildcticas contra cualquier patdgeno

para el cual el antigenoc crucial para induccién de una respuesta

inmune y capaz de limitar la extensidén del patégeno se ha

identificado y para el cual el cADN estd disponible.

Tales composiciones de wvacuna {u otros inmunogénicos) se
formulan en un vehiculo de suministro adecuado, como se describid
anteriormente. De forma general las dosis para las composiciones
inmunogénicas estdn en el rango definido anteriormente para las
composiciones terapéuticas. Los niveles de inmunidad del gen
seleccionados se pueden monitorear para determinar la necesidad,
si existe, de refuerzo. Luego de una evaluacién de los tituleos de
anticuerpo en el suero, puede ser deseable i1inmunizaciones por

refuerzos opcionales.

Opcionalmente, una composicién de vacuna de la invencién se
puede formular para contener otros componentes, que incluye, por
ejemplo, adyuvantes, estabilizadores, ajustadores de pH,
preservativos y similares. Tales componentes son bien conocidos
por aquellos expertos en la técnica de vacunas. Ejemplos de
adyuvantes adecuados incluyen, sin limitacién, liposomas,
altmina, lipido A monofosforilo, Y cualquier factor
biolégicamente activo, tal como citoquina, una interleoquina, una
quimosina, unos ligandos, y opcionalmente combinaciones de estos.
Ciertos de estos efectos biclogicamente activos se pueden

expresar in vivo, por ejemplo, por via de un plasmado © vector
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viral. Por ejemplo, tal un adyuvante se puede administrar con una
vacuna de ADN iniciadora que codifica un antigeno para mejorar la
respuesta inmune especifica de antigeno comparada con la
respuesta inmune generada luego de iniciacidén con una vacuna de

ADN que codifica solo el antigeno.

Los vectores virales polivalentes se administran en una
“cantidad inmunocgénicas”, que es, una cantidad del vector viral
polivalentes que es efectiva en una ruta de administracién para
transfectar las células deseadas y suministrar niveles
suficientes de expresioén del gen seleccionado para inducir una
respuesta inmune. En donde se suministre wuna inmunidad
protectora, los vectores virales polivalentes se considera que
son composiciones de vacuna (itiles en la prevencién de infeccidn

y/o enfermedades recurrentes.

Alternativamente, o en adicidn, los vectores de la invencidn
pueden contener un gen que codifica un péptido, polipéptido o
proteina que induce una respuesta inmune a un inmundgeno
seleccionado. Los vectores adenovirales polivalentes de esta
invencién se espera gque sean altamente eficaces en inducir
células T citoliticas y anticuerpos para ser insertados en la

proteina antigénica heterdlogo expresada por el vector.

Por ejemplo, se pueden seleccionar inmundégenos de wuna
variedad de familias virales. Ejemplos de familias virales contra

tal una respuesta inmune podria ser deseable incluir, la familia
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picornavirus, que incluye el ©Norwalk rinovirus, que son
responsables de cerca del 50% de los casos del resfriado comin;
el género enterovirus, que incluye poliovirus, coxsackievirus,
ecovirus, y enterovirus humano tal como virus de la Hepatitis A;
Y el género aptovirus, que son responsables de enfermedades de
pie y boca, principalmente en animales no humanos. Dentro de la
familia picornavirus, los antigenos objetivos incluyen el VPIL,
VP2, VP3, VP4, y VPG. Otra familia wviral aincluye, la familia
calcivirus, gque abarca el grupo Norwalk de wvirus, gque son un
agente causante de gastroenteritis epidérmica. Todavia otra
familia viral deseable para uso en antigenos objetivo para
inducir respuesta inmune en humanos y animales no humanos es la
familia togavirus, que incluye el género alfavairus, que incluye
virus Sindbis, virus RossRiver, y virus de la encefalitis equina
del este y oeste Venezolano, y rubivirus, que incluyen virus de
la rubéola. La familia flaviviridae incluye dengue, fiebre
amarilla, encefalitis Japonesa, encefalitis de St. Louis y virus
de la encefalitis y virus de la fiebre ocurrente de Africa. Otros
antigenos objetivos se pueden generar a partir del virus de la
Hepatitis C [ver, por ejemplo, Solicitud De Patente
Estadounidense Publicada No. Us2003/190606 (Octubre 9, 2003); US
2002/081568 (Junio 27, 2002)] o la familia de conoravirus, que
incluyen un nimero de virus no humano tal comc virus de 1la
bronquitis infecciosa (aves de corral), virus gastroentérico
transmisible a porcinos (cerdos), virus de la encefalomielitis
hemaglutinante porcina (cerdos), virus de la ©peritonitis

infecciosa de felinos (gatos), coronavirus entérico felino
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(gatos), coreonavirus canino (perro), y coronavirus respiratorio
humano, que puede originar el resfriado comin y/o Hepatitis A, B
o C, y el agente causante putativo del sindrome respiratorio
repentino agudo (SARS). Dentro de la familia de coronavirus, los
antigenos objetivos incluyen el El (también llamado M o proteina
matriz), E2 (también llamado S o proteina Spike), E3 (también
llamado HE o elterosa-hemaglutinina) glicoproteina (no presente
en todos los coronavirus), © N {(nucleocépsidos). Todavia otros
antigenocs se pueden objetivar contra la familia rabdovirus que
incluye el género vesiculovirus (por ejemplo, Virus De La
Estomatitis Vesicular), y el 1lisavirus general (por ejemplo,
rabia)}. Dentro de la familia rabdovirus, se pueden derivar
antigenos adecuados a partir de la proteina G o la proteina N. la
familia folivoridae, que incluye virus de la fiebre hemorrdgica
tal como virus Marburg y Ebola, pueden ser fuente adecuada de
antigenos. La familia paramixovirus incluye parainfluenza Virus
Tipo 1, parainfluenza Virus Tipo 3, Virus parainfluenza bovino
Tipo 3, rubulavirus (virus de la paperas), Virus parainfluenza
Tipo 2, Virus de parainfluenza Tipo 4, virus de la enfermedad
Newcastle (gallinas), peste bobina, morbilivirus, que incluyen
sarampién y moquillo canino, y neumovirus, que incluyen virus
respiratorio sincitial. El virus de la influenza se clasifica
dentro de 1la familia ortomixovirus y es fuente adecuada de
antigeno (por ejemplo, la proteina HA, la proteina Nl1). La
familia buniavirus incluye el génerc buniavirus (encefalitis de
California, la Crosse), flebovirus (Fiebre del Valle Rift),

hantavirus (puremala es un virus de la fiebre de hemahagina),
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nairovirus (virus de las orejas de Nairobi) y varios bungavirus
no asignados. La familia arenavirus suministra una fuente de
antigenos contra virus de la fiebre LCM y Lassa. La familia
reovirus incluye el género reovirus, rotavirus (que origina
gastroenteritis aguda en nifios), orbivirus, cultivirus (fiebre de
la Garrapata de Colorado, Lebombc (humanos), encefalitis equina,

lengua azul).

La familia retrovirus incluye la subfamilia oncorivirinal
que abarca tales enfermedades veterinarias y de humanos como
virus de la leucemia felina, HTLVI y HTLVII, lentivirinal {(que
incluye virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la
inmunodeficiencia de simios (SIV), virus de la inmunodeficiencia
felina (VIF), virus de anemia infecciosa equina, Y
espumavirinal). Entre los lentivirus, muchos antigenos adecuados
se han descrito y se pueden seleccionar fidcilmente. Ejemplos de
antigenos VIH y SIV adecuados incluyen, sin limitacién el gag,
pel, Vvif, Vpx, VPR, Env, Tat, Nef, y proteinas Rev, asi como
también varios fragmentos de estos. Por ejemplo, fragmentos
adecuados de la proteina Env pueden incluir cualquiera de sus
subunidades tales como el gpl20, gpl60, gpd4l, o fragmentos mas
pequefios de estos, por ejemplo, de al menos aproximadamente 8
aminoadcidos de 1longitud. De forma similar fragmentos de esa
proteina se pueden seleccionar. |[Ver, Patente Estadounidense
5,891,994 y Patente Estadounidense 6,193,981]. Ver, también, las
proteinas VIH y SIV descritas en D. H. Barouch et al, J. Virol.,

75(5):2462-2467 (Marzo 2001}, y R. R. BAmara, et al, Science,
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292:69-74 (6 Abril 2001). En otroc ejemplo, las proteinas
inmunogénicas VIH y/o SIV o péptidos se pueden utilizar para
formar proteinas de fusidén y otras moléculas inmunogénicas. Ver,
por ejemplo, el VIH-1 Tat y/o proteinas de fusién Nef y regimenes
de inmunizacidn descritos en la Publicacion de Patente
Internacional No. WO 01/54719, publicada en Agosto 2, 2001, y la
Publicacién de Patente Internacional No. WO 99/16884, publicada
en Abril 8, 1999. La invencién no se limita a las proteinas
inmunogénicas VIH y/o SIV o péptidos descritos aqui,
Adiciconalmente, una variedad de modificaciones a estas proteinas
se ha descritoc o se puede hacer facilmente por un experto en la
técnica. Ver, por ejemple, la proteina gag modificada que se
describe en la Patente Estadounidense No. 5,972,5%96.
Adicionalmente, cualquier inmunégeno VIH y/o SIV deseado se puede
suministrar solo o en combinacién. Tales combinaciones pueden
incluir la expresién de un vector sencillo o de miltiples

vectores.

Opcionalmente, otra combinacidén puede incluir el suministro
de uno o mé&s inmundégenos expresados con el suministro de una o
mds inmunégenocs en forma de proteina. Tales combinaciones se
discuten en méds detalle adelante. La familia papovavirus incluye
la subfamilia poliomavirus (virus BKU y JCU) y la subfamilia
papilomavirus (asociada con canceres o progresién maligna de
papilomas). Por ejemplo, los antigenos de papilomavirus y
combinaciones de estos se han descrito. Ver, por ejemplo,

Solicitud Estadounidense Publicada No. 2003/129199 (Julio 10,
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2003); Solicitud Estadounidense Publicada No. 2002/18221

(Diciembre 15 2002); Patente Estadounidense No. 6,342,224.

La familia adenovirus incluye virus (EX, AD7, ARD, 0.B.) que

originan enfermedades respiratorias y/o enteritis. El1 parvovirus

felino de la familia parvovirus (enteritis felaina),
panleucopeniavirus felina, parvovirus canina, y parvovirus
porcina. La familia herpesvirus incluye la subfamilia

alfaherpesvirinae, gque abarca el géneroc simplexvirus (HSVI,

HSVII), varicellovirus (seudorabia, varicela zoster) y 1la
subfamilia betaherpesvirinae, que incluye el género
citomegalovirus (HCMV, muromegalovirus) y la subfamilia

gammaherpesvirinae, que incluye el género limfocriptovirus, EBV
(linfoma de Burkitts), rinotraqueitis infecciosa, wvirus de 1la
enfermedad de Marek, y radinovirus. La familia poxvirus incluye
la subfamilia cordopoxvirinae, que abarca el género ortopoxvirus
(Vvariola (Smallpox) y Vaccinia (viruela wvacuna)), parapoxvirus,
avipoxvirus, capripoxvirus, leporipoxvirus, suipoxvirus, y la
subfamilia entomopoxvirinae. La familia hepadnavirus incluye el
virus de la Hepatitis B. Un virus no clasificado puede ser fuente
adecuada de antigenos es el virus delta de la Hepatitis. Todavia
otras fuentes virales pueden incluir virus de la bursitis
infecciosa aviar y virus del sindrome reproductivo y respiratorio
porcino. La familia alfavirus incluye virus de arteritis equina y

varios virus de encefalitis.
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La presente invencién también abarca inmundégenos que S5son
Gtiles para inmunizar un humano o animal no humano contra otros
patégenos que incluyen bacterias, hongos, mlcroorganismos
pardsitos o pardsitos multicelulares que infectan a los
vertebrados humanos y no humanos, o de una c¢élula de céncer o
célula de tumor. Ejemplos de patégenos bacteriales incluyen cocci

gran positivo patogénico incluye pneumococci; staphylococeci; vy

streptococci. Cocci patogenico gran negativo incluye
meningococcus, gonococcus. Bacili gran negataivo enterico
patogenico incluye enterobacteriaceae; seudomonas,

acinotobacteria y eikenela; melioidosis; salmonella; shigella;
haemophilus; moraxella; H. ducreyir (que origina chancro);
brucella; Franisella tularensis (que origina tularemia); yersinia
(pasteurella); streptobacillus moniliformis y spirillum; bacilos
gran positivos incluyen listeria monocitogenes; erysipelothrix
rhusiopathiae; Corynebacterium diphtheria (difteria); colera; B.
anthracis (antrax); donovanosis (granuloma inguinal); Y
bartonellosis. Enfermedades originadas por bacterias anaerdbicas
patogénicas incluyen tetano; botulismo; otro Clostridia;
tuberculosis; lepra; y otras micobacterias. Enfermedades
espirocetales patogénicas incluyen sifilis; treponematosas:
sifilis frambesia, pinta y endémica; y leptospirosis. Otras
infecciones originadas por bacterias patdgenos mayores y hongos
patogénicos incluyen actinomicosis; nocardiosis; criptococcosis,
blastomicosis, histoplasmosis y coccidioidomicosis; candidiasis,
aspergilosais, y mucormicosis; sporotrichosis;

paracoccidiodomicosis, petrielidiosis, torulopsosis, micetoma y

£4
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cromomicosis; y dermatofitosis. Infecciones Rickettsial incluyen
fiebre de Tifus, fiebre maculosa de las Montanas Rocosas, fiebre
Q, y Rickettsialpox. Ejemplos de infecciones por micoplasma y
clamidial incluyen: micoplasma pneumcniae; limfogranuloma
venereum; sittacosis; e infecciones <clamidial perinatales.
Eucariotes patogénicos abarcan protczoo patogénicos y helmintos e
infecciones producidas por esos incluyen: amibiasis; malaria;
leishmaniasis: tripanosomiasis; toxoplasmosis; Pneumocystis
carinii; Trichans; Toxoplasma gondii; babesiosis; giardiasis;
trichinosis; filariasis; squistosomiasis; nematodos; trematodos o

“fluyes”; e infecciones por “cestode" (tenia).

Muchos de estos organismos y/o toxinas producidas por estos
se han identificado por lo centro de control de enfermedades
[(CDC), Departamento de Salud y Servicios Humanos, USA], como
agentes que tiene potencial para uso en ataques bioldégicos. Por

ejemplo, algunos de estos agentes biolégicos, incluyen, Bacillus

anthracis (antrax), Clostridium botulinum y su toxina
(botulismo), Yersinia pestis (peste), variola major (virula),
Francisella tularensis (tularemia), y fiebre hemorragica viral

[filovirus (por ejemplo, Ebola, Marburg], y arenavirus [por
ejemplo, Lassa, Machupo]), todos 1los cuales se clasifican
actualmente como agentes de categoria A; Coxiella burnetii
(fiebre Q); especies Brucella (brucelosis), Burkholderia malleil
(muermo), Burkholderia pseudomallei (meloidosis), Ricinus
communis ysu toxina (toxina ricino), Clostridium perfringens y su

toxina (toxina epsilon), especies Staphylococcus y sus toxinas

éo
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(enterotoxina B), Chlamydia psittaci (sitacosis), amenazas de
seguridad al agqua {por ejemplo, Vibrio cholerae, Crytosporidium
parvum), fiebre Tifo (Rickettsia powazekii), y encefalitis viral
(alfavirus, por ejemplo, encefalitis equina Venezolana;
encefalitis equina del este; encefalitis equina del oeste); todas
las cuales se clasifican actualmente como agentes de Categoria B;
y virus Nipan y hantavirus, que se clasifican actualmente como
agentes de Categoria C. Adicionalmente, otros organismos, que
también se clasifican o se clasifican en forma diferente, se
pueden identificar y/o utilizar para tal un propdsito en el
futuro. Se entenderd facilmente que los vectores virales y otras
construcciones descritas aqui son QGtiles para suministrar
antigenos a partir de estos organismos, virus, sSus toxinas u
otros subproductos, que evitaran y/o trataran la infeccién u

otras reacciones adversas con esos agentes bioldgicos.

Administracién de 1los vectores de la invencién para
suministrar inmundgenos contra la regién variable de las células
T elicita wuna respuesta inmune que incluye linfocitos T
citotéxicos (CTL) para eliminar aquellas c¢élulas T. en la
artritis reumatoide (RA), varias regiones variables especificas
del receptor de célula T (TCR) que se involucra en la enfermedad
se han caracterizado. Estos TCR incluyen V-3, Vv-14, v-17 y Va-17.
Asi, el suministro de una secuencia de &cido nucleico que
codifica al menos uno de estos polipéptidos elicitara una
respuesta inmune que objetivara a la célula T involucradas en RA,

En esclerosis miltiple (MS), varias regiones especificas de TCR

of
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que estdan involucradas en la enfermedad se han caracterizado.
Estos TCR incluyen V-7 y Va-10. Asi, el suministro de una
secuencia que &acido nucleico que codifica al menos uno de estos
polipéptidos elicitard una respuesta inmune que objetivara 1las
células T involucradas en MS. En escleroderma, varias regiones
especificas de TCR que estan involucradas en la enfermedad se han
caracterizado. Estos TCR incluyen V-6, V-8, V-14 y Va-16, Vo-3C,
Vo-7, Va=14, Va-15, Va-16, Voa-28 y Va-12. Asi, el suministro de
un adenoviruas de simio recombinante que codifica al menos uno de
estos polipéptidos elicitard una respuesta inmune que objetivara

las células T involucradas en la escleroderma.

Los siguientes ejemplos 1lustran 1la clonacién de los
adenovirus polivalentes y la construccién de vectores adenovirus
polivalentes de ejemplo de la presente invencién. Estos ejemplos
son solo ilustrativos, y no limitan el alcance de la presente

invencién.

EJEMPLOS

Como se ilustra en las Figuras 1 y 2, el vector basado en
Pan9 de adenovirus de chimpancé se construye como un vector de
transferencia de polivalente de acuerde con la presente

invencién.

A. CONSTRUCCION DE MOLECULA DE ADN CON CASETES MOVILES

&
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Con referencia a la Figura 1, se selecciona un plésmido de
estructura que lleva el genoma viral Pan9 de adenovirus de
chimpancé, que tiene un casete marcador de proteina fluorescente
verde mutante (GFP) en el sitio de la regaidén del gen E1 Pan9, la
hormona poli A de crecimiento bovino, y una eliminacidén E3
parcial. Este plasmado se describe en mads detalle en la

Publicacién de Patente Internacional WO 2003/046124.

El pPan9-pkGFP se digiere con Avrll (Figura lA) para remover
la regién E3 del Pan9 gque se clona en pSL1180 [obtenido
comercialmente de Pharmacia), para formar pSL1180-Pan8-Avr(II),

que contiene el gen de resistencia a la ampicilina.

El plasmido RSV-Red2 contiene un promotor RSV, un promotor
lac que controla el producto AsRed2 (Lac-AsRed2), flanqueado por
un sitio I-Scel y PI-PspI, seguido por SvV4Q poli A. este plasmado
pRSV-Red2 se construye al clonar el promotor RCV en una
construccién de plasmido de pUCl9 y pkRFP (Clontech). El plasmido
pSL 1180-Pan9-Avr(II) se digiere por Nrul (Figura 1B) para
liberar el fragmento Pan9% E3, se digiere el pRSV-Red2 con Pvull ¥y
Hpal (Figura 1C) para liberar el casete I-SceI-RSV-lac-AsRed2-PI-
Scel y religar para formar un plésmido SL 1180-Pan9-Avr(II)
pkRFP, que contiene el gen de resistencia a la amplicilina, y el

casete I-Scel-RSV-lac-AsRed2-PI-Scel en el sitio de la regidén E3.

También resultando de la digestidén del Avrll del pPan9-pkGFP

descrita anteriormente estd un plasmido que contiene el genoma

2
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viral Pan9 que tiene eliminacidén en la regidén E3 (Figura 1D);
luego de la religacién, el plasmido resultante se denomina pPan9-
pkGFP-Avr({(II). Este plésmido y el plasmido pSL 1180-Pan9-
Avr(II)pkRFP se digieren con Avrll (Figura 1lE) y se religan para
formar un plasmido sencillo que ceontiene el gen reportero GFP en
el locus El y el gen reportero RFP en el locus E3. El plasmido
resultante se denomina pPan9-(El)-pkGFP-(E3)}pkRFP. Al seleccionar
colonias que expresan proteinas amarillas, selecciona una para
vectores que expresan las proteinas fluorescentes verde vy

amarilla.

Este disefio permite el lanzamiento facil en los casetes de
expresién de antigeno y la seleccién de colonia basada en color
conveniente de recombinantes, que serdn adecuados para la

creacidén de vector de alto rendimiento.

B. CONSTRUCCION DE VECTOR DE TRANSFERENCIA POLIVALENTE

Con el fin de construir un vector de transferencia
polivalente de 1la invencién, un primer casete de expresién
heterélogo seleccionado se clona en un sitio apropiado en un

vector de lanzamiento.

Con referencia a la Figura 2, esta se ilustra al clonar
*antigeno 1” en un plésmido gque contiene miltiples sitios de
clonacién, seleccionar el sitio flanqueado por los sitios de

enzima de restriccidén que corresponde a aquellas en la regidn

&t
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deseada de la molécula de ADN producida de acuerdo con la parte A

anterior, es decir flangueada por los sitios I-Ceul y PI-Scel.

Un segundo casete de expresién heterdlogo (antigeno 2) se
clona en un vector apropiade (por ejempleo, pUC19-RSV) entre los

sitios I-Scel.

Luego de la digestién con las enzimas apropiadas, los
vectores que contienen 1los casetes de expresidén heterdlogos
deseado se pueden seleccionar por medios colorimétricos. Méas
particularmente, asl colonias que expresan el rojo luego de
excitacién con la longitud de onda apropiada de luz indican la
presencia de vectores en los que los casetes de méviles que
contienen el GFP se han reemplazado con antigeno 1, pero el
casete mévil que contiene el RFP se ha retenido. Las colonias que
expresan verde lueqgqo de excitacién con la longitud de onda
apropiada de luz aindican la presencia de vectores en los que el
casete mévil gque contiene el RFP se ha reemplazado con el
antigeno, pero el casete mévil que contienen el GFP se ha
retenido. Las colonias que aparecen objetivos después de
excitacién con luz de la longitud de onda apropiada para el GFP y
el RFP indican vectores en los que ambos casetes méviles se han
reemplazado con casete de expresién heterdlogo. Asi, al
seleccionar las colonias blancas, uno puede rapidamente y
exactamente seleccionar los vectores de transferencia polivalente

de la invencién.
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C. ESTUDIO DE IMPACTC DE UBICACION (E1 O E3) Y ORIENTACION

DE CASETES DE TRANSGEN EN LA EXPRESION DE ANTIGENO

Se clonan casetes de expresidén CMV-hAIAT idénticos en el
locus El1 del vector Pan9 El-eliminado {(también denominados en C9)
y el locus E3 del vector C9 E1/E3 eliminado separadamente. Los
virus C9 recombinantes que expresan AlAT de diferentes lugares se
producen e 1nyectan en ratones C57BL/6 intravenosamente en una
dosis de 1x10'' pts/ratén. Se extrae sangre de los animales en
los dias 3 y 7 postransferencia de gen y niveles de suero hAIAT
se miden para comparacién. Los datos revelan gque el hAIlAT
expresado de locus E3 actualmente fue al menos dos veces mayor

gue aquel del locus El. Ver, Figura 3:

El procesc de clonacién de la invencidén tiene un sistema de
seleccidén de color dual conveniente para los recombinantes del
vector mono o pelivalente. Adicionalmente, estos datos demuestran
que no hay efecto de pendiente de locus negativo en la expresién

del transgén en vectores de adenovirus de simio.

Todas las publicaciones citadas en esta especificacidn, y la
lista de secuencias, se incorporan aqui como referencia. Mientras
que no se ha descrito la invencién con referencia a modalidades
particulares, se apreciara que se pueden hacer modificaciones sin
apartarse del espiritu de la invencién. Tales modificaciones se

pretende caigan dentro del alcance de las reivindicaciones

adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Una estructura de plésmido polivalente que comprende:

(a) un primer casete mévil ubicado en un primer locus de un
genoma viral, dicho primer casete mévil comprende
secuencias de &acido nucleico gue comprenden un primer gen
reportero detectable ligado a secuencias que dirigiréan la
expresién de este, dicho casete mévil se flanquea mediante
un primer conjunto de sitios de enzima de restriccidn
raros compuestos de dos sitios de enzima de restriccién

raros; y

(b)un segundo casete mévil ubicado en un segundo locus del
genoma viral, dicho segundo casete mévil comprende
secuencias de acido nucleico que comprende un segundo gen
reporterc detectable ligado operablemente a las secuencias
que dirigirdn la expresidn de este, dicho casete mévil se
flanquea mediante un segundo conjunto de sitios de enzima
de restriccidén raros compuestos de dos sititos de enzima

de restriccidén raros;

en donde el producto de dicho primer gen reportero
detectable y el segundo gen reportero detectable son

distinguibles, y
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en donde le primero y sequndo conjunto de sitios de enzima

de restriccidén raros difieren.

2. La estructura de plasmido polivalente de acuerdo con la
reivindicacién 1, comprende adicionalmente tres o mas

lugares.

3. La estructura de plasmido de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde el primero y sequnde locus de
ubican en diferentes regiones de gen dentro del genoma

viral.

4, La estructura de plasmido de acuerdo con la
reivindicacaién 1, en donde el primero y segundo locus de
ubican en diferentes cuadros de lectura abierta dentro de

una regidén de genoma <iinico del genoma viral.

5. La estructura de pléasmido de acuerdo con 1la
reivindicacién 1, en donde el primero y segunde locus de
ubican dentro de un cuadro de lectura abierto Gnico de una
regién de gen del genoma viral y no son contiguos con

otro.

7. La estructura de plasmido de acuerdo con la
reivindicacién 1, se diferencian de otro por color de

producto.

-
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8. La estructura de pladsmido de acuerdo con 1la
reivindicacidn 1, en donde los genes reporteros
detectables se seleccionan independientemente del grupo
que consiste de proteina fluorescente verde, proteina

fluorescente roja, y beta-galactosidasa.

9. La estructura de plasmido de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde el genoma viral es un genoma

adenoviral.

10. La estructura de plasmido de acuerdo con 1la
reivindicacién 1, en donde el genoma viral se selecciona
del grupo gque consiste un genoma lentiviral, genoma

retroviral y genoma poxvirus.

11. La estructura de pléasmido de acuerdo «con la
reivindicacién 1, en donde los dos sitios de enzima de
restriccién raros en el primer grupo se selecciona
independientemente del grupo que consiste de I-Ceu I, PI-

Sce I, TevII, Bmol, y Dmol, y difieren el uno del otro.

12 Un cultivo celular que comprende células transfectadas
con la estructura de pléasmido polivalente de acuerdo con

cualquiera de las reivandicaciones 1 a 11.

13. Un método para generar un vector de transferencia

polivalente, dicho método comprende las etapas de:

A
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(a) mezclar, en la presencia del primer conjunto de enzima,
una estructura de plasmido polivalente de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y una primer
molécula de acido nucleico gque comprende un primer casete
de expresién heterélogo que comprende una secuencia de
dcido nucleico que codifica un producto objetivo bajo el
control de la secuencia reguladora que contrela la
expresién del producto, en donde dicho casete de expresidn
heterdlogo se flanquea por el primer conjunto de sitios de

enzima de restriccidn;

(b) seleccionar para la ausencia del primer reportero
detectable para suministrar estructuras de plésmido que

contienen el primer casete de expresién heterélogo;

(c) mezclar, en 1la presencia del segundo conjunte de
enzima, una estructura de pléasmido polivalente y una
segunda molécula de 4&cido nucleico que comprende un
segundo casete de expresién heterdlogo que comprende una
secuencia de A&cide nucleico que codifica un producto
objetivo bajo el control de la secuencia regquladora gque
controla la expresién del producto, en donde dicho casete
de expresién heterdlogo se flanquea por el segundo

conjunto de sitios de enzima de restriccidén raros; y
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(d) seleccionar para 1la ausencia del segqunde reportero
detectable para suministrar estructuras de plasmido gue

contienen el segundo casete de expresidén heterédlogo,

suministrar por lo tanto un vector de transferencia
polivalente gque contiene un genoma polivalente que
comprende un primer casete de expresién en un primer locus

y un sequndo casete de expresién en un segundo locus.

14. El método de acuerdo a la reivindicacion 13, en donde
el primer gen reportero detectable es proteina
fluorescente verde y el segundo gen reportero detectable

es proteina fluorescente roja.

15. El método de acuerdo a la reivaindicacidén 13, en donde

el primer conjunto de enzimas es I-Ceu I y PI-Sce T.

l6. El método de acuerde a la reivindicacidén 13, en donde
el segundo conjunto de enzimas difiere del primer conjunto

de enzimas.

17. El1 método de acuerdo a la reivindicacién 13, en donde
el vector de transferencia polivalente comprende
secuencias de un genoma viral seleccionado del grupo que
consiste de un adenovirus, un lentivirus, un retrovirus,

un poxvirus.

H
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18. El método de acuerdo a la reivindicacién 16, en donde
el vector de transferencia polivalente comprende
secuencias adenovirales en las que el primer casete de

expresidén se ubica en una regién El1 de adenovirus.

19. El método de acuerdo a la reivindicacioén 16, en donde
el vector de transferencia polivalente comprende
secuencias adenovirales 1in las que el sequndo casete de

expresidén se ubica en una regidén E4 de adenovirus.

20. El método de acuerde a la reavindicacién 16, en donde
el vector de transferencia polivalente comprende
secuencias adenovirales in las que el segundo casete de

expresién se ubica en la regidén E3 de adenovirus.

21. Un vector de transferencia polivalente producido por el

método de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 20.

22 Una <c¢élula huésped que comprende un vector de
transferencia polivalente de acuerdo con la reivindicacioén

21

23. Un método para generar un virus polivalente que
comprende la etapa de cultivar el vector de transferencia
polivalente de acuerdo con la reivindicacién 21 en la

presencia de secuencias virales suficientes para permitir
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empague del genoma viral polivalente un una enveoltura

viral infecciosa.

24. Un virus polivalente producido de acuerdo con el método

de la reivindicacién 23.

25. El1 virus polivalente de acuerdo con la reivindicacién
24, en donde dicho virus se empaca en una envoltura
infecciosa gque comprende una proteina de envoltura
lentivirus, una proteina de envoltura retrovirus y una

proteina de envoltura poxvirus.

26. El virus polivalente de acuerdo con la reivindicacién

25, en donde el poxvirus es canaripox.

27. Un método para generar un virus polivalente que
comprende la etapa de cultivar la estructura de plasmido
polivalente de acuerdo con la reivindicacién 13 en la
presencia de secuencias virales suficientes para permitir
el empaque de la estructura viral polivalente dentro de un

cépsido viral infeccioso.

28. Un vector viral polivalente producido de acuerdo con el

método de la reivindicacidén 27.

32
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29, Un vector viral polivalente de acuerdo con 1la
reivindicacién 28 que comprende una proteina de cdapsido

adenoviral.

30. Una composicidén que contiene:

(a) Un vector viral polivalente que comprende:

(i) un primer casete de expresién heterdélogo gue comprende
una Ssecuencia de A&acido nucleico que codifica un primer
¢ producto objetivo bajo el control de la secuencia

reguladora que controla la expresidén del producto; y

(11) un segundo casete de expresién heterdlogo que comprende
una secuencia de &cido nucleico que codifica un segundo
producto objetivo bajo el control de 1la secuencia

reguladora que controla la expresién del producto;

en donde dicho primero y segqundo casete de expresidén se
ubican en lugares distintos de un genoma de vector viral y

los productos objetivo se expresan independientemente; y

(b) un portador fisiolégicamente compatible

31. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 30, en
donde dichos primeros y segundos productos se seleccionan
independientemente del grupo que consiste de un antigeno y

una c¢itoquina.

EAS
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32. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 30, en

donde el primer o segundo productc es un inmuno modulador.

33. La composicién de acuerdo con la reivindicacidn 32, en

donde el segundo producto es un adyuvante para el primer

producto.

34. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 32, en

donde el primer o segundo producto es un gen terapéutico.
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Kodroff, Cathy , Facmmle No :

Howson and Howson 215-540-5818

Spring House Corporate Center Teiepnater No

P.O Box 457

Spnng House, Pennsylvania 19477 US Agent'sregistrationNo with the Office

33,980

Address for correspondence. Mark this check-box where no lrnt Or cormmon representative 15/has been appointed and the
D space shave 15 used instead to indicate a special address w which correspondence should be sent

Form PCT/RO/101 (first sheet) (January 2004) See Notes to the request form
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Sheet No 2

Continuation of Box No 111

FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request

Name and address (Famuly name foliowed by given nome, for o leguol entity, full official designation
The address must include pm‘;:ﬂ codefmd nme);}camvy 1{; cam“r;’ the ﬂdrﬁc mda:aul!dum this
Boxstheapplicant’s State (that s, couniry} of residence if no State of residence i indscated below )

Wilscn, James M.
1350 N Avignon Drive
Gladwyne, Pennsylvania 19035 US

This person 1s

D applicant only

E apphcant and inventor

D mventor only (If ihts check-box
i marked, do not filf tn below )

Apphcent'sregistraion No witntne Office

State (that 15, country) of nationahty

State (that is, country) of residence

us
Thus person 19 applicant il designated all designated States except the United States the Stmes indwcaced 1n
far the purposespgt‘ D States e D the Umﬁ Stateg ofAmegen E of Amenca only the Supplul'mnul Boa

Name and address (F. name followed by given name, for o legal enaty, full official des
The oddress must :Mh:(dzm mdefmd name of country country of the nﬁl‘:‘i md‘lcam
Bazxisthe apphirant’s Siate (that u, country} of residence ifno Stote of residence 1y indicared balow )

Zhou, Xiangyang
230 Tudor Dnve
North Wales, Pennsyivania 19454 US

This person
D epplicant only

IZ] apphcant and inventor

D mventor only (If ths check-box
15 marked, do not fill in below }

Applicant’s registration No withthe Office

State (that tv, country) of natanahity

us

State {that ts, counrry) of remdence

This person 13 appheant

all designated all desagnnied States exc
for the purposes of D States i D the Umz'd States ofAme?a E

the Limited States
of Amenca only

the States indheated 1
the Supplernental Box

Name and address (Family name foilowed by given name, for a legal ennty, full officral dengnanon
address must include postal mdaf:udnm o}l country Igrmnny q’ the address indicased n tiny
Baxistheapplicant s Swate (that 13, country) of rendence if no State of v i ndicared below )

This person 1s
I:I apphcant only

D appheant and inveator

D wmventor only (If thy check-bax
ts marked, do not fili s below)

Apphcant's registration No with the Office

State {thar 15, country) of nanonahty

State (that 12, country) of residence

Ths person 15 applicant

all designated all designated States except
for the purposes of D Statea D 1

the United States of Amenca

the United States D the Swies ndicated 1n
of Amenca only the Supglemenal Box

Name and address /Family name faliowed by given name, for a legal entity, full o dax o
The addrecy must md‘uﬁ pﬂ?ﬂf :adef and nam?::}'cmw 1{:'-:0«?:; the ngumku
Boxu the applicant’s State (that s, country) of residence ifno State of randance u indizated below }

This person 1s
D apphcent only

D applicant and nventor

I:I inventor only (If this check-box
1s marked, do not fill tn below )

Applicant’s registration No with the Office

State (that 15, country} of nattonelety

State (that 15, country) of residence

all demignated Smies except

Tha person 15 apphcant
r the Umited States of Amenca

all designated
for the purposes of D States

the United States
of Amenca only

the Statzs indicated in
the Supplemental Box

|:| Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet

Form PCT/RQ/101 (continuation sheet) (January 2004)

See Notes 10 the request form
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Supplemental Box

If the Supplemental Box is not used, thu sheet should not be tneluded n the request

(i

fug)

()

)

If, in any of the Boxes, except Boxes Nos VIiIfi) to (v} for which
a3 continuation bax is provided, the space is wnsufficrent
tofurnishall the information insuch case, write "Continuaiion
ofBax No  * (indicate the number of the Box) and furnish the
information 1n the same manner as required according to the
capiions of the Box in which the space was insufficient, in
particular

if more than two persons are to be indicared as applicants
end/or inventors and no "connnuanon sheet” 1s available tn
such case, write "Continuanon of Box No Il and \ndicate for
each addinonal person the same type of wnformation as required
tn Bax No Il The country of the address indicated i this Bax
15 the applicant s State (that ts, country) of residence if no State
of resudence 15 indicated below,

if. in Box No IT or in any of the sub-boxes of Box No Ill, the
indicanion “the States indicated wn the Supplemental Box” 15
checked n such case, write “Continuation of Bax No fl” or
"Continuation of Box No Il or “Connnuanon gfBoxes No Il
and Na IIf* fas the case may be), indicate the name of the
appheant(s) involved and, next 1o (each) such name, the State(s)
(and/or, where applicable, ARIPO, Eurasian, Eurcpean or
OAP! patent) for the purposes of which the named person
applicant,

[ in Box No II or i any of the sub-boxes of Bax No IlI, the
ventor or the inventor/applicant Is not inventor for the
purposes of all designatad States or for the purposes of the
United States of America in such case, wrute “Continuation of
BaxNo II'" or “Connnuation of Box Ne III" or "Conitnuanon
of Baxes No Il and No HI" (ay the case may be), indicate the
name ofthe inventor(s) and, next to (each) suck name, the Stxte(s)
fand/or, where applicable, ARIPO, Eurasnian, Eurgpean or
OAPI pasent) for the purposes of which the named person 1s
Inventor,

if, in gddition fo the agent(s) mdicated in Box No 1V, there are

Jurther agents  in such caxe, wnite “Continuation of
Box No IV” and indicate for each further agent the same type
of information as required tn Box No IV,

o inBax No VI there are morethan three eariler applications
whosepriortty is claumed insuchcase, wrue “Continuation of
BoxNe VI'"andindicate for each addional earher application
the same type of mformation as requured in Box No ¥1

If the applicant intends to make an indication of the wish that
the wternanoral appitcation be treated, in certain designated
States, as an applicanon for a patent of addwon, certificate of
addrtian, inventor’s certificate of addition or uttluy certificate
of additon  tn such a case, write the name or two-letter code
of each designated State concerned and the indication "patent
ofadduion,” “'certificate of additlon, " “inventor’s certificate
of addition or "ulity cernficate of addition, ” the number of
the parent apphcanon or parent patent or other parent grani
and the date of grant of the parent patent or other patent grant
or the data of filing of the parent application (Rules ¢ 1 I{a)(1:}
and 49bis 1fa} or (B)}

If the appiicartt intends 1o make an indication of the wish that
the international apphicarion be treated, in the Unuted States of
Amence, as a coniinuanon or continuation-in-part gf an earlier
application 1n such a case, wrie "United Siates of Amenca”
or "US" and the indication "'continnation " or “continuation-
wn-part" and the number and the filing date of the parent
applicaton (Rules 4 ! [(a)(wv) and 49bus [(d))

"Continuation of Box No Iv"

Kita, Stanley B, Reg No 24,561

Smith, Jr, George A, Reg No 24,442

Bak, Mary E, Reg No 31,215

Bak, Willam, Reg No 37,277

Duminiak, Robert J , Reg No 51,636
Palovich, Tracy, Reg No 47,840 (patent agent)

All above attorneys are members of the firm of
Howson and Howson

Address of all 1s indicated tn Box No IV

Form PCT/R(O/101 (supplemental sheet} (January 2004))

See Notes 1o the request form
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Sheet No 4

Box Ne V. DESIGNATIONS

The filing of thia request constitutes under Rule 4.9(a), the designatiea of all Contracting States botmd by the PCT on the international
filing date, for the grant of every lkand of protection available and, where apphcable, for the grant of both regronal and nanonal patents

However,

D DE Germany 1s not designated for any kind of national protection

D KR Republic of Korea 15 not designated for any kind of national protection

D RU Russian Federstion 15 not designated for any kand of natonal protection

(The check-boxes above may be used to exclude (irrevocably) the designations concerned in order to avoid the ceasing of the effect, under

the national law, of an earlier national applicanion fron: which priority 1s claimed  See the Notes to Box No ¥ as to the consequences of
such national law provisions in these and certaw other States )

BoxNo.¥l PRIORITY CLAIM

The pnonty of the following earlier application(s) 15 hereby clmmed

Fuling date Number ‘Where carher application 1s
{ earlier applicat of carfier application
° (dm}:on;:gbizam r:;':fnl::; :l:. h::};:';_ regional applicanon * | mternational appheation
of WTO regional Office receiving Office
item (1)
28 Apnl 2004 60/565,941 United States
| (2R/04/04)
item {2)
itemn (3)

D Further pnonty claims sre indicated in the Supplemental Box

The receving Office 18 requested to prepare and transmmit to the International Bureau a certified copy of the earhier apphcation(s) (only yf*
the earher applicarton was filed with the Office which for the purposes of ths international application is the recenving Office) 'dentified

above as
all itemns D item (1) D 1tem (2) D item (3)

* Where the carlier application 1s an ARIPO application, wndicaie at least one country party to the Pars Convention for the Protection of
Indusinal Property or one Member of the World Trade Orgamzanon for which that earler apphcation was filed (Rule 4 10(b){)

D other, sec Supplemental Box

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Cholice of International Searching Authority (ISA) {if two or more Internanional Searching Authoriies are competent to carry oul the
mtermational search, indicate the Alﬁhamy chgeatil. zhe) :(g'o-leuer code may be used) e ™

ISA/ EP
Reguest to use results of earlter search; reference to that search (if an earlier search has been carried out by or requested from the
International Searching Authoruy)

Datc (dawmonthivear) Number Country (or regional Office)

Box No. VIII DECLARATIONS

The following declarations are contained 1n Boxes Nos VIII (1) to (v) (mark the applicable Number of
check-boxes below and indicate 1n the nght column the number of each type of declaration) declaretions
[] BexNo VII (3 Declaration as to the identity of the inventar
D Box No VIII (u) Declaration as to the applicant's entitlernent, as at the international filing
date, to apply for and be granted a patent
D Box Na VIII (m) Declaration &s to the epphieant’s entitlement, as et the international fihng
date, to claim the pnonty of the earher application
D Box No VI (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the
United States of Amenca)
D Box No VIII (v} Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty
Form PCT/RO/101 (second sheet) (January 2004) See Notes 1o the request form
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- Sheet No 5
BoxNo IX CHECK LIST, LANGUAGE QF FILING
This intemationa] apphcetaon contains Thus iniergtional apphcation 1s accompanied by the following Number
(8) 1 paper farm, the following number of wem(s} (mark the applicable check-boxes below and indicate in of tems
sheets nght colunn the number of eack uem)
request (includim, ) B8 fee calculanon sheet 1
declaranon sheets 5 2 O onmnal separate power of attomey
ggﬁgﬂsﬁglxﬁ 3 [0 ongins general power of attomey
tables related thereto, 35 4 Bd copy of general power of attorney, reference number,
f 1
clams 6 itany
absuract 1 5.0 statement explaining lack of signature
drawings 3| 6 O p:;?ty document(s) identfied 1n Box No Vlas
- v itern(s
Sub-total number of sheets 50 7 [0 uanslation of international appheation into
sequence hsting {la
tables related thereto 8 O separate indications concermng deposited mucroorgamsm
for both, actual n Q or other biological matena
(fhae bo. j”'ﬁhd ! number ther biol i i
aneets | i paper jorm, 9 [ sequence istng 1n computer readable form
w""d':t:f::ﬂ :ﬁ: f:m: m (indicate lypenagud number of carriers)
ez (¢} belaw) ) (1) [ copy subrmuted for the purposes of iInternational search under
) belaw)
Rule 13ter anly (and not as part of the mternational apphcation)
Tota! number of shests 50 w O Eg,:e, w;,e,l., chmk—bw; (3)(; ) or ﬁ:}(l) 5 m]arkﬁ in l{:ﬁ colu.rm'qf )th
thonal copres including, where apphcable, the co or the
®) 01 only 1n computer readable form purposes of temational séarch undet Rule 13ter +
() [ sequence histng (n) O wgether “:l;t?h relevant sull.]cmcn: astothe ﬂlgenlil of ;he copy or
" bles related th copies with the sequence bsung mentioned 1n left column
o O 10 [ 1ables in computer readable form related to sequence listing
0 ('é:::tlil;:?g (:t)?r)r)udahle form (indicate type and number of carriers)
n
(1) [J copy subnutted for the purposes of international search under
(E:; 8 ::E; ?&T::::T}Eereto Seg{mn Boz)(b-qnarer) only (end not as part of the international
application,
Type and number of carriers (diskette, u) [ (only where check-box (B)(u) or ()i} is marked m lef col
CEEROM. CD-R or other) on winch are ¢ nd':ij;ynoml copies mclutﬁng. whef‘gg hcable, thefopy';":: {he
contamned the purpases of international search under Section 802(b-guater)
[0 sequence lishng (uw) [T together with relevant statement as to the identity of the copy or
relat copies with the tables mennoned 1n left column
[0 tables ed thereto th the tabl d 1n ieft col
{additiona! copies io be indicated under 11 M other specifiy transmittel letter to the YSRQ 1
items 9(11) and/or 10fu), wn nght column)
Figure of the drawings which Language of filing of the
should accompany the abstract mternational applhcanon English

Box No. X

SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Nex 10 each signanare, indicate the name of the person ngrung and the copacity i whack the persan signs (if much capacity ts ot olwous from reading the request)

By

Cathy A Kodroft/
Attorney for the Applicants

@»mm%

1 Date of actual recerpt of the purported
international eppiicauon

For receiving Office use only

3 Correcied date of actual receipt due to Inter but
timely recerved papers or drawings complenng
the purported intemational apphcauon

4 Date of umely receipt of the required
corrections under PCT Arucle 11(2)

5 International Searching Authonty
{(if two or mare are compeient)

ISA/

Transrmuttal of search copy delayed
until search fee 1s paad

‘O

2 Drawings

Dru:nved

D not recetved

Date of recerpt of the record copy
by the International Bureau

For International Bureau usc only

Form PCT/RO/10] (1ast sheet) (January 2004)

See Notes to the 1 equest form
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

oty
“¥ialln A%,

D 0 L SO

(19) World Intellectual Property Organization
Intemational Bureau

(43) International Publication Date ; (10) International Publication Number
10 November 2005 (10.11.2005) WO 2005/106002 A3
(51) International Patent Classiflcation: (81) Designated States {unless otherwise indicated, for every
CI12N 15/86 (2006.01) CI120) 1/68 (2006 01) kind of national protection avarlable): AB, AG, AL, AM,
7 U, AZ,BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA, CH, CN,
{21) International Application Number: R, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, ER, EG, ES, FI,
PCT/US2005/014485 387 GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, I, IN, IS, JP, KE,
KG, KM, KP. KR, KZ LC,LK,LR,LS, LT, LU, LV, MA,
(22) International Fillng Date: 27 Apni 2005 (27 04 2005) MD, MG, MK, MN, MW, MX, M2, NA, NI, NO, NZ, OM,
PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM,
(25) Flling Language: Enghsh SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,
(26) Publication Language: Enghsh YO A IM.ZW
. (84) Designated States (unless otherwise indicated, for every
(30) Priority Data:
2004 kind of regional protection avarlable): ARIPO (BW, GH,
60/563,941 28 Apn12004 (28 04 ) US GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, §Z, TZ, UG, ZM,
. , Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T], TM),
(71) Applicant (for all designated States except US): THE Zw)
TRUSTRES OF THE UNIVERSITY OF PENN. Buropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FL,
SYLVANIA [US/US], 3160 Chestnut Street, Suite 200, FR,GB, GR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
Phuladelphia, PA 19104 (US) SE, 81, SK, TR), OAPI (BF, B, CF, CG, CI,CM, GA, GN,

GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
(72) Inventors; and
(75) Inventors/Applicants (for US only): GAO, Guangping Published:
[US/US], 408 Yorkshire Road, Rosemont, PA 19010(US) —  with internanonal search repors
WILSON, James, M. [US/US], 1350 N Avignon Dnve,
Gladwyne, PA 19035 (US) ZHOU, Xlangyang [(CN/US], (88) Date of publication of the International search report:
230 Tudor Dnve, North Wales, PA 19454 (US) 22 June 2006

(74) Agenis: KODROFF, Cathy et al.,, Howson and How- Fortwo-letier codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
son, Spring House Corporate Center, P.O. Box 457, Spring  ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begmn-
House, PA 19477 (US). rung of each regular issue of the PCT Gazette

(54) Title: POLYVALENT VIRAL VECTORS AND A SYSTEM FOR PRODUCTION THEREOF

(57) Abstract: A sy'stem for generating viral vectors carrying two distinct expression cassettes Is provided The system unlizes a
umque polyvalent transfer vector that permuts efficient detection and selection of inserted expression casseftes
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A CLASSIFIC.ETIDN OF SUBJECT MATTER

12N15/86 C12Q1/68

According to Intemational Patent Clagmiication (IPC) or to both naional classilication and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minwnum documentation searched (clasadfication systam iollowed by classihcation symbols)

C12N C12Q

Documantation saarched other than mirimum documantation to the extent that such documents are inciuded In the lields saarched

Elecironic data base consulted dunng the mntemational search (name of data base and, whera practical, search tarms used)

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Citation of document, with incheaton, where appropnats, of the relevani passages Ralevart to claim No

X CONTRERAS JUAN L ET AL:

"Double genetic 1-12
modification of adenovirus fiber with RGD
polylysine motifs significantly enhances

gene transfer to isolated human pancreatic
1slets.”

TRANSPLANTATION (HAGERSTOWN),

vol. 76, no. 1, 15 July 2003 (2003-07-15),
pages 252-261, XP002347132

ISSN: 0041-1337
the whole document

X WO 01/55371 A (THE SCRIPPS RESEARCH 1-8

claim 98

INSTITUTE; MAURO, VINCENT, P; EDELMAN, 10-12
GERALD, M;) 2 August 2001 (2001-08-02)

Y

m Furthar docurnents are lisied n the continuebon of Box €

E See patant lamily annex

* Speci categones of cited documents

"A" document dafining tha general staie of the art whichis not
consudered o be of partcular relavance

"E" asrier documant but published on or afiar the intemational
filing date

"L" document which may throw doubls an pnonty ¢aim(s) or
whieh 15 cited to establish the pubhcetion dale of another
ciation or other special mason (a8 spacihed)

‘0" document refernng to an oral disciosure, use, exhdtion or
other maang

“P* documert publishad pnor to tha ntemational fling date but
later than the prionty date clamad

"T" later documaent publishad after the mntematonal fling date
of pnonty date and nol m contiict with the application but
ciled to understand the panciple or theory undeifying the
invenhon

"X* document of partcuiar relevance, the claimed inventon
cannot be congiderad novel or cannot be conaidared to
nvolve an nvenbva step when the document 15 taken alone

¢ "Y" document of partcular relevance, the clarned invenhon
cannot be considered (o involve gninventive step whan the
document s comiinad with one or mora other such docu-
me;ls. :uch combination being obvious to a person skiled
in he a

8" documnent member of the same patent tamily

Date of the actual completion of the intemational sasrch Dale of mading of the intemational ssarch report
8 December 2005 05 04 2006
Nama and maibng addreas of the ISA/ Authonzad ofhcer
European Patent Oihce, P B 5818 Patentlaan 2
Tol (+51-70) 24052040, Tx 31 651 apony
@l - X 165t aponl,
Fax (+31-70) M0-3016 P Wimmer, G
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Ci{Continustion). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category" | Criabon of document, with indication, whare appropnale, of the relevant passages Aetavant to claim No
X KAPTURCZAK MATTHIAS H ET AL: 1-12

"Transduction of human and murine
pancreatic islet cells using a bicistronic
recombinant adeno-associated viral (rAAY)
vector®

MOLECULAR THERAPY,

vol. 5, no. 2, February 2002 (2002-02),
pages 154-160, XP002347274

ISSN: 1525-0016

the whole document
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tamational applcation No

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/U52005/014485 473

Box Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

Thus Intemabional Search Report has not been established n respect of certain clamms under Asticle 17(2)(a) for the following reasons:

1 DcmmsNos -

becausa they relate to subwct mauor not required 1o be searched by |h|s Authonty, namely,

2 D Claima Nos..
bacause thay ralate to parts of the International Application that do not comply with the prescnbed requirements to such
an extent that no mearunghul International Search can be carned out, specifically

a D Clams Nos.:
because they are depandent claims and are nol drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 4(a)

Box Il Observalions where unity of Invention Is lacking {(Continuation of item 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authonty found muitiple inventions in this intermational application, as 1ollows,

see additional sheet

1 As all required additionat search fees were tmely paid by the applicant, this intemational Search -Flaporl covers all
searchable claims.

2. I:I As all searchable claims could be searched without effort justifying an addnional fee, this Authonity did not mvite payment
of any addihonal fes

3 D As only some of the required additional search fees were timely pald by the applicant, this Intemational Search Rapon
covers only those claims for which fees were paw, spacifically claims Nos

4 No required additional search fees were tmely paid by the apphcant Consequently, this Intemational Search Report 1s
restncted to the invention first mentionad n the claims, it 15 covered by claims Nos.
1-12

Remark on Protest D The addiional search fees were accompaniad by the applicant's protest.

D No protest accomparied the payment of additional search feas

Erum POTAQAM N Iny [ Al firct chaat 19) 1 lannan: 90NA4AY




Intemational Application No, PCT/US2005 /014485

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-12

A vector comprising a first expression cassette encoding a
first reporter protein and being flanked by a first set of
restriction sites, and a second expression cassette encoding
a. second reporter_protein.and being flanked by a second set
of restriction sites.

2. claims: 13-29

A method for generating a transfer vector comprising the
steps of

a) mixing, in the presence of a first set of enzymes, a
plasmid according to above defined group 1 with a first
heterclogous expression cassette flanked by the first set of
restriction enzymes

b) selecting for the absence of the first reporter

c¢) mixing, in the presence of a second set of enzymes, the
plasmid with a second heterologous expression cassette
flanked by the second set of restriction enzymes

d) selecting for the absence of the second reporter.

3. claims: 30-34

a composition containing a viral vector, the vector
comprising a first and a second heterologous expression
cassette, wherein the expression cassettes are independently
expressed.

4%
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WO 0155371 A 02-08-2001 AU 3117101 A 07-08-2001
AU 3120601 A 07-08-2001
BR 0107930 A 15-06-2004
BR 0107943 A 28-01-2003
CA 2398541 Al 02-08-2001
CA 2398790 Al 02-08-2001
EP 1274838 Al 15-01-2003
EP 1259602 Al 27-11-2002
W0 0155369 Al 02-08-2001
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) q
(19) World Intellectual Property
Organization
International Bureau

~ fﬂ"’i\
PO
N Tum g b

w0 2005/106002 A2 |I10 0190101000 G R 00 R

(43) International Publication Date

(10) International Publication Number

10 November 2005 (10.11.2005) PCT WO 2005/106002 A2

(51) Internationnl Patent Classification”; C12N 15/86, (81) Deslgnated States (unless otherwise indicased, Jor every
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relating to all carher applicanon(s) whose priomty 15 clumed Unless otherwise indicated by the letters “NR", m the
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Rule 17 1(a), the prionty document must be submitted by the applicant to the recerving Office or the International Bureau,
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3 (If appiicable)An asterisk (*) appearing next to & date of receipt, in the night-hand column, denotes a priority document
submitted or transmitted to the International Bureau but not in complhance with Rule 17.1(a) or (b) (thc prionty
document was received after the time lumt prescribed 1in Rule 17 I(a) or the request to prepare and transmit the prionty
document was submitted to the recerving Office after the applicable time limit under Rule 17 1(b)) Even though the priority
document was not furmished in comphance with Rule 17 1(s) or (b), the International Bureau will nevertheless transmit a
copy of the document to the designated Offices, for their consideration In case such a copy 1s not accepted by the designated
Office as the prnonty document, Rule 17 1(c) provides that no designated Office may disregard the pnonty clum concermned
before giving the applicant an opportunity, upon entry wnto the national phase, to furmish the pnonty document within a tume
limit which 1s reasonable under the circumstances

‘ Pronty date Pnonty application No.  Country or regional Office Date of meept
ar PCT_receiving Office
28 Apnl 2004 (28 04 2004) ‘ 60/565,941 l_’Js 06 June 2005 (05 06 2005)
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The International Bureau of WIPO Authonized officer
34, chemin des Colombeties . .
1211 Geneva 20 Switzerland Beate Giffo-Schmitt (Fax 338-87-20)
Facsimile No (41-22) 33838720
Facsimile No +41 22 338 82 70 Telephone No +41 22 338 9241

Form PCT/IB/304 (January 2004) CHFS§YO3B
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THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA et al

Applhicant

1

®

ATTENTION For any designaled Office(s), for which the me hnot under Ariicle 22(1), as i force from 1 Apnil 2002 (30 months from
the prionity date), does mot apply, please see Form PCT/IB/3D8(Firsi Nouice) 1ssued previously

Nouce 15 hereby mven that the followmng designated Office(s), for which the ume hmit under Article 22(1), as in force from 1 Apni 2002,
does spply, has/have requested that the commumcaton of the internanional application, as provided for in Arucle 20, be effected under
Rule 9355 1 The Inlernational Bureau has effected that communication on the date indicated below

10 November 2005 (10 11 2005)

AU, AZ, BY, CN, CO, DZ, EP, HU, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, NA, PG, RU, SY, TM, US

In accordance with Rule 47 1(c-bis)(1), those Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the commumecation of the
imernational apphcauon has duly waken piace on the dale of mailmg indicaled above and no copy of the inlernauonal application 1s required
to be furmished by the apphcant to the designaled Office(s)

The followwg designated Offices, for which the time limit under Article 22(1), as 1n force from | Apn! 2002, does apply, have oot
requested, as at the ume ol mmhing of the present notice, that the communication of the nternational appheation be etfected under Rule
93bus 1

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BW, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD,
GE, GH, GM, HR, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KM, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM,
PH, PL, PT, RO, SC, SD, SG, SK, SL, SM, TJ, TN, TR, TT, UA, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZW

In accordance with Rule 47 1{c-b1s)(11), those Offices accept the present nouce as conclusive evidence that the Contracting Stz for which

that Office acts as a designated Office does not require the furmshing, under Article 22, by the applicant of e copy of the international
application

TIME LIMITS for entry into the national phase

For the designaied or elected Office(s) listed above, the applicable ume lhimit for entenng the nanonal phase wall, subject to what 18 said in
the following parsgraph, he 30 MONTHS from the prionty date

In praciice, time limiis other than the 30-month time limit w1l conunte o apply, for vanous periods of ume, m respect of certam of the
designated or elecled Office(s) histed above For regular updates on the applicable time limits (30 or 31 months, or other ume limay),
Office by Office, refer to the PCT Gazerie, the PCT Newsletter and the PCT Apphicant s Guude, Volume 11, Nauonal Chaplers, all available
from WIPO s [niernet s1te, at hitp //www wipo int/pect/en/index html

b bt | ‘! LA
1t 15 the apphicant’s sole responatbility ©w monitor all these ume hmits 1

[y

The Internauonal Bureau of WIPO Authorized officer

34, chemn des Colombettes e
1211 Geneva 20, Switzerland Beate Giffo-Schmitt

Facsimile No +41 22 338 82 70 e-mail pid3@wipo mt

Form PCT/1B/308(Second and Supplementary Notice) (January 2004)
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Applicant

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA et al

4.

-

ATTENTION For any designated Office(s), for which the nme hmit under Article 22(1), as 1 force from 1 Apnl 2002 (30 months from
the pnanty date), does apply, please see Form PCT/IB/308(Second and Supplementary Nolice) (1o be 1ssued promplly after the expiration
of 28 months from the prionty dute)

Nouice 18 hereby given that the tollowing destgnated Office(s), for which the ime b under Aruele 22(1) as in force from | Apnil 2002
does not apply, has/have requested that the communication of the miternanonal application, as provided for 10 Arucle 20, be effecied under
Rule Y3Ms.1 The Intematonal Bureau has ¢ffected that communication on the date indicated below

10 November 2005 (10 11 2005)

CH

In accordance with Rule 47 1{c-bes)(1) those Offices will accept the present notice as conclusive evidence that the commumecation of the
miemational applheanan has duly 12ken place on the date of malup indicaied above and no copy of the intemauonal appheanon 1s required
to be furmished by the apphcant to the designated Office(s}

The followmg designated Offices, for which the time himut under Arnicle 22(1), as n force from 1 Apnl 2002, does not apply, have not
requesied, as at the ume of mathng of the present notice that the communication of the miernational appiication be effected under Rule
Wibs |

LU, SE, TZ, UG, ZM

In accordance with Rule 47 1(¢-bisi(n). those Offices accept the present nolice as conclusive evidence that the Contracting State for which
tha1 Offiice acts as a designated Office does not require the furmshing, under Arucle 22, by the applicam of a copy of the miemational
application

TIME LIMITS for entry into the nauonal phase

For the designated Otfice(s) listed shove, and unless o demand for mmemanonal prehmupary examinatuon has been filed before the
expiration of 19 months from the prionty date (see Aricle 39(1) the applicable ume hmn for entenng the nauonal phase will, subject to
what is said m the following paragraph, be 20 MONTHS from the prnonty daic

In practice time Hmits other thun the 20-month time limit will continue to apply for vanous penods of ume, 1n respect of certain of the
designated Offices listed above For regular updates on the applicable ume limlis (20 or 21 months, or other ume Lmit, Office by
Office refer o the PCT Gurene, the PCT Newsletier and the PCI Apphcant s Gude Volume II Natonal Chapters, all available from
WIPO's Intemet 112 at hitp #/www wipo mi/peven/indes htm!

It 15 the applhicant’s sole responsibility 1o monitoer «fi these time Limits

. jn.

Facsimle No +41 22 740 |4 35

The Internanonal Burean of WIPQO Authonzed otficer

34, chenun des Colombelttes
1211 Geneva 20 Swiiverland

Beate Giffo-Schmitt

Facurmle No +41 22 338 8720

Form PCT/IB/30B(First Nouce ) 1January 2004)
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ECEIVE

Applicant(s)
Guangping Gao, Rosemont, PA,
James M Wilson, Gladwyne, PA,
Xiangyang Zhou, North Wales, PA,
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Polyvalent viral vectors and a system for production thereof
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Applicant’s or agent's fie reference FOR FURTHER see Form PCT/ISAR20
UPN-Q3402PCT ACTION as well as, where applicable, item 5 below
Internaticnal application No Internationat tling date (day/month/ysar) {Earhest) Pronty Date (day/montivyear)
PCT/US2005/014485 27/04/2005 28/04/2004

Applicant

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

This international search report has been prepared by this International Searching Authonty and 1s transmitted to the applicant
according to Articie 18 A copy 18 being transmitted to the intemationel Bureau

This international search reportconsiaisofatotatof . § sheets
[X] s also accompanied by & copy of each pror art document cited in this report

1 Bass of the report
a With regard to the language, the intarnational search was carried out on the basis of

IE ' the international application in the language in which it was filad

D a translaton of the internatonal apphcabon into , which 1s the: language
ol a translation furmshed for the purposes of intemational search (Rules 12 3(a) and 23 1{b)}

b D With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosad in the international application, see Box No |
D Certain claims were found unsearchable {See Box No )

3 E Unity of invention 18 lacking (see Box No lll)

4  Wrth regard to the htle,
E the tayt g aprrmvad ag cubmitted by the spplicam
[[] the text has been established by this Authoriy to read as follows

§ With regard to the abatract,
E the text Is approved as submutted by the apphcam

{_] the text has been established, according to Rule 38 2(b), by this Authority as 1t appears in Box No IV The applicant
may, within one month trom the date of maiing of this international search roport, submit comments to this Authority

6 With regard to the drawings,
a the figure of the drawings to be publshed with the abstract s Figure No
D as suggested by the applicant
D as selected by this Authonity, because the applicant failed ta suggest a hgure
D as selectad by this Authonty, bacause this figure better charactanzes the inventon
b @ none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ASA/210 (hrst sheet) {Apnl 2005)
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International ap plication No

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2005/014485

Box I Observations where certain claims were found unsearchabie (Continuation of ltem 2 of first sheet)

This Intemational Search Report has not been astabhished i respect ot certam claims under Article 17{2){a) for the following reesons

1 I:l Claims Nos
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authonty, namely

2 D Claims Nos
becausa they relate to parts of the Intemational Apphcation that do not comply with the preacnbed requirements to such
an extent that no meanmgful imermational Search can be carned out, specrically

a [ ] clams Nos )

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 4(a)

Box Il Observations where unity of invention i1s lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Imemational Searching Authonty found multtple iInventions in this intemational applicabon, as follows

see additional sheet

1 As all requirgd additonal search fees wers tmety paid by the eppiicant, this Intermational Search Report covers all
searchable clams

2 I:l As all searchable claims could be searched without effort justifying an additicnal fge, this Authonty did not invite payment
of any additional fee

3 As only some of the required additional search iees were tmsly pad by the applicart, this Intemational Search Report
covers only those claims for which fees were paid, specifically clams Nos

4 No required addihonal search fees were tmely pad by the apphcant Consequently, this intemational Search Report 18
restncted to the invention first mentioned in the claims, 1t 16 covered by claims Nos
1-12

Remark an Protest D The additional saarch 1aes were accomparued by the applicant's protest

D No protest accompeanied the payment of additional search 1ees

Formm PCT/ISA/210 (continuation of first sheel (2)) (January 2004}
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Intamational Application No  PCT/US2005 /014485

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. clawms: 1-12

A vector comprising a first expression cassette encoding a
first reporter protein and being flanked by a first set of
restriction sites, and a second expression cassette encoding
a second reporter protein and being flanked by a second set
of restriction sites.

2. claims: 13-29

A method for generating a transfer vector comprising the
steps of

a) mixing, in the presence of a first set of enzymes, a
ptasmid according to above defined group 1 with a first
heterologous expression cassette flanked by the first set of
restriction enzymes

b) selecting for the absence of the first reporter

c) mixing, in the presence of a second set of enzymes, the
plasmid with a second heterologous expression cassette
flanked by the second set of restriction enzymes

d) selecting for the absence of the second reporter.

3. clawms: 30-34

a composition containing a viral vector, the vector
comprising a first and a second heterologous expression
cassette, wherein the expression cassettes are independently
expressed.
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A CLASSIFIC.E‘HON OF SLBJECT MATTER

€
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According to Intematienal Paterd Classdication (1PC) of 10 both natone! dessshication and IPC

B FIELDS SEARCHED

Miwmum documantation ssarches {classiiicaton system followed by class/iicanon symbols)

C12N Cl20

Documentanen searched other than minimum documentation to the extent that such documants are included in the fields searched

Elactronic data base consulted dunng the intematonal search (neme of data baee and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data

C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory”

Citation of documant, with indication, whera appropnate, of the relevant passages

Relevent to claim No

CONTRERAS JUAN L ET AL: "Double genetic
modification of adenovirus fiber with RGD
polylysine motifs significantly enhances
gene transfer to 1solated human pancreatic
islets.”

TRANSPLANTATION (HAGERSTOWN},

vol. 76, no. 1, 15 July 2003 (2003-07-15),
pages 252-261, XP002347132

ISSN: 0041-1337

the whole document

WO 01/55371 A (THE SCRIPPS RESEARCH
INSTITUTE; MAURO, VINCENT, P; EDELMAN,
GERALD, M;) 2 August 2001 (2001-08-02)
claim 98

-f—

1-12

1-8,
10~12

m Further documents are listed in the continuaton of Box G

E Sea patent farmily gnnox

'A” document defining the general etate of the art which is not
considerad to be of paricular relevance \nvanbon

"E* earher document but published on or alter Ihe intemalonal
hhng dais

"L* documer which may throw doubis on pronty claim(s) of
which 3 ¢ilgd 1O establizh the pubicabon dele of another
cnaton of gther specidl reason (as specthed)

*0* documant rafernng lo an cral discloaure, use, exhidiion or
other means

*P* document published pnor to the itemnational fling date but in the an
later than the pnonty date claimed

* Specal categonas of cited documants

"T" latar documant pubhshed attar the intematonal hing dale

of pnomy date and nol in conflict with the apphcaten but
cnad o undersiano the pnnciple or theory underlying the

*X" documant of paricidar relevance, the claimed inventon

cannat be consdered novel or cannot be considerad to

rvolve Bninventve step when the document is taken alone

"¥Y" documeni of pahicular relevance, the clamed irvention
cannot be considerad 1o involve an nventive sigp when the
document 18 combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious 10 8 person skilled

"&" documant member of the same patent farmily

Data of the actuai carnplation of the intematonal search

8 December 2005

Date of maging of the intemationel search report

05 04 zn06

Nama and meiling sddresa of the (SA/

Authanzed atficer
Eurapean Patent Otfice, P 8 5818 Patentlean 2
Tol Coomr0) B4t 5040, T
al (+3- 2040, Tx 31 651 apo nl,
Fax (+31-70) 340-3016 Wimmer, G

Form PCTASARZID (second shest) (Aprit 2005)

page 1 of 2



Lo ' INTERNATIONAL SEARCH REPOR"

International apphcaton No

PCT/US2005/014485
C{Continustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category” | Citatton of documant, with indication, where appropnate, of the relevant passages Retevent © claim No
X KAPTURCZAK MATTHIAS H ET AL: 1-12

"Transduction of human and murine
pancreatic islet cells using a bicistronic
recombinant adeno-assaciated viral {rAAVY)
vector"

MOLECULAR THERAPY,

vol. 5, no. 2, February 2002 (2002-02),
pages 154-160, XP002347274

ISSN: 1525-0016

the whole document

Farm PCT/ISA210 (contmuenan of second shel) (Apnt 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

E PCT

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

{PCT Rule 43bis.1)

see form PCTASAZ20

Date of mailing
{daymmonthirear) see form PCTASAZ210 (second shest)

Appilicant's or agent's file referance Fon FURTHER ACTION

see form PCTASA220 Sea paragraph 2 below

Intematonal application No Internaticnal filing date (day/nonthyear) Prienty date {day4nonthiear)
PCTAIS2005014485 27 04 2005 28 04.2004

Internatonal Patertt Classification (IPC) or both national classrication and IPC
C12N1586, C1201468

Apphcant Lo
THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

. 1 This opimon contans indications retating to the following nems.

B BoxNo |  Basis of the opinion
B BoxNo Il Priorty
B Box No I Non-establishment of opinion with regard to novelty, invertive step and industnal appicabrity

& Box No IV  Lack of untty of inventton

2 BoxNo V  Reascned statement under Rule 43bs 1{a}{i) with regard to novelty, inventive step or industrial
apphcabilty, citations and explanations supporting such statement

O Box No VI  Certain documents cited
O BoxNo Vil Certain defects in the international application
O Box No VIl Ceramn observations on the international application

2  FURTHER ACTION

if 8 demand for internattonal preliminary examination 1s made, this opinion will usually be consideredto be a
written optnion of the international Preliminary Examining Authority (*IPEA") However, this does not apply where
the appiicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notfed the
international Bureaw under Rule 66 1bis{b) that written opinions of this International Searching Authonty

will not be so considered

If this opinion 1s, as provided above, considered to be a writtan opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submi to the IPEA a written reply together, where appropnate, with amendments, before the expiration of three
months from the date of mailing of Form PCTASAZ220 or before the expiration of 22 months from the priortty date,
whichever expires later

For further options, see Form PCTASAZ220

3 For further detalls, see notaes to Form PCTASA220 .
Name and mailing address of the ISA Autharzed Officar r—
‘ European Patant Ctlice . ‘\
ﬂ D-80298 Munich wimmer, G i _0)» "-
— Tel +48 882398 -0 Tx 523856 epmu d 5 .
Fax +49 B9 2399 - 4465 Telephone No +45 85 2399-7347 g ot

Form {(PCTASAR3T) (Covar Sheat) (January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE internatonal application No
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2005014485

Box No.| Basls of the opinlon

1 Wrh regard to the language, this opimion has been established on the basis of the international application in
the language in which it was tied, unless otherwise indicated under this tem

O This opinion has been established on the basis of a translation from the oniginal language into the following

language , which is the language of & translation furnished for the purposes of international search
{under Rules 12 3 and 23 1(b})

2 Wrth regard to any nucleotide and/or amino acld sequence disclosed in the international application and
necessary o the claimed invention, this opimion has baen established on the basis of

a type of matena! '
O asequence listing
O table(s) related to the sequence listing

b format of matenal
O n writen format
O n computer readable form

¢ time of filngfurmshing
O contained n the mternational application as filed
O filed together with the international application in computer readable form
O furmished subsequently to this Authority for the purposes of search

3 O Inaddmion, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or addiional

copies 1s identical to that in the apphcation as filed or does not go beyond the apphcation as filed, as
appropnate, were turnished

4 Addttonal comments

Box No. Il Priority

1 B The vahdty of the pnorty claim has not been considered because the International Searching Authonty
does not have in s possession a copy of the earher application whose priorty has been clamed or, where
required, a translation of that earher application This opimon has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis 1 and 64 1) 1s the claimed priorty date

2 [0 Ths opinion has been established as ff no priorty had been claimed due to the fact that the priorty claim
has been found mvahd (Rules 43ts.1 and 64 1) Thus for the purposes of this opinion, the international
filng date indicated above 1s considered to be the relevant date

‘3 Additional observations, f necessary

Form PCTASA/237 (lanuary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2005014485
Box No. il Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial
applicabllity

The questions whether the clamed invention appears to be novel, to invelve an inventrve step {to be non
obvious), or to be industnially applicable have not been examined in respect of.

1 the entire international application,
B claims Nos 13-34
because

O the sad internattonal apphcation, or the said clams Nos relate to the following subject matter which
does not require an mtemational preliminary examination (speacify)

O the descrpton, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos ~ are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specidfy).

O the claims, or sad claims Nos are so inadequately supported by the description that no meanmgful opinion
could be formed

B nointernational search report has been established for the whole application or for said claims Nos 13-34

O the nucleotide andior amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that

the written form O has not been furmshed
O does not comply with the standard
the computer readable form O has not been furmshed
0O does not comply with the standard
O the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do

nat comply with the techmical requirements provided far in Annex C-brs of the Admimistrative Instructions

[0 See separate sheet for further details

Form PCTASA/ 237 (January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2005014485

Box No. IV Lack of unity of iInvention

& In response to tha invitation (Form PCTASA/Z206) to pay additional fees, the applicant has
00 paid addtional fees
O pad addtional fees under protest

R not paid addional fees

O This Authortty found that the requirement of unty of invention 1s not complied with and chose nat to invite
the applicant to pay addmional fees

This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 131,132 and 133 18

O complied with
& not complied with for the following reasons
soe separate sheet
Consequently, this report has been established in respect of the fallowing parts of the international application
O all parts

X the parts relating to claims Nos 1-12

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1{a)(l) with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statement

Statement
Novelty (N) Yes' Clams 11

Ne Clams 1-10, 12
Inventive step (IS) Yes: Claims

No Clams 1-12
Industnal applicability (1A} Yes Clams 112

No Clams

Crtations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/ 237 {January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/014485
Re ltem IV.

The separate inventions/groups of inventions are:

) Clams1-12
A vector comprising a first expression cassette encoding a first reporter protein and
being flanked by a first set of restriction sites, and a second expression cassette
encoding a second reporter protein and being flanked by a second set of restriction
sites, and methods employing such vectors.

) Claims 13-29
A method for generating a transfer vector compnsing the steps of
a) mixing, in the presence of a first set of enzymes, a plasmid according to above
defined group 1 with a first heterologous expression cassette flanked by the first set
of restriction enzymes
b) selecting for the absence of the first reporter
c) mixing, in the presence of a second set of enzymes, the plasmid with a second
heterologous expression cassette flanked by the second set of restriction enzymes
d) selecting for the absence of the second reporter.

i) Claims 30-34
a composition containing a viral vector, the vector comprising a first and a second
heterologous expression cassette, wherein the expression cassettes are
independently expressed.

They are not so linked as to form a single general inventive concept (Rule 13.1 PCT) for
the following reasons:

The concept common to all of the above defined groups is a vector comprising two
independent heterologous expression cassettes, the concept common to groups 1 and 2 is
a vector comprising two independent reporter genes, flanked by restriction sites. However,
a plethora of such constructs has been descnbed in the prior art; see e g. Contreras et

al (2003) or WO0155371. A common inventive concept 1s therefore lacking.

It should be noted that due to the lack of novelty for the common concept of group 1,
dependent claims may be regarded as separate inventions; this search report however

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE international application No
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/014485

could be established for subject-matter of all of claims 1-12
Re ltem V.

1. Reference is made to the following documents:

D1. CONTRERAS JUAN L ET AL. "Double genetic modification of adenovirus fiber
with RGD polylysine motifs significantly enhances gene transfer to isolated
human pancreatic islets." TRANSPLANTATION (HAGERSTOWN), vol. 76, no.
1, 15 July 2003 {2003-07-15), pages 252-261, XP002347132 ISSN: 0041-1337

D2: WO 01/55371 A (THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE; MAUROQO, VINCENT,
P; EDELMAN, GERALD, M;) 2 August 2001 (2001-08-02)

D3: KAPTURCZAK MATTHIAS H ET AL: “Transduction of human and murine
pancreatic islet cells using a bicistronic recombinant adeno-assocated viral
(rAAV) vector" DIABETES, vol 50, no Supplement 2, June 2001 {2001-06),
page A86, XP002347274 & 61ST SCIENTIFIC SESSIONS OF THE
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, PHILADELPHIA, PENNSYLVANIA,
USA; JUNE 22-26, 2001 ISSN: 0012-1797

2 A variety of expressions in claim 1 and its dependent claims are unclear.
The term "polyvalent”, for instance, may have a variety of meanings; in the present
case, it was assumed that it was meant to refer to a plasmid carrying multiple
expression cassettes.
Likewise, it appears that a "plasmid backbone" would be not physically different from
a "plasmid", but rather refers to a preferred use (as a generic cloning vector).
A "movable cassette” 1s also unclear, since any nucleic acid sequence 1s "movable”,
I.e can be excised, using the proper means. Further, from the expression "located
within a first locus of a viral genome” it 1s not clear whether the plasmid contains an
entire viral genome, or just a part of it, in the latter case, the plasmid may be
Interpreted to comprise e.g. only a singie nucleotide of a viral genome.
A "detectable reporter gene" is either redundant or unclear, the examiner is at least
unaware of any "undetectable reporter gene”

Most importantly, the term "rare restnction enzyme" is unclear, since one would not
know which enzymes are considered "rare”.

L]

Form PCT/AISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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Furthermore, it 1s not clear what is meant by the term "comprising three or more loci”
(claim 2), since any nucleic acid can be considered to have as many "loci” as
nucleotides {it may however be speculated, that the appiicant meant to refer to
restrichion sites which may be used to insert reporter genes).

Likewise, the term "a gene region” (claims 3-5) may e g refer to a single gene, ora
large region comprising or adjacent to one gene.

In the light of this, claim 1 was interpreted to refer to

A plasmid comprising a first and a second expression cassette located within a viral
genome, each of the expression cassettes being flanked by a set of restriction sites
and encoding a reporter gene, wherein the set of restriction sites flanking the first and
the second expression cassettes differ.

3. The prior art descnbes a variety of such plasmids, for instance, D1 descnbes
adenoviral constructs carrying two reporter genes (GFP and Luciferase), D2
describes retroviral constructs expressing one or, in'embodiments, two reporter
genes (see e.g claim 98), D3 describes an Adeno-associated viral vector comprising
two independent fluorescent reporter expression cassettes. Although not explicitly
stated in these documents, it I1s clear that the reporier gene cassettes are or may be
flanked by different restriction sites, since the skilled person would routinely use
different restriction sites in constructing a multi-component plasmid.

Moreover, since any gene may be used as a reporter gene, even wild-type viral
constructs compromise novelty of the claim, since they encode two or more genes,
which are naturally flanked by vanous restriction sites (at least within an undefined
distance)

At least claims 1-10 and 12 therefore lack novelty in the light of the prior art.

4, Concerning subject-matter of claim 11, it cannot be assessed for all virus derived
constructs of the prior art, whether expression cassettes therein are flanked by
restriction sites as listed in the claim,
however, the prior art descnbes numerous viral constructs with two or more
heterologous genes (and in particular "standard” reporter genes such as GFP,

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheel) (Sheet 3) (EPC-January 2004)
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AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2005/014485

Luciferase, lacZ etc.). It is therein obvious to the skilled person that such
heterologous genes may be inseried (and thereby flanked) by any restnction sites, in
particular unique restriction sites; the choice of the sites listed in claim 11 therein
represents an arbitrary choice and does not lead to a surpnsing effect, and therefore
lacks inventive activity (Art. 56 EPC)

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-January 2004)



Customer No 00270 UPN-Q3402USA
ASSIGNMENT

WHEREAS, Guangping Gao, James M. Wilson, and Xiangyang Zhou hereinafter
referred to as ASSIGNORS, have invented and are the owners of an invention entitled
POLYVALENT VIRAL VECTORS AND A SYSTEM FOR PRODUCTION THEREOF
said invention being fully set forth and descnibed 1n the application for Letters Patent of
the United States which has been prepared in connection with said invention, and filed on
Apnl 28, 2004

WHEREAS, The Trustees of the University of Pennsylvania, a corporation
organized and existing under and by virtue of the laws of the Commonwealth of
Pennsylvania and engaged in business at 3160 Chestnut Street, Suite 200, Pluladelphia,
PA 19104-6283, United States of Amernica, hereinafter referred to as ASSIGNEE, is
desirous of acquiring the said invention and any and all applications for Letters Patent
and any and all Letters Patent of the Unuted States and foreign countries which may be
issued therefore;

NOW, THEREFORE, THIS IS TO WITNESS that in consideration of the sum of
One Dollar (31.00) paid to ASSIGNORS by ASSIGNEE, the receipt of which 1s hereby
acknowledged, and for other good and valuable consideration, ASSIGNORS have sold,
assigned and set over, and hereby do sell, assign and set over, unto ASSIGNEE, its
successors and assigns, the entire nght, title and interest for, to and within the United
States and all foreign countries, in and to the aforesaid inventton and in and to any
application for Letters Patent which ASSIGNEE at its expense may cause to be filed in
the Unuted States, under an international treaty, or in any forergn country, and n any
United States or foreign patent which may be granted on said invention, including any
extensions, non-provisionals, divisions, reissues, continuations, or continuations-in-part.

And ASSIGNORS hereby authorize and request the Director of the USPTO to
issue any and all Letters Patent of the Umted States to ASSIGNEE, its successors and
assigns, as owner of all nght, title and interest theremn;

And for said consideration, 1t 15 hereby covenanted and agreed that at the request
and expense of ASSIGNEE, its successors and assigns, ASSIGNORS will execute any
further papers and do such other acts and things as may be necessary and proper to
procure Letters Patent of said invention in the United States and in such foreign countries
as ASSIGNEE, its successors and assigns may elect, and vest the full title thereto in
ASSIGNEE, 1ts successors and assigns;

And ASSIGNORS hereby authorize and direct its attorneys to insert, in the space
provided below, the senial number of the aforesaid application for Letters Patent of the
United States when the same shall have been made known to them by the United States
Patent and Trademark Office.
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IN WITNESS WHEREOQOF, this assignment has been executed on the dates

indicated below .
.. ~
Date gy 7 L"f M
l Guangping Gao

NOTARIAL CERTIFICATE ’

State of L
S8,

County of

Before me, the undersigned, a notary public, in and for the county aforesaid, on
this ) [ day of m!ing E 4 , 2004, personally appeared Guangping
Gao to me know to be the person descnbed 1n and who executed the foregoing

instrument and who acknowledged the execution of the same as a free act and deed and
desired the same to be recorded as such .

COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA
NOTARIAL SEAL
JANET C DEENEY. Notary Public

City of Phiadelphia, Phia County
Myl ommisston Expres Apnl 8, 2008
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NOTARIAL CERTIFICATE

State of & L
d(d« :8s.
County o

Before me, the undersigned, a notary public, n and for the county aforesaid, on
this _/J o dayof le1d , 2004, personally appeared James M.
Wilson to me know to be the pﬁon described 1n and who executed the foregoing
instrument and who acknowledged the execution of the same as a free act and deed and
desired the same to be recorded as such.

N Public

EALTH OF FENNSYLVANlA

NOTARIAL SEAL
JANET € DEENEY, Notary Public
City of Puiadelphia. Phia Courzxgos
M rusSIon EXpires Apnl 8,

COMMONW!

34
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NOTARIAL CERTIFICATE

State of
- §8.

County o

EZ me, the undersigned, a notary public, 1 and for the county aforesaid, en
this dayo {24 , 2004, personally appeared Xiangyang
Zhou to me know to be the persgh descnbed 1n and who executed the forsgoing

instrument and who acknowledgd the execution of the same as a free act and deed and
desired the same to be recorded as such

COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA

NOTARIAL SEAL
JANET C DEENEY Notary Public
City of Philadelphia, Phila County
My Commission Expirgs Apnl 8, 2008

Application for United States Letters Patent Senal Numberg0/565 , 94 filed
April 28, 2004
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p Patent and Trademark Office
WD J | Assstant ECRETARY AND COMMESIONER

meaw® | OF PATENTS AND TRAGEMARKS
Washinggon, DC 20231

NGO RC ATHATRT

PTAS 700084163

f%\ UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

MAY 18, 2004

HOWSON AND HOWSON

CATHY A. KODROFF

SPRING HOUSE CORFORATE CENTER
BOX 457

SPRING HOUSE, PA 19477

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION COF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSIGNMENT DIVISION OF
THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE MICROFILM COFY IS
AVAILABLE AT THE ASSIGNMENT SEARCH ROOM ON THE REEL AND FRAME NUMBER
REFERENCED BELCW.

PLEASE REVIEW ALL INFCRMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE

INFORMATION CONTAINED ON THIS RECCRDATION NOTICE REFLECTS THE DATA
PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD

FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY

CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 703-308-9723.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT AND TRADEMARK CFFICE,
ASSIGNMENT DIVISION, BCX ASSIGNMENTS, CG-4, 1213 JEFFERSON DAVIS HWY, -
SUITE 320, WASHINGTON, D.C. 20231.

RECORDATION DATE: 05/12/2Z004 REEL/FRAME: 014622/0677
NUMBER OF PAGES: 5

BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNCR'S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS).

ASSIGNOR:
WILSON, JAMES M. DOC DATE: 05/10/2004

ASSIGNEE:
TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF
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3160 CHESTNUT STREET, SUITE 200
FHILADELPHIA, PENNSYLVANIA

19104-6283
SERIAL NUMBER: 60565941 FILING DATE:
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PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGNMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD
FIND ANY ERRORS OR HAVE QUESTICONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY
CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 703-30B-9723.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTICON TC: U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
ASSIGNMENT DIVISION, BOX ASSIGNMENTS, CG-4, 1213 JEFFERSON DAVIS HWY,
SUITE 320, WASHINGTON, D.C. 20231.
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ASSIGNOR:

GAQ, GUANGPING DOC DATE: 05/07/2004
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ZHOU, XIANGYANG DOC DATE: 05/07/2004
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