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VARIANTE AAV'Y COMPOSICIONES, M E:FODOSY USOS PARA TRANSFERENCIA
DE GEN A CELULAS, ORGANOSY TEJIDOS

Referencia cruzada con solicitudes relacionadas

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional Estadounidense No.
61/985,365, presentada el 28 de abril de 2014 y la Solicitud Provisional Estadounidense No.
61/857,161, presentada el 22 de julio de 2013, todas estas solicitudes se incorporan aqui como

referencia en su totalidad.
I ntroduccién

[0002] Los trastornos genéticos, causados por la ausencia o un defecto en un gen deseable (pérdida
de funcion) o expresion de un gen no deseado o defectuoso o (ganancia de funcion) conducen a una
variedad de enfermedades. Un gemplo de trastorno genético de pérdida de funcién es la hemofilia,
un trastorno hemorragico hereditario causado por la deficiencia en € factor de coagulacion VI
(FVI1II, hemofilia A) o factor IX (FIX, hemofilia B). Un gjemplo de trastorno genético de ganancia
de funcion es la enfermedad de Huntington, una enfermedad causada por un gen “HTT” patol dgico
(codificala proteina huntingtina) que codifica una proteina mutada que se acumula dentro y conduce
aladestruccién gradual de neuronas, particularmente en los ganglios basales y |a corteza cerebral .
[0003] El tratamiento actual parala hemofilia consiste en la administracion intravenosa del factor de
coagulacion recombinante ya sea a pedido, en caso de que se presente sangrado, o profilécticamente.
Sin embargo, este planteamiento terapéutico tiene varios inconvenientes tales como la necesidad de
repetidas infusiones, € costo del tratamiento, € riesgo de desarrollar respuestas inmunes de factor
antiterapéutico, y €l riesgo de sangrados potencialmente fatales. Estas limitaciones han impulsado €l
desarrollo de terapias basadas en genes para la hemofilia. Para este fin, la hemofilia es ideal parala
terapia basada en la transferencia de gen cuando 1) la ventana terapéutica es bien amplia, cuando los
niveles justo sobre 1% de lo normal of normal ya puede dar como resultado un cambio del fenotipo
de grave a moderado, y los niveles de 100% no estan asociados con ninguno de los efectos
secundarios; 2) la expresiéon especifica del tgido del transgén terapéutico no se requiere
estrictamente; y 3) hay una experiencia considerable en la medicion de los puntos finaes de la
eficacia terapéutica. Ademés, se ha demostrado que la expresion hepética de factor de coagulacion
induce la tolerancia inmunoldgica a factor de coagulacion en si, reduciendo la probabilidad de
respuestas inmunes potencialmente dafiinas contra el factor de coagulacién.

[0004] Actuamente, e los vectores de virus adeno-asociado (AAV) son reconocidos como los
vectores de transferencia de gen de eleccion ya que tienen el mejor perfil de seguridad y eficacia
para el suministro de genesin vivo. De los serotipos AAV aislados hasta e momento, se han usado
AAV2y AAVS para tener como objetivo e higado de humanos afectados por hemofilia B grave.

Ambos vectores trabajaron eficientementey en el caso de AAV8 se documento la expresion a largo
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plazo del transgén terapéutico. Datos recientes en humanos mostraron gque tener como objetivo el
higado con un vector de AAV acanza una expresion a largo plazo del transgén FIX a niveles
terapéuticos.

[0005] Si bhien estos datos son prometedores, la identificacion de serotipos AAV con alta tropismo
para el higado y baja seroprevaencia en humanos (un huésped natural para el tipo natural AAV) es
fundamental para 1) lograr niveles terapéuticos de la expresion del transgén en €l higado en dosis de
vector més bajo posible para disminuir € riesgo de desencadenar respuestas inmunes anti-capside
AAV; y 2) los serotipos alternos de AAV con seroprevalencia Unica permitiran tratar a aquellas
poblaciones de pacientes quede lo contrario no son elegibles para la transferencia de gen AAV
debido a la inmunidad humoral preexistente respecto a AAV. La invencion se ocupa de estas

necesidades y proporciona beneficios adicionales.
Resumen

[0006] [0006] La invencion proporciona un vector AAV-Rh74 de serotipo de virus adeno-asociado
(AAV), y vectores AAV relacionados y las particulas virales. Tales vectores incluyen AAV-Rh74
gue tienen como objetivo las células de hepatocitos del higado, entre otros tipos de células. Como
un vector para el suministro de secuencia de polinucledtidos, los vectores AAV-Rh74 y |os vectores
AAV relacionados dirigen la expresién del polinucledtido en las células. Los polinucledtidos que
codifican las proteinas, tales como proteinas para aplicaciones terapéuticas son capaces de ser
expresado a nivel es terapéuticos después de la administracion.

[0007] Los vectores gjemplares AAV-Rh74 y los vectores AAV relacionados incluyen variantes
AAV-Rh74. Las variantes de cipside particulares incluyen una secuencia de capside Rh74 con una
sustitucion de aminoacido en cualquiera de las posiciones de aminoacidos 195, 199, 201 0 202, dela
secuencia de la capside RH74 VP1 (SEQ ID NO: 1). En aspectos particulares, los residuos
corresponden aun aminoécido A, V, P o N en cualquiera de | as posiciones de aminoacidos 195, 199,
201 0 202 de la secuenciade lacdpside RH74 VP1 (SEQ ID NO: 1). En aspectos més particulares, la
secuencia de la capside tiene un residuo de A en la posicién de aminoacido 195; un residuo V, en las
posiciones de aminoécidos 199, un residuo P en la posicion del aminoécido 201, o un residuo de N
en la posicion de aminoécido 202 de la secuencia de la capside RH74 VP1 (SEQ ID NO: 1). En
aspectos mas particulares, la secuencia de la capside tiene cualquiera de dos, tres o los cuatro de los
siguientes. un residuo A en la posicion de aminoacido 195; un residuo V, en las posiciones de
aminoacidos 199, un residuo P en la posicion del aminoacido 201, o un residuo de N en la posicion
de aminoacido 202 de la secuencia de la cipside RH74 VP1 (SEQ ID NO: 1).

[0008] Las particulas recombinantes AAV de la invencién incluyen una secuencia de capside de
AAYV de cudquier variante de capside como RHM4-1 (SEQ ID NO: 5), RHM15-1 (SEQ ID NO: 6),
RHM15-2 (SEQ ID NO: 7), RHM15-3 / RHM15-5 (SEQ ID NO: 8), RHM15-4 (SEQ ID NO: 9) o
RHM15-6 (SEQ ID NO: 10). En modalidades particulares, una particula recombinante AAV
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encapsida o empagueta un genoma de vector (por gjemplo, un vector viral tal como un genoma de
vector AAV). Tales particulas recombinantes AAV de la invencidn incluyen un genoma de vector
viral (por ggemplo, AAV) que también incluye una secuencia de polinucledtido heterdlogo.

[0009] Latransferencia de polinucledtido mediada por el vector AAV-Rh74 y el vector relacionado
AAV produjo niveles de expresion de proteinas que fueron significativamente mayores que varios
otros serotipos estudiados actualmente en entornos clinicos y preclinicos. En particular, el AAV-
Rh74 tiene como objetivo a polinucledtidos a higado con eficacia al menos comparable o superior a
estandar de oro para la transduccion de higado, AAVS8, tanto en ratones como en perros con
hemofilia B. (Ver, por gemplo, las Figuras 1 y 2). Las variantes AAV-Rh74 tales como, por
gjemplo, polinucledtidos diana de la variante de capside RHM4-1 (SEQ ID NO: 5) en el higado con
una eficiencia comparable o superior a AAV8 y superior a Rh74 AAV en ratones (ver, por g emplo,
la Figura 5). Ademés, los datos en primates no humanos muestran que las variantes AAV-Rh74 y
AAV-Rh74 como RHM4-1 son aproximadamente dos veces més potente que € AAV8 en la
mediacién de expresion derivado de higado de hFIX (ver, por gemplo, las Figuras4y 6).

[0010] De este modo, las variantes AAV-Rh74 y AAV-Rh74 tales como las variantes de capside
(por gemplo, RHM4-1) se pueden usar para suministrar polinucledtidos, tales como secuencias de
codificacion de gen, para expresar proteinas que proporcionan un beneficio deseable o terapéutico,
asi como para los nucledtidos inhibidores que reducen o inhiben la expresién de un gen no deseable
o0 defectuoso, tratando de este modo una variedad de enfermedades. Por jemplo, se pueden usar las
variantes de cépside AAV-Rh74 y AAV-Rh74 (por gemplo, RHM4-1) como vectores para
suministrar a las células, tejidos y érganos, tales como genes terapéuticos hepaticos (por gemplo,
FIX, FVIII) paratratar la hemofilia A, B, etc. Tales vectores de la variante de cdpside AAV-Rh74y
AAV-Rh74 (por gemplo, RHM4-1) se pueden usar también para suministrar genes para una amplia
gama de otras deficiencias metabdlicas metabdlicos o de proteina plasmética, o para otros fines
terapéuticos, tales como, pero no limitados a genes que codifican nucleasas de dedos de zinc para
llevar a cabo la edicién de genoma en el higado, y para € suministro local (higado) de agentes
inmunomoduladores tales como afa-interferdn para e tratamiento de infecciones por € virus de la
hepatitis, o para tratar virtualmente cualquier enfermedad que requiere ya sea la transduccién de
higado o presencia del producto transgénico terapéutico en el torrente sanguineo (que se puede
lograr teniendo como objetivo los transgenes para la expresion hepética).

[0011] Ademés del suministro eficiente de los polinucledtidos mediante vectores AAV-Rh74 y
AAV reacionados, tales como las variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por
giemplo, RHM4-1) en células in vitro, ex vivo e in vivo, la prevalencia de anticuerpos anti-AAV-
Rh74 en los seres humanos es menor que los anticuerpos anti-AAV2, y difiere de la de los
anticuerpos anti-AAV8 (Tabla 1). Debido alabaja seroprevalencia, losvectores AAV-Rh74y AAV
relacionados tales como variantes (cipside) AAV-Rh74 (por gemplo, RHM4-1) se pueden usar en



4

un porcentgje mayor de los seres humanos que de otra manera no serian elegibles para la
transferencia de genes, por gemplo, los seres humanos que pueden ser sero-positivo para otros
serotipos de AAV (por ejemplo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVE, AAV 7, AAVS,
AAV9, AAV 10, AAV 11, etc.). Ademés, los vectores AAV-Rh74 y los relacionados, tales como
las variantes AAV-Rh74 que incluyen variantes de cdpside (por gemplo, RHM4-1) se puede
producir de forma eficiente a titulos altos (Tabla 2). De este modo, los vectores AAV-Rh74 y los
AAV relacionados se pueden producir en grandes cantidades para las enfermedades clinicas méas
prevalentes.

[0012] De acuerdo con lainvencion, se proporcionan vectores recombinantes AAV-Rh74 y vectores
AAV relacionados, tales como variantes AAV-Rh74 tales como particulas de variantes de capside
(por gemplo, RHM4-1) que incluyen genomas de vector AAV (encapsidado, paquete). En una
modalidad, un vector recombinante AAV incluye una secuencia de polinucledtido heter6logo. En
otra modalidad, un genoma del vector recombinante AAV se encapsida 0 empagueta mediante una
capside de AAV-Rh74 o una AAV relacionada tales como las variantes AAV-Rh74 tal como una
variante de cdpside (por ejemplo, RHM4-1).

[0013] En los vectores recombinantes AAV de la invencion, tales como los vectores AAV-Rh74 y
vectores AAV relacionados, tales como particulas de variantes (cdpside) AAV-Rh74 (por gjemplo,
RHM4-1) que incluyen genomas de vectores recombinantes AAV (encapsidado, paguete), la
secuencia de polinuclebtido heterdlogo puede ser transcrito y, posteriormente, traducido a una
proteina. Alternativamente, el polinucledtido heterélogo puede ser transcrito en una transcripcion
gue en si misma tiene una funcién o actividad (por ejemplo, como un &cido nucleico inhibidir).
[0014] En varios aspectos, la secuencia de polinucledtido heter6logo codifica una proteina
terapéutica. En aspectos particulares, la proteina es un factor de coagulacion de la sangre (por
gemplo, Factor XIII, Factor IX, Factor X, Factor VIII, Factor Vlla, o proteina C), CFTR (proteina
reguladora de la transmembrana de fibrosis quistica), un anticuerpo, proteina de epitelio especifico
de pigmento de la retina 65 kDa (RPE65), eritropoyetina, receptor de LDL, lipoproteina lipasa,
ornitina transcarbamilasa, 3-globina, a-globina, espectring, a-antitripsing, la adenosina deaminasa
(ADA), un transportador de metal (ATP7A o ATPY), sulfamidasa, una enzima implicada en la
enfermedad de amacenamiento lisosomal (ARSA), hipoxantina guanina fosforribosil transferasa, [3-
25 glucocerebrosidasa, esfingomielinasa, hexosaminidasa lisosdmica, ceto &cido deshidrogenasa de
cadena ramificada, una hormona, un factor de crecimiento (por eemplo, factores 1 y 2 de
crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento nervioso, factor neurotréfico -3 y -4, factor neurotréfico derivado
del cerebro, factor de crecimiento derivado de laglia, factor de crecimiento ay 3 de transformacion,
etc.), una citoquina (por ejemplo, ainterferdn, R-interferén, y-interferdn, interleucina-2, interleucina-

4, interleucina 12, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos, linfotoxina, etc.), un
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producto de gen suicida (por jemplo, virus herpes simplex timidina quinasa, citosina desaminasa ,
toxina de la difteria, citocromo P450, desoxicitidina quinasa, factor de necrosis tumoral, etc.), una
proteina de resistencia a los medicamentos (por ejemplo, que proporciona resistencia a un farmaco
usado en laterapiade cancer), una proteina supresora de tumores (por gjemplo, p53, Rb, Wt-1, NF1,
Von Hippel-Lindau (VHL), poliposis adenomatosa coli (APC)), un péptido con propiedades
inmunomoduladoras, un péptido tolerogénico o inmunogénico o proteina Tregitopes o hCDR1,
insuling, glucoquinasa, guanilato ciclasa 2D (LCA-GUCY2D), proteina Rab escolta 1
(Choroideremia), LCA 5 (LCA-Lebercilin), aminotransferasa cetoécido ornitina (Gyrate Atrophy),
Retinoschisin 1 (X-ligado Retinosquisis), USH1C (de sindrome de Usher 1C), GTPase pigmentosa
retinitis X-ligado (XLRP) , (formas de AR de RP: retinitis pigmentosa) MERTK, DFNB1 (Connexin
26 sordera), ACHM 2, 3y 4 (Acromatopsia), PKD-1 o PKD-2 (enfermedad del rifidn poliquistico),
TPP1, CLNZ2, deficiencia del gen causal de enfermedades de almacenamiento lisosomal (por ejemplo,
sulfatasas, N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa, catepsina A, GM2-AP, NPC1, VPC2,
proteinas activadoras de esfingolipidos, etc.), uno o més nucleasas de dedos de zinc para la edicion
de genoma, o secuencias donantes usadas como plantillas de reparacién parala edicion del genoma.
[0015] En aspectos adicionales, la secuencia de polinucledtido heterélogo codifica una proteina
terapéutica que a su vez inhibe la expresién o funcion de una proteina no deseada o aberrante
(disfuncional) presente (enddgena) en un sujeto. En otros aspectos, la secuencia de polinucleétido
heter6logo es un polinucledtido que, cuando se transcribe, se transcribe en un &cido nucleico
inhibidor (por jemplo, ARN inhibidor). En aspectos mas particulares, un acido nucleico inhibidor
€s una secuencia de cadena sencilla, o forma una secuencia de doble o de triple cadena. En aspectos
més particulares adicionales, un &cido nucleico inhibidor es un micro-ARN (miARN), siARN,
shARN, ARN trans-empame, el ARN antisentido o ARN que formaun triple.

[0016] En aspectos més particulares mas, un é&cido nucleico inhibidor inhibe la expresion de: gen de
huntingtina (HTT), un gen asociado con la atrofia dentatorubropallidoluysian (por ejemplo, atrofina
1, ATN1); receptor de andrégenos en e cromosoma X en la atrofia muscular espinobulbar, la
proteina Ataxina-1, -2, -3, y -7, Cav2.1 P/ Q cana de calcio dependiente de la tensién se codifica
mediante el (CACNAZ1A), proteina de union a TATA, hebra opuesta Ataxina 8, también conocido
como ATXNBOS, serinal-treonina proteina fosfatasa 2A 55 kDa subunidad reguladora B beta
isoforma en la ataxia espinocerebelosa (tipo 1, 2, 3, 6, 7, 8, 12 17), FMRL1 (retraso mental X fréagil 1)
en el sindrome de X frégil, FMR1 (retraso mental X fragil 1) en el sindrome de temblor / ataxia X-
asociado frégil, FMRL1 (retraso mental 2X fragil) o AF4 / FMR2 miembro de la familia 2 en retraso
mental XE fragil; Miotonina-proteina quinasa (MT-PK) en la distrofia miotonica; la frataxina en la
ataxia de Friedreich; un mutante de un gen superdxido dismutasa 1 (SOD1) en la esclerosis lateral
amiotréfica; un gen implicado en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson y / o la enfermedad

de Alzheimer; apolipoproteina B (APOB) y convertasa subtilisina proproteina / Kexin tipo 9
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(PCSK9), hipercoloesterolemia; Tat del VIH, virus de la inmunodeficiencia humana transactivador
del gen de transcripcién, en lainfeccion por e VIH; TAR VIH, TAR VIH, € gen del elemento de
respuesta del virus transactivador del virus de la inmunodeficiencia humana, en la infeccion por €
VIH; receptor de quimiocinas C-C (CCR5) en la infeccién por € VIH; proteina de la nucleocapside
del virus del sarcoma de Rous (RSV) en la infeccion por VRS, microARN especifico de higado
(miR-122) en laiinfeccion por e virus de la hepatitis C; p53, lesion renal aguda o trasplante de rifion
con funcién retardada del injerto o insuficiencia renal aguda con lesién renal; proteina quinasa N3
(PKN3) en malignidades recurrentes adelantadas o de tumores sblidos metastasicos; LMP2, LMP2
también conocido como la subunidad proteasoma tipo beta 9 (PSMB 9), e melanoma metastasi co;
LMP?7, también conocido como la subunidad del proteasoma de tipo beta 8 (PSMB 8), melanoma
metastasico; MECL 1 también conocido como la subunidad proteasoma tipo beta 10 (PSMB 10), €
melanoma metastasico; factor de crecimiento endotdial vascular (VEGF) en los tumores solidos;
proteina kinesin husillo en tumores sdlidos, supresor de la apoptosis de las células B de CLL /
linfoma (BCL-2) en laleucemia mieloide cronica; reductasa ribonucledtida M2 (RRM2) en tumores
sdlidos; furina en tumores solidos, quinasa similar a polo 1 (Plkl) en tumores hepéticos,
diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1) en lainfeccion por hepatitis C, beta-catenina en la poliposis
adenomatosa familiar; receptor adrenérgico beta 2, glaucoma; RTP801 / REDD1 también conocida
como proteina transcripcion 4-inducible dafios DAN, en edema macular diabético (DME) o
degeneracion macular relacionada con la edad; receptor de factor de crecimiento vascular endotelial
| (VEGFR1) en la degeneracion macular relacionada con la edad o neivascularization coroidea,
caspasa 2 en la neuropatia Optica isquémica no arteritica; proteina mutante de queratina 6A N17K en
paquioniquia congénita; genoma del virus de la gripe A/ secuencias de genes en la infeccién por
influenza; sindrome respiratorio agudo severo (SARS) del genoma del coronavirus / secuencias de
genes en la infeccion por SARS; genoma del virus sincicial respiratorio / secuencias de genes en la
infeccion por € virus sincitial respiratorio; genoma de filovirus ébola / secuencia de genes en la
infeccion por ébola; genoma del virus de la hepatitis B y C / secuencias de genes en la infeccion por
hepatitis B y C; genoma del virus del herpes simplex (HSV) / secuencias de genes en la infeccion
por HSV, genoma dd virus Coxsackie B3 / secuencias de genes en lainfeccion por virus coxsackie
B3; silenciamiento de un aelo patogénico de un gen (silenciamiento especifico de alelo) como
torsina A (TOR1A) en ladistonia primaria, clase pan | y HLA-alelo especifico en el trasplante; gen
de la rodopsina mutante (RHO) en la retinosis pigmentaria autosdmica dominante heredado (adRP);
o € acido nucleico inhibidor se une a una transcripcion de cualquiera de los genes 0 secuencias
anteriores.

[0017] Los vectores recombinantes AAV y los vectores AAV-Rh74 y los vectores AAV
relacionados de la invencidn tales como variantes de vectores AAV-Rh74 como particulas de las

variantes de cdpside (por ggemplo, RHM4-1) que incluyen un genoma de vector recombinante AAV
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(encapsidado, paquete) incluyen elementos adicionales que funcionan en cis o0 en trans. En
modalidades particulares, un vector viral recombinante (por gemplo, AAV) y / o vector AAV-Rh74
0 vectores AAV relacionados tales como particulas de variantes (caspide) AAV-Rh74 (por gjemplo,
RHM4-1) que incluye un genoma de vector recombinante AAV (encapsidado, paguete) también
tiene: una o méas secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) que flanquean el termina 5 'o 3'
de la secuencia de polinuclettido heterdlogo; una secuencia de control de expresion que dirige la
transcripcion de la secuencia de polinucledtido heterdlogo (por jemplo, un promotor o potenciador
gue contribuye ala transcripcién de la secuencia de polinucledtido heterdlogo, tal como un elemento
de control constitutivo o regulable, o elemento de control de expresion de tejido especifico); una
secuencia de poli-adenina localizado 3 'de la secuencia de polinuclebtido heterélogo; un marcador
seleccionable (por ejemplo, una proteina que proporciona resistencia a los antibiéticos, tales como
resistencia alakanamicina); y / o un origen de replicacion.

[0018] Los vectores recombinantes AAV y los vectores AAV-Rh74 y los vectores AAV
relacionados de la invencion tales como las variantes AAV-Rh74 que incluyen particulas de la
variante de cdpside (por gjemplo, RHM4-1) que incluyen un genoma del vector recombinante AAV
(encapsidado, paquete) también puede incluir elementos adicionales. En una modalidad, un genoma
de vector recombinante incluye una secuencia de polinucledtido heter6logo y una secuencia de
polinucledtidos de relleno o embutidora.  En aspectos particulares, una secuencia de polinucleétido
heterdlogo tiene unalongitud de menos de aproximadamente 4,7 Kb. En otros aspectos particul ares,
una secuencia de polinucledtido heterélogo tiene una longitud de menos de 4,7 Kb y se coloca
dentro de dos secuencias I TR de virus adeno-asociado (AAV). En aspectos particulares adicionales,
una secuencia de polinucledtido de relleno o embutidora que tiene una longitud que cuando se
combina con la secuencia de polinucledtido heterdlogo la longitud combinada total de la secuencia
de polinucledtido heterélogo y la secuencia de polinucledtido de relleno o embutidora est4 entre
aproximadamente 3.0-5.5Kb, 0 entre aproximadamente 4.0- 5.0Kb, o entre aproximadamente 4.3-
4.8Kb.

[0019] L as secuencias de polinucledtidos de relleno o embutidoras pueden ser localizadas en la
secuencia del vector en cualquier posiciéon deseada de tal manera que no impide una funcién o
actividad del vector. En un aspecto, una secuencia de polinucledtido de relleno o embutidora no esta
colocadaentreun ITR5'y / 0 3' que flanquea los respectivos términos 5' y / 0 3' de una secuenciade
polinucledtido heterélogo. En otro aspecto, una secuencia de polinuclettido de relleno o embutidora
se coloca dentro de un ITR 5' y / 0 3 gue flanguea los respectivos términos 5' y / 0 3' de una
secuencia de polinucledtido heter6logo. En un aspecto adicional, una secuencia de polinucledtido de
relleno o embutidora se coloca adyacenteal TR 5'y / 0 3' que flanquea | os respectivos términos 5'y /

0 3' de una secuencia de polinucledtido heter6logo. En un aspecto adicional, una secuencia de
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polinucledtido de relleno o embutidora se coloca dentro de una secuencia de polinuclettido
heterdlogo, por ejemplo, andlogo a un intrén dentro de un &cido nucleico gendmico.

[0020] En consecuencia, en diversas modalidades, una secuencia de polinucledtido de relleno o
embutidora se coloca adyacente a una secuencia TR AAV;; posicionado dentro de las dos secuencias
ITR de virus adeno-asociados (AAV); situado en el exterior dos secuencias ITR de virus adeno-
asociado (AAV); o hay dos secuencias de polinuclettidos de relleno o embutidora, una primera
secuencia de polinuclebtido de relleno o embutidora posicionada dentro de las dos secuencias ITR
de virus adeno-asociado (AAV), y una segunda secuencia de polinucleétidos de relleno o embutidora
colocada fuera dos secuencias I TR de virus adeno-asociado (AAV) .

[0021] En aspectos mas particulares, una secuencia de polinucledtido de relleno o embutidora
gue tiene una longitud total que cuando se combina con dicha secuencia de polinucledtido
heterdlogo la longitud total combinada de la secuencia de polinucledtido heterélogo y la secuencia
de polinucledtido de relleno o embutidora esta entre aproximadamente 3.0-5.5Kb, entre
aproximadamente 4.0-5.0Kb, o entre aproximadamente 4.3-4.8Kb, cuando se coloca dentro de las
dos secuencias ITR de virus adeno-asociado (AAV). En otros aspectos més particulares, una
secuencia de polinucledtido de relleno o embutidora tiene una longitud mayor que 4.7Kb, entre
aproximadamente 5.0-10.0Kb, o entre aproximadamente 6.0-8.0Kb, cuando se encuentra fuera de
dos secuencias I TR del virus adeno-asociado (AAV).

[0022] En varios aspectos adicionales, una secuencia de polinuclettido de relleno o embutidora es
una secuencia entre aproximadamente 1-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-75, 75-100, 100-
150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-400, 400-500, 500-750, 750-1,000, 1,000-1,500, 1,500-2,000,
2,000-2,500, 2,500-3,000, 3,000-3,500, 3,500-4,000, 4,000-4,500, 4,500-5,000, 5,500-6,000, 6,000-
7,000, 7,000-8,000, o 8,000-9,000 nucledtidos de longitud.

[0023] Tipicamente, una secuencia de polinucledtidos de relleno o embutidora es inerte o inocua
y no tiene ninguna funcidn o actividad. En diversos aspectos particulares, una secuencia de
polinucledtidos de relleno o embutidora no es una secuencia de polinuclettidos bacteriana, una
secuencia de polinucleétido de relleno o embutidora no es una secuencia que codifica una proteina o
péptido, una secuencia de polinucledtido de relleno o embutidora es una secuencia distinta de
cualquiera de: la secuencia de polinucledtido heterélogo, una secuencia AAV de repeticion terminal
invertido (ITR), un elemento de control de expresién, un origen de replicacién, un marcador
seleccionable o una secuencia poli-adenina (poli-A).

[0024] En varios aspectos particul ares adicional es, una secuencia de polinucledtidos de relleno o
embutidora es una secuencia de intrén que se relaciona con o sin relacion con la secuencia de
polinucledtido heterélogo. En aspectos particulares, la secuencia de intron se coloca dentro de la
secuencia de polinucledtido heterélogo. En otros aspectos particulares, la secuencia de intron se

relaciona con la secuencia de polinucledtido heterdlogo ya que €l intrén esta en el ADN gendmico,
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tal como el ADN genémico que codifica una proteina cuya proteina también esta codificada por la
secuencia de polinucledtido heterologo.

[0025] L os vectores recombinantes AAV y AAV-Rh74 y los vectores AAV relacionados de la
invencion tales como las variantes AAV-Rh74 como particulas de la variante de cépside (por
giemplo, RHM4-1) que incluyen un genoma del vector recombinante AAV (encapsidado, paguete)
se puede incluir dentro de las células. En tales modalidades, las células pueden comprender células
auxiliares lisadas para producir particulas de virus (AAV) (por gemplo, vectores AAV-Rh74 o
vectores AAV relacionados, tales como variantes de capside AAV-Rh74 (por gemplo, RHM4-1)), o
las células diana en la que se desea expresar la secuencia de polinucledtido heterélogo.

[0026] Los vectores recombinantes AAV y los vectores AAV-Rh74 y los vectores AAV
relacionados de la invencion tales como particulas de las variantes AAV-Rh74 (por gemplo, las
variantes de cdpside como RHMA4-1) que incluyen genoma del vector recombinante AAV
(encapsidado, paguete) puede ser incluido dentro composiciones farmacéuticas. Tales
composiciones son Utiles para la administracion del vector recombinante (por gemplo, AAV) y
particulas de virus tales como vectores AAV-Rh74 y vectores AAV relacionados, tales como
variantes AAV-Rh74 (por jemplo, las variantes de cdpside como RHM4-1) que incluyen genomas
delvector recombinante (encapsidado, el paquete ) (por giemplo, AAV) a un sujeto.

[0027] Los vectores recombinantes AAV y los vectores AAV-Rh74 y los vectores AAV
relacionados de la invencion, tales como particulas de variantes AAV-Rh74 (por gemplo, las
variantes de capside como RHM4-1) que incluyen un genoma de vector recombinante AAV
(encapsidado, paguete) se puede usar en diversos métodosy usos. Por consiguiente, se proporcionan
métodos y usos para el suministro o la transferencia de una secuencia de polinuclettido heterélogo
en un organismo o célula, tal como un mamifero o una célula de un mamifero.

[0028] En una redlizacion, un método o uso incluye la administracion de un vector de virus
adeno-asociado (AAV) que incluye una secuencia de polinucledtido heterélogo (por jemplo, via un
vector AAV-Rh74 o AAV relacionados tales como una particula de variantes AAV-Rh74 (por
gemplo, variantes de cdpside tales como RHM4-1)) que incluye e genoma de vector (encapsidado,
paguete) a un mamifero o una célula de un mamifero bajo condiciones adecuadas para suministrar o
transferir la secuencia de polinucledtido heterdlogo en el mamifero o la célula de un mamifero. En
un aspecto, e méodo o uso permite realizar una transferencia / suministro del polinucleétido
heter6logo en e mamifero y / o la célula. En otro aspecto, & método permite la transferencia /
suministro del polinucledtido heterélogo en e mamiferoy / o la célula, y la posterior transcripcion
del polinucledtido heterdlogo que forma de este modo una transcripcién. En un aspecto adicional, €l
método permite la transferencia / suministro del polinucledtido heterdlogo en la célula, la
transcripcion posterior para formar una transcripcion y traduccion subsiguiente para formar un

producto génico (proteina). En particular, por ejemplo, en los dos Ultimos aspectos una secuencia de
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polinucledtido heter6logo estd unida operativamente a un elemento de control de expresion que
confiere la transcripcion de la secuencia de polinuclettido heterélogo, y opcionalmente la posterior
traduccién de la transcripcion.

[0029] En modalidades adicionales, un método o uso es para €l suministro o transferencia de
una secuencia de polinucledtido heterdlogo en un sujeto (por gjemplo, mamifero) o una célula de un
sujeto (por eiemplo, mamifero), e incluye la administracion de un virus (por giemplo, AAV- Rh74 o
AAV relacionados tales como una particula de las variantes de cpside AAV-Rh74 (por ejemplo,
RHM4-1)), una pluralidad de tales particulas virales (por gemplo, AAV), 0 una composicion
farmacéutica de dicha particula viral (por gemplo, AAV-Rh74 tal o AAV relacionado tales como
una particula de las variantes de cdpside AAV-Rh74 (por ejemplo, RHM4-1)) o una pluralidad de
dichas particulas viraes (por gemplo, AAV) a un sujeto (por ejemplo, mamifero) o una célula del
sujeto (por egemplo, mamifero), ofreciendo o transfiriendo de esta forma una secuencia de
polinucledtido heterélogo en el sujeto (por gemplo, mamifero) o células del sujeto (por gemplo,
mamifero). En otra modalidad, un método o uso es para tratar a un sujeto (por gemplo, mamifero)
deficiente o0 en necesidad de la expresion o funcién de la proteina, o en necesidad de la reduccién de
expresion o funcion de una proteina endégena (por gjemplo, una proteina no deseada, aberrante o
disfuncional), que incluye proporcionar una particula viral (por gemplo, AAV-Rh74 y AAV
relacionados tales como las particulas de las variantes AAV-Rh74 (por gemplo, las variantes de
cdpside como RHM4-1)), una pluralidad de dichas particulas virales (por gemplo, AAV), o una
composi cion farmacéutica de una particulavira (por gemplo, AAV-Rh74y AAV relacionados tales
como las particulas de las variantes AAV-Rh74 (por gjemplo, |as variantes de cdpside como RHM4-
1)) o pluraidad de dichas particulas virales (por gemplo, AAV); y administrar las particulas virales
(por gemplo, AAV-Rh74 y AAV relacionada, como las particulas de variantes AAV-Rh74 (por
gemplo, las variantes de cdpside como RHM4-1)), una pluralidad de dichas particulas virales (por
gemplo, AAV), o0 una composicidn farmacéutica de particulas virales ( por giemplo, AAV-Rh74 y
AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74 (por gjemplo, las variantes de capside como
RHM4-1)) o una pluralidad de dichas particulas virales (por g emplo, AAV) a sujeto (por jemplo,
mamifero), donde la secuencia de polinucledtido heterélogo se expresa en e mamifero, o donde la
secuencia de polinucledtido heterélogo codifica una secuencia inhibidora o proteina que reduce la
expresion o funcion de una proteina endégena (por ejemplo, una proteina no deseable, aberrante o
disfuncional) en el sujeto (por ejemplo, mamifero).

[0030] Los métodos y usos para la administracion o suministro incluyen cuaquier modo
compatible con un sujeto. En modalidades particulares, una particula viral (AAV por eemplo,
AAV-Rh74 o relacionados, como una particula de la variante de la caspide AAV-Rh74 (por ejemplo,
RHM4-1)) o una pluralidad de dichas particulas (por ejemplo, AAV) (por gemplo, vectores AAV-
Rh74 o vectores AAV relacionados, tales como variantes de capside AAV-Rh74 (por gemplo,
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RHM4-1)) se administra por via intravenosa, o interarterial, intramuscular, subcuténea, oral, via
intubacion, através de catéter, por via dérmica, intra-craneal, via inhaacion, intra cavidad, o por via
mucosa.

[0031] Los sujetos incluyen mamiferos, tales como seres humanos y no humanos (por eemplo,
primates). En modalidades particulares, un sujeto se beneficiaria de tiene la necesidad de la
expresion de una secuencia de polinucledtido heterélogo.

[0032] De acuerdo con la invencién, se proporciona métodos de produccién de plasmidos de
vector recombinante (por gemplo, AAV) y virus (por gemplo, AAV-Rh74 y AAV relacionados
tales como particulas de las variantes AAV-Rh74 (por giemplo, variantes de capside como RHM4-1))
particulas que incluyen un vector recombinante (encapsidado, paquete) (por ggemplo, AAV). Enuna
realizacién, un método para producir particulas virales recombinantes o de AAV incluye la
introduccion en una célula auxiliar de empaquetamiento un plasmido de vector recombinante (por
giemplo, AAV) para producir una infeccion viral productiva (por gemplo, AAV-Rh74 y AAV
relacionados tales como variantes AAV-Rh74 ( por giemplo, las variantes de cdpside como RHM4-
1)); y € cultivo de las células auxiliares bajo condiciones para producir particulas virales
recombinantes (por g emplo, AAV-Rh74 0 AAV relacionados tales como variantes de cpside AAV-
Rh74 (por gemplo, RHM4-1)). En otra modalidad, un método para producir particulas virales
recombinantes o de AAV con cantidades reducidas de particul as viral es recombinantes (por ejemplo,
AAV-Rh74 y AAV relacionada, como variantes AAV-Rh74 (por giemplo, las variantes de capside
como RHM4-1)) en las que € vector vira recombinante incluye &cido nucleico contaminante,
incluye la introduccién en una célula auxiliar de empaguetamiento un pladsmido de vector
recombinante (por gemplo, AAV); y € cultivo de las células auxiliares bajo condiciones para
producir particulas virales recombinantes (por gemplo, AAV-Rh74 y AAV relacionada, como
variantes AAV-Rh74 (por gjemplo, las variantes de capside como RHM4-1)), en € que las particulas
virales (por gemplo, AAV-Rh74 recombinante y AAV relacionados tales como variantes AAV-
Rh74 (por ejemplo, las variantes de cdpside como RHM4-1)) producidas han reducido el nimero de
particulas virales (por iemplo, AAV-Rh74 y AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74
(por giemplo, las variantes de capside como RHM4-1)) con genomas de vector recombinante que
contienen acido nucleico contaminante en comparacion con los nimeros de particulas virales (por
gemplo, AAV-Rh74 y relacionadas con AAV tales como variantes AAV-Rh74 (por eemplo,
variantes de cgpside como RHM4-1)) que contienen &cido nucleico contaminante producido bajo
condiciones en las que la secuencia de polinucledtido de relleno o embutidora estd ausente del vector
viral recombinante. En aspectos particulares, € acido nucleico contaminante es el &cido nucleico
bacteriano; 0 una secuencia distinta de la secuencia de polinucledtido heterélogo, o ITR, promotor,

potenciador, origen de replicacion, la secuencia de poli-adenina, 0 marcador seleccionable.
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[0033] Las céulas auxiliares incluyen células de mamiferos. En modalidades particulares, una
célula auxiliar proporciona funciones auxiliares (por gemplo, AAV) para empaquetar la secuencia
de polinucledtido heterélogo en una particula vira (por ejemplo, particulas de AAV, tales como
AAV-Rh74 y vectores AAV relacionados, tales como variantes AAV-Rh74 (por gemplo, variantes
de cdpside tales como RHM4-1)). En aspectos particulares, una célula auxiliar proporciona AAV
Rep y / o proteinas Cap (por gemplo, proteinas Rep78 o 7 y Rep68); una célula auxiliar es
transfectada de forma estable o transitoriamente con polinucledtido(s) que codifica la(s) secuencia(s)
de proteina Rep y / o Cap; una célula auxiliar es transfectada estable o transitoriamente con la(s)
secuencia(s) que codificael polinucledtido de proteina Rep78 y / 0 Rep68.

[0034] Los plasmidos del vector recombinante (por gjemplo, AAV) de lainvencién pueden basarse
en cualquier cepa o serotipo, incluyendo hibridos o quimeras de diferentes serotipos. Las particulas
virales recombinantes de la invencién (por gemplo, AAV) se basan tipicamente en AAV-Rh74 o
AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74 y AAV tales como variantes AAV-Rh74 (por
gemplo, las variantes de cdpside como RHM4-1)), pero también incluyen los hibridos o quimeras
con diferentes serotipos. Los serotipos de AAV representativos incluyen, sin limitacion, los
serotipos AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVY, AAV 10, AAV 11,
y RH10. En consecuencia, las particulas virales recombinantes (por gjemplo, AAV) de lainvencién
gue comprenden genomas de vector puede incluir una proteina de la capside de un serotipo diferente,
una mezcla de serotipos, o hibridos o quimeras de diferentes serotipos, tales como una proteinade la
cdpside de VP1, VP2 o VP3 de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7,
AAVS, AAV9, AAV 10, AAV 11, RH10. Ademés, los vectores recombinantes de la invencion (por
gemplo, AAV), las secuencias, los pldsmidos, los genomas de vectores, pueden incluir elementos de
un serotipo, una mezcla de serotipos, o hibridos o quimeras de diferentes serotipos. En diversas
modalidades, un vector recombinante AAV incluye una secuencia Cap, Rep, y / 0 ITR derivada del
serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVY9, AAV10, AAV1],
Rh74, o RH10, o unamezcla, hibrido o quimera de cualquierade |os serotipos de AAV precedentes.

Descripcion delos Dibujos

[0035] La Figura 1 muestralos niveles de plasma del factor humano 1X (FIX) en ratones C57BL /
6 (n = 5 por grupo) inyectados viala vena de la cola con vectores AAV que expresan el transgén FIX
bajo e control de un promotor especifico de higado. Dosis del vecto 2.5 genomas de vectores por
raton. Se midieron los niveles de plasma del producto transgénico FIX (proteina FIX) mediante
ELISA en las semanas 1, 2, y 4 posterior a la transferencia de genes. AAV-Rh74 confirié los més
altos niveles de expresion del transgén FIX.

[0036] La Figura 2 muestra los niveles de plasma de FIX caninos en perros con hemofilia B
después del suministro de 3" genomas de vector por kilogramo (kg) de peso. Los vectores AAV

fueron infundidos por via intravenosa (1V), aunque los niveles de la vena safena y FIX se
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controlaron mediante ELISA. La expresion del transgén terapéutico FIX fue impulsada por un
promotor especifico del higado. Los vectores AAV8y AAV-Rh74 se desempefiaron mas o menos
igual en perros con hemofilia B y ambos fueron superiores a AAV6.

[0037] La Figura 3 muestra secuencias de aminoacido AAV-Rh74 VP1, VP2, y VP3y, para VP1,
la secuencia de polinucledtido (ADN) (SEQ ID NOs:1-4).

[0038] La Figura 4 muestra la administracion de AAV8 y vector AAVrh74 que expresa el Factor
humano IX (FIX) (bajo e control de un promotor especifico del higado) para macacos rhesus, un
primate no humano, y laexpresion de FIX enlosanimales. Los animales que recibieron los vectores
AAVrh74-FIX (las Ultimas dos barras hacia € margen derecho) expresaron € transgén FIX en
niveles més atos en comparacion con |os otros grupos de animal es inyectados con la misma dosis.
[0039] La Figura 5 muestra los niveles de expresion del factor humano de plasma IX en los
animales administrados con €l vector de expresiéon ddl factor humano I1X encapsidado por € AAV
indicado (variantes Rh74, tales como variante RHM4-1), en comparacion con € vector de expresion
del factor humano IX AAV con Rh74 y AAV 8 encapsidado.

[0040] La Figura 6 muestra la administracién de un vector RHM4-1 de variante AAV8 y AAV-
Rh74 que expresa € Factor humano IX (bgjo € control de un promotor especifico del higado) a

macacos cynomolgus, un primate no humano, y la expresion de FIX en los animales.

Descripcion Detallada

[0041] Lainvencion sebasa, a menos en parte, en los datos que indican que € virus adeno-asociado
(AAV) serotipo AAV-Rh74 y las variantes relacionadas de AAV, tales como variantes de cipside
AAV-Rh74 (por gjemplo, RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3 / RHM15-5, RHM15-4 y
RHM15-6) tienen un alto tropismo para los hepatocitos, que son las células del higado. Como un
vector para la transferencia / suministro de polinucleétido (por gemplo, genes, € &cido nucleico
inhibidor, etc.) en las cdlulas, las variantes AAV-Rh74 y variantes de AAV relacionadas, tales como
variantes AAV-Rh74 (por g emplo, las variantes de capside como RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2,
RHM15-3 / RHM15-5, RHM15-4 y RHM15-6) se puede utilizar para proporcionar niveles
terapéuticos de expresion en el higado después de la administracion intravenosa.  Ademas, los
vectores AAV-Rh74 y las variantes AAV relacionadas tales como AAV-Rh74 (por gemplo, las
variantes de capside como RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3 / RHM15-5, RHM15-4 y
RHM15-6) que mediaron la transferencia / suministro de genes produjo niveles de expresion de
proteinas que fueron significativamente mas altos que varios otros serotipos (ver, por giemplo, las
Figuras1, 2,4,5y 6). En particular, los vectores AAV-Rh74 y las variantes de capside AAV-Rh74
relacionadas (por € emplo, RHM4-1) tienen como objetivo los genes para el suministro en el higado
con una eficiencia por 1o menos comparable y por lo general superior a estandar de oro para la
transduccion de higado, AAV8, en perros con hemofiliaB y / 0 en ratonesy / 0 macacos. De este

modo, los vectores AAV-Rh74 y las variantes de AAV relacionadas, tales como las variantes de
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capside AAV-Rh74 (por gemplo, RHM4-1) se pueden usar para transferir y / 0 suministrar
polinucledtidos heterdlogos, tales como secuencias de codificacidn (genes) para las proteinas que
proporcionan un beneficio deseable o terapéutico, asi como acido nucleico inhibidor (por gemplo,
anti-sentido) que reduce o inhibe la expresién de un gen no deseado o defectuoso (por eemplo,
patoldgico), tratando de este modo una variedad de enfermedades. Por gemplo, un genoma de
vector recombinante (por iemplo, AAV) puede ser empaguetado o encapsidado en un vector AAV-
Rh74 o variantes AAV relacionadas tales como variantes de capside AAV-Rh74 (por gemplo,
RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3 / RHM15-5, RHM15-4 y RHM15-6) con € fin de
transferir y / o suministrar un polinucledtido heterélogo en una célula.

[0042] Como se expone en e presente documento, virus adeno-asociado (AAV) serotipo AAV-
Rh74 y variantes AAV relacionadas tales como variantes de capside AAV-Rh74 (por gemplo,
RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3 / RHM15 -5, RHM15-4 y RHM15-6) proporcionan un
medio para suministrar las secuencias de polinuclebtidos en células ex vivo, in vitro ein vivo. Tales
secuencias de polinucledtidos pueden codificar proteinas tales que las células en las que se
suministra los polinucledtidos expresan las proteinas codificadas. Por ejemplo, un vector
recombinante de AAV puede incluir polinucledtidos heterdlogos que codifican una proteina descada
0 péptido, o un polinucledtido heter6logo que cuando se transcribe comprende una secuencia
inhibidora (por ggemplo, ARN), por gemplo, una secuencia que tiene como objetivo un gen para la
inhibicion de la expresién. El suministro o administracién de un vector a un sujeto (por gjemplo,
mamifero) por lo tanto, no sdlo proporciona polinucledtidos heterdlogos que codifican las proteinas
y los péptidos a sujeto, sino también &cidos nucleicos inhibidores que tienen como objetivo los
genes paralainhibicién de la expresion o funcién en el sujeto.

[0043] De este modo, de acuerdo con la invencidon se proporciona vectores AAV-Rh74 y las
variantes de los vectores de AAV relacionados de la invencion, tales como variantes AAV-Rh74
(por gjemplo, las variantes de capside como RHM4-1, RHM15-1, RHM15-2, RHM15-3 / RHM 15- 5,
RHM15-4 y RHM15-6) que incluyen un genoma de vector (encapsidado o paguete) que incluye
secuencias de polinucledtidos que codifican péptidos y proteinas, asi como secuencias de
polinucledtidos que, directamente o cuando se transcribe comprenden acidos nucleicos inhibidores
gue tienen como objetivo los genes paralainhibicion de la expresion o funcion.

[0044] Un "vector" recombinante o "vector AAV" se deriva de la genoma de tipo natural de un virus,
tales como AAV mediante el uso de métodos moleculares para eliminar € genoma de tipo natural
del virus (por gemplo, AAV), y la sustitucién con una acido nucleico no nativo, tal como una
secuencia de polinucledtido heterélogo (por ejemplo, un casete de expresion de gen terapéutico).
Tipicamente, para AAV una o ambas secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) del genoma
AAYV de tipo natural se conservan en el vector AAV. Un vector viral recombinante (por ejemplo,

AAV) se distingue de un genoma viral (por gemplo, AAV), ya que la totalidad o una parte del
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genoma viral se ha sustituido por una secuencia no nativa con respecto a acido nucleico genémico
viral (por giemplo, AAV) tal como una secuencia de polinuclettido heterdlogo. Laincorporacion de
una secuencia no nativa tales como un polinucledtido heterélogo define por lo tanto € vector vira
(por gemplo, AAV) como un vector "recombinante”, que en € caso de AAV se puede denominar
como un "vector rAAV."

[0045] Una secuencia de vector recombinante (por gemplo, AAV) se puede empaquetar en un virus
(también denominado agui como un "particuld' o "virién") para la siguiente infeccidn
(transformacion) de una célula, ex vivo, in vitro o in vivo. Cuando una secuencia del vector
recombinante se encapsida 0 empagueta en una particula de AAV, la particula puede ser referida
como un "rAAV". Tales particulas o viriones incluirdn tipicamente proteinas que encapsidan o
empaguetan el genomadel vector. Los € emplos particulares incluyen proteinas de laenvolturaviral,
y en €l caso de las proteinas de la capside de AAV.

[0046] En modaidades particulares, un vector recombinante (por gemplo, AAV) es un vector
parvovirus. Los parvovirus son pequefios virus con un genoma de ADN monocatenario. Los "virus
adeno-asociado (AAV)" estan en lafamilia de parvovirus.

[0047] Los parvovirus gque incluyen AAV son virus Utiles como vectores de terapia génica, ya que
pueden penetrar en las cdlulas e introducir &cido nucleico / material genético de modo que el &cido
nucleico / material genético puede mantenerse de manera estable en las células. Ademas, estos virus
pueden introducir &cido nucleico / material genético en sitios especificos, por gemplo, tal como un
sitio especifico en el cromosoma 19. Debido a que AAV no estén asociados con la enfermedad
patdgena en seres humanos, los vectores de AAV son capaces de suministrar secuencias de
polinucledtido heterélogo (por egjemplo, proteinas y agentes terapéuticos) a pacientes humanos sin
causar patogénesis AAV o enfermedad sustancial.

[0048] AAV-Rh74 y las variantes AAV relacionadas tales como AAV-Rh74 o AAV relacionados
tales como variantes AAV-Rh74 (por g emplo, variantes de capside como RHM4-1) serotipos (por
gemplo, secuencias VP1, VP2 y / 0 VP3) puede o no puede ser distinto del de otros serotipos de
AAV, incluyendo, por gemplo, AAV-1 AAV 11 o Rh10 (por gjemplo, distinta de las secuencias
VP1, VP2, y/o0VP3decuaquierade los serotipos AAV1 AAV-11, 0 RH10). Segln se usaaqui, €
término "serotipo” es una distincion usada para referirse a un AAV que tiene una capside que es
serol 6gicamente distinta de otros serotipos de AAV. Ladigtintividad seroldgica se determina sobre
labase de lafalta de reactividad cruzada entre los anticuerpos con un AAV en comparacion con otro
AAV. Tdes diferencias de reactividad cruzada son por lo general debido a diferencias en las
secuencias de proteinas de la cdpside / determinantes antigénicos (por gemplo, debido a las
diferencias de secuencia VPL, VP2, y / 0 VP3 de los serotipos de AAV). A pesar de la posibilidad
de que las variantes AAV-Rh74 que incluyen variantes de capside pueden no ser serol6gicamente
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distintas del Rh74 u otro AAV, difieren en a menos un residuo de nucledtido o aminoécido en
comparacion con Rh74 u otro AAV.

[0049] Bajo la definicion tradicional, un serotipo significa que € virus de interés ha sido probado
contra € suero especifico para todos los serotipos existentes y caracterizados para una actividad
neutralizante y no se han encontrado anticuerpos que neutralicen el virus de interés. Como los virus
aislados que se presentan con més naturalidad se han descubierto y/o se han generado mutantes de la
capside, puede haber o no haber diferencias serolégicas con cualquiera de 10s serotipos existentes en
la actualidad. De este modo, en los casos en que € nuevo virus (por gemplo, AAV) no tiene
ninguna diferencia serolgica, este nuevo virus (por ejemplo, AAV) seria un subgrupo o variante del
serotipo correspondiente.  En muchos casos, las pruebas de serologia para actividad neutralizante
todavia no se ha realizado en virus mutantes con modificaciones de la secuencia de la capside para
determinar s son de otro serotipo de acuerdo con la definicion tradicional de serotipo. En
consecuencia, en aras de la convenienciay para evitar la repeticion, el término "serotipo” se refiere
en general a ambos virus serolégicamente distintos (por gjemplo, AAV), asi como los virus (por
gemplo, AAV) gue no son serol6gicamente distintos que pueden estar dentro de un subgrupo o una
variante de un serotipo dado.

[0050] Los plasmidos de vector recombinante (por ggemplo, AAV), asi como los métodos y usos de
los mismos, incluyen cualquier cepaviral o serotipo. Como un gjemplo no limitante, un plasmido de
vector recombinante (por giemplo, AAV) se puede basar en cualquier genoma de AAV, tales como
AAV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8 , -9, -10, -11, -rh74, -rh10 o AAV-2i8, por giemplo. Tales vectores
se pueden basar en la misma cepa o0 serotipo de (0 subgrupo o variante), o ser diferentes el uno del
otro. Como un gjemplo no limitante, un plasmido de vector recombinante (por gemplo, AAV)
basado en un genoma de serotipo puede ser idéntico a una 0 mas de las proteinas de la cipside que
empaqueta € vector. Ademés, un plasmido de vector recombinante (por ejemplo, AAV) se puede
basar en un genoma de serotipo AAV (por gemplo, AAV2) distinto de una o mas de las proteinas de
la capside que empaqueta e vector, en cuyo caso a menos una de las tres proteinas de la capside
podria ser una variante AAV-Rh74 o variante AAV relacionada tal como AAV-Rh74 o AAV
relacionados tales como variantes AAV-Rh74 (por g emplo, las variantes de capside como RHM4-1,
RHM 15-1, 15-2 RHM, RHM 15-3/ RHM 15-5, RHM 15-4 y RHM 15-6), por gjemplo.

[0051] AAV-Rh74 tiene secuencias de genes / proteinas idénticas a secuencias caracteristicas para
AAV-Rh74 (ver, por iemplo, VPL, VP2, VP3 de laFigura 3). Seguin se usa aqui, un "vector AAV
relacionado con AAV-Rh74" y variaciones gramaticales de los mismos se refiere a una 0 mas
proteinas de AAV (por gjemplo, secuencias de VPL, VP2, y / o VP3) que tiene identidad de
secuencia sustancial con una secuencias de polinuclettido o polipéptido que comprenden AAV-
Rh74. Tales vectores AAV relacionados con AAV-Rh74 por lo tanto, pueden tener una 0 més

secuencias distintas de AAV-Rh74, pero pueden exhibir una identidad de secuencia sustancial con



17

uno 0 més genes 'y / 0 tener una 0 mas caracteristicas funcionales de AAV-Rh74 (por gemplo, tal
como tropismo celular / tisular). Por ejemplo, la variante AAV-Rh74 variante de AAV relacionada
RHM4-1 tiene una cdpside con cuatro aminoécidos diferentes de la caspide Rh74. Las variantes
gemplares AAV-Rh74y AAV relacionadas, tales como AAV-Rh74 0 AAV relacionadas tales como
las secuencias de las variantes AAV-Rh74 (por gemplo, las variantes de cdpside como RHM 4.1,
RHM 15-1, RHM 15-2, 15-3 RHM / RHM 15-5, RHM15-4 y RHM15-6) incluyen VP1, VP2y / 0
VP3 se establecen agui, por gjemplo, en la Figura 3. En una modalidad ejemplar no limitativa, un
vector de AAV relacionado con AAV-Rh74 tiene un polinucledtido, polipéptido o subsecuencia de
la misma que incluye o consiste en una secuencia de al menos 80% o mas (por gjemplo, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, €tc.) idénticas a una o mas secuencias de AAV-Rh74 VP1, VP2
y / 0 VP3 establecidas en la Figura 3.

[0052] De acuerdo con la invencién, los métodos y los usos incluyen secuencias de AAV-Rh74
(polipéptidos y nucledtidos) y subsecuencias de las mismas que exhiben menos de 100% de
identidad de secuencia con un gen de referencia AAV-Rh74 o secuencia de proteina (por ejemplo,
secuenciasde VP1, VP2, y / 0 VP3 establecidas en la Figura 3), pero son distintas de y no idénticas a
los genes o proteinas de AAV conocidos, tales como AAV1-AAV 11, AAV-Rh10, genes o proteinas,
etc. En una modalidad, un polipéptido AAV-Rh74 o subsecuencia del mismo incluye o consiste en
una secuencia de al menos 80% o0 més idénticos, por gemplo, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, etc., es decir, hasta el 100% idéntico a
cualquier secuencia de referencia AAV-Rh74 o subsecuencia de la misma (por eemplo, las
secuencias de VP1, VP2 y / 0 VP3 establecidas en la Figura 3). En aspectos particulares, una
variante de AAV-Rh74 relacionada tiene uno, dos, tres o cuatro de las cuatro sustituciones de
aminoécidos expuestos en AAV-Rh74 (por gemplo, la variante de cdpside RHM4-1, RHM15-1,
RHM15-2, RHM15-3/ RHM15-5, RHM 15-4 y RHM 15-6).

[0053] Los vectores recombinantes (por ejemplo, AAV), que incluyen AAV1, AAV2, AAVS,
AAV4, AAV5, AAV 6, AAV 7, AAVS8, AAVY, AAV 10, AAV 11, Rh10, Rh74 0 AAV 2i8y la
variante, relacionada, secuencias hibridas y quiméricas, pueden construirse usando técnicas
recombinantes que son conocidas para el experto en lamateria, paraincluir una o més secuencias de
polinucledtido heterdlogo (transgenes) flanqueadas con una 0 més secuencias funcionales AAV ITR.
Tales vectores pueden tener uno o mas de los genes de AAV de tipo natural eliminados en su
totalidad o en parte, por gemplo, un gen rep y / 0 cap, pero retener ad menos una secuencia
flangueante funcional ITR, segln sea necesario para€l rescate, replicacion y el empaguetamiento del
vector recombinante en una particula del vector AAV. Por lo tanto, un genoma del vector AAV
incluiria secuencias requeridas en cis para la replicacion y empaguetado (por ejemplo, secuencias

ITR funcionales).



18

[0054] Los términos "polinucledtido" y "&cido nucleico” se utilizan indigtintamente en este
documento para hacer referencia a todas las formas de &cido nucleico, oligonucleétidos, incluyendo
acido desoxirribonucleico (ADN) y &cido ribonucleico (ARN). Los polinucledtidos incluyen ADN
genémico, ADNcy ADN antisentido, y mARN, rARN tARN empalmado o sin empalmar y € ADN
inhibidor o ARN (ARNI, por gemplo, horquilla pequefia o corta (sh)ARN, microARN (miARN),
interferencia peguefia o corta (S)ARN, ARN trans-empalme, o ARN antisentido). Los
polinucledtidos incluyen polinucledtidos que se presentan naturalmente, sintéticos, e
intencionadamente aterados o modificados, asi como andlogos y derivados. Los polinucledtidos
pueden ser individuales, dobles, o triples, lineales o circulares, y pueden ser de cualquier longitud.
Al discutir sobre los polinuclebtidos, se puede describir agui una secuencia o estructura de un
polinucledtido particular, de acuerdo con la convencidn de proporcionar la secuencia en la direccion
5ag.

[0055] Un polinucledtido "heterélogo” se refiere a un polinucledtido insertado en un vector (por
gemplo, AAV) para los propésitos de vector mediado por la transferencia / suministro del
polinucledtido en una célula. Los polinucledtidos heterélogos son tipicamente distinto del &cido
nucleico de vector (por gemplo, AAV), es decir, son no nativos con respecto al acido nucleico vira
(por giemplo, AAV). Unavez transferida / suministrada en la célula, un polinucledtido heterdlogo,
contenido dentro del virién, se puede expresar (por gjemplo, transcribir, y traducir de ser apropiado).
Alternativamente, un polinucledtido heterélogo transferido / suministrado en una célula, contenida
dentro del virién, no necesita ser expresado. Aunque €l término "heterélogo” no siempre se usa aqui
en referencia a polinucledtidos, la referencia a un polinucledtido, incluso en ausencia del
modificador "heterdlogo” esta destinada aincluir polinucledtidos heterdlogos a pesar de la omision.
[0056] Los "polipéptidos', "proteinas' y "péptidos’ codificados por las "secuencias de
polinucledtidos" incluyen secuencias nativas de longitud completa, como con proteinas de origen
natural, asi como subsecuencias funcionales, formas modificadas o variantes de secuencia siemprey
cuando la subsecuencia, la forma modificada o la variante conserve cierto grado de funcionalidad de
la proteina nativa de longitud completa. En los métodos y usos de lainvencién, dichos polipéptidos,
proteinas y péptidos codificados por las secuencias de polinucledtidos pueden ser, pero no estan
obligados a ser idénticos a la proteina endégena que es defectuosa, 0 cuya expresion es insuficiente,
o deficiente en e mamifero tratado.

[0057] El virus adeno-asociado de invencion (AAV) serotipo AAV-Rh74 y las variantes de AAV
relacionadas, tales como variantes AAV-Rh74 (por g emplo, |las variantes de capside como RHM4-1,
RHM4-1, RHM 15-1, RHM de 15-2, RHM15-3 / RHM 15-5, RHM15-4 y RHM15-6), se puede usar
paraintroducir / suministrar polinucleétidos de forma estable o transitoria en células y la progenie de
las mismas. El término "transgén" se usa agqui para referirse convenientemente a un polinucleétido

heterélogo tal que se ha introducido en una célula u organismo. Los transgenes incluyen cualquier
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polinucledtido, tal como un gen que codifica un polipéptido o proteina, un polinucledtido que se
transcribe en un polinucledtido inhibidor, o un polinucledtido que no se transcribe (por gemplo,
carece de un elemento de control de expresion, tal como un promotor que dirige la transcripcion).
[0058] Por gjemplo, en unacélula que tiene un transgén, €l transgén se haintroducido / transferido a
modo de vector, tal como AAV, "transformacion” de la célula Los términos "transformar" y
"transfectar” se refieren a la introduccion de una molécula tal como un polinucledtido en un
organismo celular o anfitriéon.

[0059] Unacélulaen laque se haintroducido € transgén se conoce como una "célula transformada’
o0 "transformante”. Por consiguiente, una célula "transformada’ o "transfectada" (por gjemplo, en un
mamifero, tal como una célula o tejido o célula de 6rgano), significa un cambio genético en una
célula después de la incorporacién de una molécula exégena, por gemplo, un polinucledtido o
proteina (por gemplo, un transgén) en lacélula. Asi, unao célula"transfectada’ o "transformada’ es
una célula en la que, o una progenie de la misma en la que una molécula exdgena se ha introducido,
por giemplo. La(s) célula(s) se puede propagar y expresar la proteina introducida, o transcribir el
acido nucleico. Paralos usosy métodos de la terapia de genes, una célula transformada puede estar
en un sujeto.

[0060] El polinucledtido introducido puede o no estar integrado en e acido nucleico de la célula
receptora u organismo. Si un polinucledtido introducido se llega a integrar en el acido nucleico
(ADN genomico) de la célula receptora u organismo se puede mantener de forma estable en esa
célulau organismo y se pasa mas adelante o se hereda por células de la progenie o los organismos de
la célula receptora u organismo. Finalmente, el &cido nucleico introducido puede existir en la célula
receptora u organismo huésped solo transitoriamente.

[0061] Las células que pueden transformarse incluyen una célula de cualquier tipo de tejido u
Organo, de cualquier origen (por ejemplo, mesodermo, ectodermo o endodermo). Los gjemplos ho
limitativos de células incluyen el higado (por € emplo, hepatocitos, células endoteliales sinusoidales),
pancreas (por gemplo, células de los islotes beta), pulmoén, sistema nervioso central o periférico,
tales como €l cerebro (por g emplo, neuronal, glial o células ependimarias) o la columna vertebral,
rifidn, ojo (por ejemplo, la retina, los componentes celulares), bazo, piel, timo, testiculos, pulmoén,
diafragma, corazon (cardiaco), musculares o psoas, 0 € intestino (por €jemplo, endocrino), €l tegjido
adiposo (blanco, marrén o beige), misculo (por gemplo, fibroblastos), sinoviocitos, condrocitos,
osteoclastos, células epiteliales, células endotdiales, células de las glandulas salivares, células
nerviosas del oido interno o hematopoyético (por g emplo, células de sangre o linfa). Los gemplos
adicionales incluyen células madre, tales como células progenitoras pluripotentes 0 multipotentes
gue desarrollan o se diferencian en el higado (por gemplo, hepatocitos, células endoteliaes
sinusoidales), pancreas (por g emplo, células de los idotes beta), pulmon, sistema nervioso central o

periférico, tales como el cerebro ( por g emplo, células neuronal, glial o ependimaria) o la columna
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vertebral, rifion, ojo (retina, componentes de la célula), bazo, piel, timo, testiculos, pulmodn,
diafragma, corazén (cardiaco), musculo o psoas, 0 €l intestino (por € emplo, endocrino), € tejido
adiposo (blanco, marrén o beige), musculo (por gemplo, fibroblastos), sinoviocitos, condrocitos,
osteoclastos, células epiteliaes, células endoteliales, células de las glandulas salivares, células
nerviosas del oido interno o células hematopoyéticas (por g emplo, sangre o linfa).

[0062] Una "molécula terapéutica’ en una modalidad es un péptido o proteina que puede diviar o
reducir los sintomas gque resultan de una ausencia o defecto de una proteina en una célula o sujeto.
Alternativamente, un péptido "terapéutico” o proteina codificada por un transgén es una que confiere
un beneficio a un sujeto, por gemplo, para corregir un defecto genético, para corregir una
deficiencia del gen (de expresion o funciona), o un efecto anti-cancer.

[0063] Los gemplos particulares no limitantes de los polinucledtidos heterélogos que codifican
productos génicos (por ejemplo, proteinas terapéuticas) que son (tiles de acuerdo con la invencion
incluyen, pero no se limitan a: genes que comprenden o codifican CFTR (proteina reguladora de
transmembrana de la fibrosis cistica), un factor de coagulacion de la sangre (coagulacién) (Factor
XIIl, Factor IX, Factor X, Factor VIII, Factor Vlla, proteina C, etc.) incluyendo la ganancia de
funcion de factores de coagulacion de la sangre, un anticuerpo, proteina de 65 kDa especifica
epitelio pigmentario de laretina (RPE65), eritropoyetina, receptor LDL, lipoproteina lipasa, ornitina
transcarbamilasa, 13-globina, a-globina, espectrina, a-antitripsina, adenosina desaminasa (ADA), un
transportador de metal (ATP7A o ATP7), sulfamidasa, una enzima implicada en la enfermedad de
amacenamiento lisosomal (ARSA), hipoxantina guanina fosforribosil transferasa, [3-25
glucocerebrosidasa, esfingomieglinasa, hexosaminidasa lisosdbmica, ceto acido deshidrogenasa de
cadena ramificada, una hormona, un factor de crecimiento (por gjemplo, factores de crecimiento
similar a la insulina 1 y 2, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento nervioso, factor neurotréfico -3 y -4, factor neurotréfico derivado
del cerebro, factor de crecimiento derivado de la glia, factor de crecimiento transformante a 'y 13, etc.),
una citoquina (por gemplo, a-interferon, R-interferon, interferon-y, interleucina-2, interleucina-4,
interleucina 12, factor de estimulacion de colonia de granulocitos-macréfago, linfotoxina, etc.), un
producto de gen suicida (por gjemplo, virus herpes ssmplex timidina quinasa, citosina desaminasa,
toxina de la difteria, citocromo P450, desoxicitidina quinasa, factor de necrosis tumoral, etc.), una
proteina de resistencia a los medicamentos (por €jemplo, que proporciona resistencia a un farmaco
usado en laterapiadel cancer), una proteina supresora de tumores (por gjemplo, p53, Rb, Wt-1, NF1,
Von Hippel-Lindau (VHL), poliposis adenomatosa coli (APC)), un péptido con propiedades
inmunomoduladoras, un tolerégeno o péptido inmunogénico o proteina Tregitopes [de Groot et al,
Blood 2008 Oct. 15; 112(8):. 3303], 0 hCDR1 [Sharabi et al., Proc Natl Acad Sci USA. 2006 Junio 6;
103(23): 8810-5], la insulina, la glucoquinasa, guanilato ciclasa 2D (LCA-GUCY 2D), proteina Rab

escolta 1 (Choroideremia), LCA 5 (LCA-Lebercilin), aminotransferasa cetoécido ornitina (Gyrate
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Atrophy), Retinoschisin 1 (Retinosquisis ligado a X), USH1C (Sindrome de Usher 1C), retinitis
pigmentosa ligada a X GTPase (XLRP), MERTK (formas AR de RP: retinitis pigmentosa), DFNB1
(conexina 26 sordera), ACHM 2, 3 y 4 (Acromatopsia), PKD-1 o PKD-2 (enfermedad renal
poliquistica), TPP1, CLN2, deficiencias del gen causante de enfermedades de almacenamiento
lisosomal (por ejemplo, sulfatasas, N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa, catepsina A, GM2-AP,
NPC1, VPC2, proteinas activadoras de esfingolipidos, etc.), una 0 mas nucleasas de dedos de zinc
para la edicion de genoma, 0 de secuencias donantes usadas como plantillas de reparacién para la
edicion del genoma.

[0064] Otros gjemplos no limitantes de polinucledtidos heterdlogos que codifican productos génicos
(por ejemplo, proteinas terapéuticas) que son Utiles de acuerdo con la invencidn incluyen aquellos
gue se pueden utilizar en el tratamiento de una enfermedad o trastorno, incluyendo, pero no limitado
a, fibrosis quistica (y otras enfermedades del pulmon), hemofilia A, hemofilia B, talasemia, anemiay
otros trastornos sanguineos, € SIDA, la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, epilepsia 'y otros trastornos neurol égicos,
cancer, diabetes mellitus, distrofias musculares (por gemplo, Duchenne, Becker), enfermedad de
Gaucher, enfermedad de Hurler, deficiencia de adenosina deaminasa, enfermedades de
amacenamiento de glucdgeno y otros defectos metabdlicos, enfermedades degenerativas de laretina
(y otras enfermedades de los 0jos), y enfermedades de 6rganos solidos (por gjemplo, e cerebro ,
higado, rifién, corazén).

[0065] Todas las formas de mamiferos y no mamiferos de polinucledtidos que codifican productos
génicos, incluyendo los genes no limitativos y proteinas descritos aqui estan expresamente incluidas,
ya sea conocida o desconocida. De este modo, la invencion incluye genes y proteinas de los no
mamiferos, mamiferos distintos de los seres humanos, y |0s seres humanos, cuyos genes'y proteinas
funcionan de una manera sustancialmente similar a los genes humanos y las proteinas descritas agui.
Un gemplo no limitativo de gen no mamifero es un dominio nucleasa Fok, que es de origen
bacteriano. Ejemplos no limitantes de secuencias FIX no humanos de mamiferos se describen en
Y oshitake et al, 1985, arriba; Kurachi et a, 1995, arriba; Jallat et a, 1990, arriba; Kurachi et a.,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79: 6461-6464; Jaye et a., 1983, Nucl. Acids Res. 11:2325-
2335; Anson et a, 1984, EMBO J. 3: 1053-1060; Wu et al, 1990, Gene 86:. 275-278; Evans et d,
Proc Natl Acad Sci U.SA. 86: 10095 (1989), Blood 74: 207-212; Pendurthi et al., 1992, Thromb.
Res. 65: 177-186; Sakar et a, 1.990, Genomics 1990, 6:133-143; y, Katayama et a., 1979, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76:4990-4994.

[0066] Segun se establece aqui, las secuencias de polinucledtidos heterélogos (transgenes) incluyen
secuencias de acidos nucleicos inhibidores y de antisentido. Inhibidor, antisentido, SARN (ARN de
pequeiia interferencia), miARN (micro ARN), shARN (pequefia horquilla de ARN), ARNi y

oligonucledtidos antisentido pueden modular la expresion de un gen diana. Tales moléculas
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incluyen aquellas capaces de inhibir la expresion de un gen diana implicado en la mediacion de un
proceso de la enfermedad, de este modo reduciendo, inhibiendo o aliviando uno 0 més sintomas de
una enfermedad.

[0067] El antisentido incluye polinucledtidos individuales, de doble o triple hebras y écidos
nucleicos peptidicos (PNAS) que unen efi ARN transcrito o ADN (por gemplo, ADN gendmico).
Los oligonucledtidos derivados del sitio de iniciacion de la transcripcion de un gen diana, por
gemplo, entrelas posiciones -10 y +10 del sitio deinicio, son otro gemplo particular. El antisentido
gue forma triplex se puede unir aun ADN de doble hebra inhibiendo de este modo la transcripcion
del gen. "ARNI" es e uso de secuencias de ARN monocatenario o0 bicatenario para inhibir la
expresion génica (ver, por giemplo, Kennerdell et al, Cell 95: 1017 (1998); and Fire et a., Nature,
391:806 (1998)). Las secuencias de ARN de doble hebra a partir de una region de codificacion del
gen diana se pueden por lo tanto usar parainhibir o prevenir la expresion / transcripcion de genes de
acuerdo con los métodos y usos de lainvencion. El antisentido y ARNi se pueden producir sobre la
base de acidos nucleicos que codifican secuencias de genes diana (por gemplo, huntingtina, o HTT),
tales como &cido nucleico que codificaHTT de mamifero y humano. Por g emplo, un &cido nucleico
de una hebra o doble hebra (por gemplo, ARN) puede dirigir la transcripcién HTT (por ejemplo,
MARN).

[0068] Un "sSARN" se refiere a una molécula terapéutica que participa en e proceso de la
interferencia de ARN para un silenciamiento génico post-transcripcional de secuencia especifica o
knockdown de genes. siARNSs tienen homologia con la secuencia del ARNm cognado del gen diana.
Los pequefios ARNs de interferencia (SRNAS) pueden ser sintetizados in vitro o generados por
ecision ribonucleasa 111 de dSARN més largo y son los mediadores de la degradacion de ARNm
especifico de secuencia. SIARN u otros &cidos tales nucleicos de la invencion pueden sintetizarse
quimicamente usando fosforamiditas de ribonucledsido apropiadamente protegidas y un sintetizador
convencional de ADN / ARN. ElI ARNs se puede sintetizar como dos moléculas de ARN
complementarias, separadas, 0 como una sola molécula de ARN con dos regiones complementarias.
Los proveedores comerciales de moléculas de ARN sintético o reactivos de sintesis incluyen
Applied Biosystems (Foster City, CA, U.SA.), Proligo (Hamburgo, Alemania), Dharmacon
Research (Lafayette, Colorado., U.S.A.), Pierce Chemical (parte de Perbio Science, Rockford, I,
U.S.A.), Glen Research (Sterling, Va., U.S.A.), ChemGenes (Ashland, Mass., U.S.A.) y Cruachem
(Glasgow, Reino Unido). Los constructos de SARN para la inhibicion de ARNm de un gen diana
pueden ser de entre 15-50 nucledtidos de longitud, y més tipicamente alrededor de 20-30 nuclebtidos
de longitud. Tales moléculas de &cido nucleico se pueden incorporar facilmente en los vectores
virales descritos agui usando métodos convencional es conocidos para un experto en latécnica.

[0069] Los gemplos no limitantes particulares de genes (por eemplo, ADN gendémico) o

transcripcion de un gen patégeno (por eemplo, ARN o ARNmM) que pueden tenerse como objetivo
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con secuencias de &cidos nucleicos inhibidor de acuerdo con la invencion incluyen, pero no se
limitan a genes asociados con enfermedades de repeticion polinucledtido como gen huntingtina
(HTT), un gen asociado con la atrofia dentatorubropallidoluysian (por ejemplo, atrofina 1, ATN1);
receptor de andrégenos en el cromosoma X en la atrofia muscular espinobulbar, la Ataxina humana-
1, -2, -3,y -7, Ca21 P/ Q cand de cacio dependiente de la tensién esta codificada por €
(CACNA1A), proteina que une TATA, Ataxina 8 de hebra opuesta, también conocida como
ATXNB8OS, fosfatasa de proteina serina/ treonina 2A 55 kDa subunidad reguladora B beta isoforma
en la ataxia espinocerebelosa (tipo 1, 2, 3, 6, 7, 8, 12 17), FMRL1 (retraso mental fragil X 1) en €
sindrome X fragil, FMRL (retraso mental fragil X 1) en € sindrome de temblor / ataxia X-asociado
fragil, FMRL1 (retraso mental fragil X 2) o AF4 / FMR2 miembro familiar en retraso mental fragil
XE 2; Miotonina-proteina quinasa (MT-PK) en la distrofia mioténica; frataxina en la ataxia de
Friedreich; un mutante del gen de superdxido dismutasa 1 (SOD1) en la esclerosis lateral amiotrofica;
un gen implicado en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson y / o la enfermedad de Alzheimer;
apolipoproteina B (APOB) y convertasa subtilisina proproteina / Kexin tipo 9 (PCSK9),
hipercoloesterolemia; VIH Tat, transactivador del virus de la inmunodeficiencia humana de la
transcripcion de genes, en lainfeccion por @ VIH; VIH TAR, VIH TAR, € gen dd elemento de
respuesta del transactivador del virus de inmunodeficiencia humana, en lainfeccién por e VIH; C-C
del receptor de quimiocinas (CCR5) en la infeccion por € VIH; Virus del sarcoma de Rous (RSV)
proteina de la nucleocpside en lainfeccion por VRS, microARN especifico de higado (miR-122) en
la infeccién por € virus de la hepatitis C; p53, lesion renal aguda o funcion retardada del injerto
trasplante de rifion o insuficiencia renal insuficiencia renal aguda; proteina quinasa N3 (PKN3) en
malignidades recurrente adelantado o tumores malignos solidos, LMP2, LMP2 también conocido
como la subunidad proteasoma tipo beta 9 (PSMB 9), e melanoma metastésico; LMP7, también
conocido como la subunidad del proteasoma de tipo beta 8 (PSMB 8), melanoma metastasico;
MECL1 también conocido como la subunidad proteasoma tipo beta 10 (PSMB 10), el melanoma
metastéasico; factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en los tumores sélidos; proteina del
husillo kinesina en tumores sdlidos, supresor de la apoptosis de las células B de CLL / linfoma
(BCL-2) en laleucemia mieloide cronica; ribonucledtido reductasa M2 (RRM2) en tumores solidos;
furina en los tumores solidos; quinasa 1 similar a polo (Plk1) en tumores hepéticos, diacilglicerol
aciltransferasa 1 (DGAT1) en lainfeccion por hepatitis C, beta-catenina en la poliposis adenomatosa
familiar; receptor adrenérgico beta 2, glaucoma; RTP801 / Redd1 también conocida como proteina 4
de transcripcion de dafio inducible dafios DAN, en e edema macular diabético (DME) o
degeneracion macular relacionada con la edad; receptor de factor de crecimiento vascular endotelial
| (VEGFR1) en la degeneracion macular relacionada con la edad o neivascularization coroidea,
caspasa 2 en la neuropatia optica isquémica no arteritica; queratina 6A N17K proteina mutante en

paguioniquia congénita; genoma del virus de la gripe A / secuencias de genes en la infeccion por
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influenza; sindrome respiratorio agudo severo (SARS) del genoma del coronavirus / secuencias de
genes en la infeccion por SARS; genoma del virus sincicial respiratorio / secuencias genes en la
infeccidn por @ virus sincitial respiratorio; genoma de ébola filovirus / secuencia de genes en la
infeccion por ébola; genoma del virus de la hepatitis B y C / secuencias de genes en la infeccion por
hepatitis B y C; genoma del virus del herpes simplex (HSV) / secuencias de genes en la infeccion
por HSV, genoma del virus Coxsackie B3 / secuencias de genes en lainfeccidn por virus coxsackie
B3; silenciamiento de un aelo patdgeno de un gen (silenciamiento especifico de alelo) como torsina
A (TOR1A) en ladistoniaprimaria, clase | y pany HLA-alelo especifico en el trasplante; o gen dela
rodopsina mutante (RHO) en la retinitis pigmentosa autosdmica dominantemente heredado (adRP).
[0070] Los polinuclettidos, polipéptidosy subsecuencias de los mismos incluyen formas variantes y
modificadas. Segun se usa aqui, los términos "modificar" o "variante" y las variaciones gramaticales
de los mismos, significan que un polinucledtido, polipéptido o subsecuencia de los mismos se
desvian de una secuencia de referencia. Las secuencias modificadas y variantes pueden por lo tanto
tener sustancialmente la misma, mayor o menor actividad o funcidn que una secuencia de referencia,
pero al menos retener una actividad o funcion parcial de la secuencia de referencia.

[0071] Por consiguiente, la invencion también incluye variantes que se presentan de forma
natural y no natural. Dichas variantes incluyen variantes de AAV-Rh74 tales como variantes de
capside AAV-Rh74. Los gemplos particulares de tales variantes de cgpside AAV-Rh74 incluyen
RHM 15-1 RHM de 15-2, RHM de 15-3, RHM de 15-4, RHM de 15-5, RHM de 15-6 y RHM4-1
(vere, por gemplo, lafigurab).

[0072] Dichas variantes también incluyen ganancia y pérdida de las variantes de funcién. Por
gjemplo, las secuencias de ADN FIX humano tipo natural, cuyas variantes de proteinas o mutantes
retienen la actividad, o son terapéuticamente eficaces, 0 son comparativamente o incluso més
terapéuticamente activas que e FIX humano invariante en los métodos y usos de lainvencion. En
un ejemplo particular, € colageno IV sirve para atrapar FIX, lo que significa que cuando se
introduce en e tejido muscular de un mamifero algunos de los FIX no esta disponible para la
participacion en la coagulacion de la sangre, ya que se retiene en los espacios intersticiales en €l
tejido muscular. Una mutacion en la secuencia de FIX gue se traduce en una proteina con union
reducida a colageno IV (por gjemplo, pérdida de la funcién) es un mutante Gtil en los métodos de la
invencion, por ejemplo, para e tratamiento de hemofilia. Un gjemplo de un gen mutante humano
FIX codifica una proteina humana FIX con e aminoécido alanina en lugar de lisina en la quinta
posicion de aminoacido desde el principio de la proteina madura.

[0073] Los gemplos no limitantes de modificaciones incluyen uno o méas nuclettidos o
sustituciones de aminoéacido (por gjemplo, 1-3, 3-5, 5-10, 10-15, 15-20 20-25, 25-30, 30-40, 40-50
50-100, o més nucledtidos o residuos), tales como una arginina para un residuo de lisina (por

gemplo, una 0 mas sustituciones de arginina de una lisina como se establece en cualquiera de RHM
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4-1 RHM 15-1, RHM 15-2, 15-3 RHM / RHM 15-5, RHM15-4 y RHM 15-6) adiciones (por gemplo,
inserciones o 1-3, 3-5, 5-10, 10-15, 15- 20, 20-25, 25-30, 30-40, 40-50, de 50-100, o0 més nucledtidos
0 residuos) y supresiones (por gjemplo, subsecuencias o fragmentos) de una secuencia de referencia.
En modalidades particulares, una secuencia modificada o variante retiene a menos parte de una
funcidn o una actividad de la secuencia sin modificar. Tales formasy variantes modificadas pueden
tener menor que, el mismo, o mayor, pero a menos una parte de, una funcién o actividad de una
secuencia de referencia, por g emplo, como se describe agui.

[0074] Una variante puede tener una o maés diferencias o modificaciones, o ambas, de
secuencias de aminoacido no conservadora o conservadora. Una "sustitucion conservadora' es la
sugtitucién de un aminoacido por un residuo biolégica, quimica o estructuramente similar.
Biol6gicamente similar significa que la sustitucion no destruye una actividad bioldgica
Estructuramente similar significa que los aminoécidos tienen cadenas laterales con una longitud
similar, tales como aanina, glicinay serina, o un tamafio similar. Lasimilitud quimicasignifica que
los residuos tienen la misma carga o son tanto hidréfilos o hidréfobos. Los ejemplos particulares
incluyen la sustitucion de un residuo hidréfobo, tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por
otro, o la sustitucién de un residuo polar por otro, tal como la sustitucion de arginina o lisina (por
gemplo, RHM15-1, RHM15-2 , RHM15-3 / RHM15-5, RHM15-4 y RHM15-6), &cido glutamico
por &cido aspartico, o glutamina por asparagina, serina por treonina, y similares. Los gemplos
particulares de sustituciones conservadoras incluyen la sustitucion de un residuo hidréfobo tal como
isoleucing, valina, leucina o metionina por otro, la sustitucién de un residuo polar por otro, tal como
la sustitucion de arginina por lising, acido glutédmico por acido aspértico, o glutamina por asparagina,
y similares. Por eemplo, sustituciones conservadoras de aminoécidos incluyen tipicamente
sugtituciones dentro de los siguientes grupos. glicina, alaning; vaina, isoleucina, leucina;, &cido
aspértico, acido glutamico; asparaginag, glutamina; serina, treoning; lising, arginina; y fenilalanina,
tirosina. Una "sustitucién conservadora' también incluye €l uso de un aminoacido sustituido en
lugar de un aminoé&cido original no sustituido.

[0075] Por consiguiente, la invencién incluye genes y proteinas variantes (por gemplo, de
polinucledtidos que codifican las proteinas descritas aqui) que retienen una 0 méas actividades
biolégicas (por gjemplo, funcidn en la coagulacion sanguinea, etc.). Tales variantes de las proteinas
0 polipéptidos incluyen proteinas o polipéptidos que han sido o pueden ser modificadas usando la
tecnologia del ADN recombinante de modo que la proteina o polipéptido que posee |as propiedades
ateradas o adicionales, por €jemplo, variantes que confiere unamayor estabilidad de las proteinas en
e plasma o € incremento de la actividad de la proteina. Las variantes pueden diferir de una
secuencia de referencia, tal como polinucledtidos, proteinas o péptidos de origen natural.

[0076] En e nivel de secuencia de nucledtidos, un gen variante que se presenta de manera natural y

no natural sera tipicamente por lo menos aproximadamente 50% idéntico, més tipicamente
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aproximadamente 70% idéntico, alln més tipicamente aproximadamente 80% idéntico (90% o mas
de identidad) a gen de referencia En e nivel de secuencia de aminoécido, una proteina variante
gue se presenta de manera natural y no natural serd tipicamente por lo menos aproximadamente 70%
idéntica, més tipicamente aproximadamente 80% idéntica, aln mas tipicamente aproximadamente
90% o mas de identidad con la proteina de referencia, aunque las regiones sustanciales de no
identidad se permiten en las regiones no conservadas (por ejemplo, menos, del 70% idéntica, tal
como menos de 60%, 50% o incluso 40%). En otras modalidades, las secuencias tienen a menos
60%, 70%, 75% o mas de identidad (por ejemplo, 80%, 85% 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mas de identidad) con una secuencia de referencia.  Los procedimientos para introduccién de
cambios de nucledtido y aminoacido en un polinuclebtido, proteina o polipéptido son conocidos por
el experto en latécnica (ver, por g emplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2007)).

[0077] El término "identidad", "homologia' y variaciones gramaticales de los mismos, significan

gue dos 0 més entidades de referencia son los mismos, cuando son secuencias "alineadas’. Por lo
tanto, a modo de gjemplo, cuando dos secuencias de polipéptidos son idénticas, tienen la misma
secuencia de aminoacidos, por o menos dentro de la region o porcion de referencia. Cuando dos
secuencias de polinucledtidos son idénticas, tienen la misma secuencia de polinucledtido, por lo
menos dentro de la region o porcién de referencia. La identidad puede ser en un &rea definida
(region o dominio) de la secuencia. Un "&rea" o "region” de identidad se refiere a una porcion de
dos 0 mas entidades de referencia que son iguales. Asi, cuando dos secuencias de proteina o &cido
nucleico son idénticas sobre una 0 més areas o regiones de secuencias estas comparten identidad
dentro de esaregion. Una secuencia "aineada" se refiere a secuencias de mdiltiples polinuclettido o
proteina (aminoé&cido), que contienen a menudo correcciones para las bases faltantes o adicionales o
aminoacidos (espacios) en comparacion con una secuencia de referencia.

[0078] La identidad se puede extender sobre toda la longitud de la secuencia o una porcién de la
secuencia. En aspectos particulares, la longitud de la secuencia que comparte e porcentge de
identidad es 2, 3, 4, 5 0 mas polinucledtidos o0 aminoacidos contiguos, por gjemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, etc. aminoacidos contiguos. En aspectos particulares adicionales,
la longitud de la secuencia que comparte identidad es 20 0 més polinucledtidos o aminoéacidos
contiguos, por giemplo, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, etc. aminoacidos
contiguos. En otros aspectos particulares, lalongitud de la secuencia que comparte identidad es 35 0
mas polinucledtidos o aminoacidos contiguos, por gjemplo, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
45, 47, 48, 49, 50, etc., aminoacidos contiguos. En incluso otros aspectos particulares, lalongitud de
la secuencia que comparte identidad es 50 o mas polinucledtidos o aminoécidos contiguos, por
giemplo, de 50-55, 55-60, 60-65, 65-70, 70-75, 75-80, 80-85, 85-90, 90-95, 95-100, 100-110, etc.

polinucledtidos o aminoécidos contiguos.
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[0079] Los términos "homdlogo” o "homologia' significan que dos o mas entidades referidas
comparten a menos identidad parcial sobre una regién o porcion dada. "Areas, regiones o
dominios" de homologia o identidad significan que una porcion de dos o més entidades referenciadas
comparten homologia o son las mismas. Asi, cuando dos secuencias son idénticas sobre una 0 mas
regiones de secuencias estas comparten identidad en estas regiones. "Homologia sustancial”
significa que una molécula es conservada estructuralmente o funciona mente de modo que tenga o se
predice que tenga por 1o menos una estructura o funcién parcial de una 0 més de las estructuras o
funciones (por gjemplo, una funcién o actividad bioldgica) de la molécula de referencia, o region o
porcién pertinente / correspondiente de la molécula de referencia con la que comparte homologia.
[0080] El grado de identidad (homologia) entre dos secuencias pueda determinarse utilizando un
programa informético y algoritmo matemdtico. Tales agoritmos que calculan la identidad
porcentual de la secuencia (homologia) generalmente representan espacios de secuenciay desgjustes
en laregion de comparacion o &rea. Por gjemplo, un algoritmo de blsqueda BLAST (por gjemplo,
BLAST 2.0) (ver, por gjemplo, Altschul et al, J. Mol Biol. 215:403 (1990), disponible publicamente
a través de NCBI) tiene parametros de busqueda ejemplares como sigue: Mismatch - 2; espacio
abierto 5; extension de espacio 2. Para las comparaciones de secuencias de polipéptido, un
algoritmo BLASTP se usa tipicamente en combinacion con una matriz de puntuacion, como
PAM100, PAM 250, BLOSUM 62 o0 BLOSUM 50. Los programas de comparacion de secuencia
FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FASTA3) y SSEARCH también se usan para cuantificar la
extension de la identidad (Pearson et al, Proc. Natl. Acad. <ci. U.S.A. 85:2.444 (1988); Pearson,
Methods Mol Biol. 132:185 (2000); y Smith et a., J. Mol. Biol. 147:195 (1981)). Los programas
parala cuantificacion de la similitud estructural de la proteina que usan e mapeo topol égico basado
en Delaunay también se han desarrollado (Bostick et al., Biochem Biophys Res Commun 304:320
(2003)).

[0081] Los polinucledtidos incluyen adiciones e inserciones, por € emplo, los dominios heterélogos.
Una adicion (por ejemplo, dominio heter6logo) puede ser un enlace covalente o no covalente de
cualquier tipo de molécula con una composicion. Normamente las adiciones e inserciones (por
gemplo, un dominio heterélogo) confieren un complemento o una funcidn o actividad distinta.
[0082] Las adiciones e inserciones incluyen secuencias quiméricas y de fusion, que es una secuencia
de polinuclettido o proteina que tiene una 0 mas moléculas que normalmente no estan presentes en
una secuencia nativa de referencia (tipo natural) covalentemente unida a la secuencia. Los términos
"fusion” o "quimérico" y variaciones gramatical es de los mismos, cuando se usan en referenciaa una
molécula significan que una porcién o parte de la molécula contiene una entidad diferente
(heteréloga) distinta de la molécula, ya que por |o general no existen juntas en la naturaleza. Es
decir, por gemplo, una porcion de la fuson o quimera, incluye o consiste en una porcion que no

existe juntos en la naturaleza, y es estructuralmente distinta.
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[0083] El término "vector" se refiere a un plédsmido, virus (por jemplo, vector AAV), césmido, o
cualquier otro vehiculo que puede ser manipulado por insercién o incorporacién de un
polinucledtido. Tales vectores pueden ser usados para la manipulacion genética (es decir, "vectores
de clonacion"), paraintroducir / transferir polinucledtidos en las células, y paratranscribir o traducir
e polinucledtido insertado en las células. Una secuencia de &cido nucleico del vector contiene
generalmente a menos un origen de replicacion para la propagacion en una célula y elementos
opcionalmente adicionales, tales como una secuencia de polinucledtido heterdlogo, € elemento de
control de expresion (por ejemplo, un promotor, potenciador), marcador seleccionable (por gjemplo,
resistencia a antibi6ticos), secuencia de poli-adenina.

[0084] Segln se usa aqui, e término "recombinante”, como un modificador de vector viral, tales
como vectores recombinantes AAV, asi como un modificador de secuencias tales como
polinucledtidos y polipéptidos recombinantes, significa que las composiciones (por gemplo, AAV o
secuencias) han sido manipuladas (es decir, disefiadas) de una manera que generalmente no ocurre
en lanaturaleza. Un gjemplo particular de un vector recombinante, tal como un vector AAV seria el
caso en €l que un polinucledtido que no esta presente normalmente en la naturaleza genoma viral de
tipo natural (por ejemplo, AAV) se inserta dentro del genoma viral. Por gjemplo, un g emplo de un
polinucledtido recombinante seria donde un polinucledtido heterdlogo (por egemplo, genes) que
codifica una proteina se clona en un vector, con o sin regiones de intron 5'y / o regiones de intron 3
gue el gen se asocia normalmente dentro del genoma viral (por gemplo, AAV). Aunque € término
"recombinante” no siempre se usa aqui en referencia a vectores virales, tales como vectores de AAV,
asi como secuencias tales como polinucledtidos y polipéptidos, las formas recombinantes de AAV, y
secuencias que incluyen polinucledtidos y polipéptidos, se incluyen expresamente a pesar de dicha
omision.

[0085] Un "genoma' de vector recombinante (por jemplo, un genoma de vector AAV) puede ser
encapsidado o empaquetado en un virus (también denominado aqui como una "particula’ o "virién")
para la infeccion subsiguiente (transduccion o transformacion) de una célula, ex vivo, in vitro o in
vivo. Cuando un genoma de vector recombinante AAV es encapsidado o empaquetado en una
particula de AAV, la particula puede ser referida como un "rAAV". Taes particulas o viriones
incluiran tipicamente proteinas que encapsidan o empaguetan € genoma del vector. Los gemplos
particulares incluyen proteinas de la capside y la envolturaviral, y en el caso de AAV, proteinas de
lacgpsidede AAV.

[0086] Para un pldsmido recombinante, un "genoma' de vector se refiere a la porcién de la
secuencia del plasmido recombinante que es en Ultima instancia, empaquetado o encapsidado para
formar una particula viral. En € caso de que se usen plasmidos recombinantes para construir o
fabricar vectores recombinantes, el genoma del vector no incluye la porcién del "plasmido" que no

corresponde a la secuencia de genoma del vector del plasmido recombinante. Esta porcién de
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genoma no-vector del plasmido recombinante se denomina como el "esqueleto del plasmida”, que es
importante para la clonacion y la amplificacién del plasmido, un proceso gque es necesario para la
propagacién y la produccion del virus recombinante, pero no esta en si empaquetado o encapsidado
en particulas virales (por giemplo, AAV).

[0087] Por lo tanto, un "genoma' de vector se refiere a la porcién del plasmido vector que se
empagueta 0 encapsida por € virus (por gemplo, AAV), y que contiene una secuencia de
polinucledtido heterdlogo. La porcion de genoma no-vector del plasmido recombinante incluye la
columna vertebral que esimportante paralaclonacién y laamplificacion del plasmido, pero no esen
si empaquetados o encapsidado por €l virus (por gemplo, AAV).

[0088] Un vector viral se deriva de o se basa en uno 0 més elementos de acido nucleico que
comprenden un genoma viral. Los vectores virales particulares incluyen vectores de parvovirus,
tales como vectores de virus adeno-asociados (AAV).

[0089] Las secuencias de vector recombinante son manipuladas por insercidn o incorporacion de un
polinucledtido. Segun se divulga aqui, un plasmido vector contiene generalmente a menos un
origen de replicaciéon para la propagacion en una célula 'y uno o mas elementos de control de
expresion.

[0090] Las secuencias de vector que incluye vectores AAV pueden incluir uno o mas "elementos de
control de expresion”. Tipicamente, los elementos de control de expresion son secuencia(s) de &cido
nucleico que influyen en la expresion de un polinucledtido operativamente enlazado. L os elementos
de contral, incluyendo los elementos de control de expresion tal como se establece aqui, tales como
promotores y potenciadores, presentes dentro de un vector se incluyen para facilitar la correcta
transcripcion del polinucledtido heterélogo y de ser conveniente la traduccion (por eemplo, un
promotor, potenciador, sefiales de empalme para intrones, mantenimiento del marco correcto de
lectura del gen para permitir la traduccion en marco de ARNm y, codones de parada, etc.). Taes
elementos actlian tipicamente en cis, pero también pueden actuar en trans.

[0091] El control de la expresion puede efectuarse a nivel de la transcripcion, traduccién, empalme,
estabilidad de mensgje, etc. Tipicamente, un eemento de control de expresién que modula la
transcripcion esta yuxtapuesto cerca del extremo 5' del polinucledtido transcrito (es decir, "corriente
arriba"). Los elementos de control de expresién también pueden estar situados en € extremo 3' dela
secuencia transcrita (es decir, "corriente abajo") o dentro de la transcripcion (por gjemplo, en un
intrén). Los elementos de control de expresion pueden ser localizados a una distancia lejos de la
secuencia transcrita (por eemplo, 100 a 500, 500 a 1000, 2000 a 5000, 5000 a 10.000 o0 més
nucledtidos del polinucledtido), incluso a distancias considerables. Sin embargo, debido a las
limitaciones de longitud del polinucledtido, para vectores de AAV, tales elementos de control de

expresion estaran tipicamente dentro de 1 a 1.000 nucledtidos del polinucleétido.
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[0092] Funcionamente, la expresion del polinucledtido heterdlogo operativamente enlazado es a
menos en parte controlable por € elemento (por gemplo, promotor) de tal manera que e elemento
modulalatranscripcién del polinucledtido y, segin sea €l caso, latraduccion de latranscripcion. Un
giemplo especifico de un elemento de control de expresion es un promotor, que normalmente se
encuentra en 5' de la secuencia transcrita. Otro giemplo de un elemento de control de expresion es
un potenciador, que puede estar localizado en 5, 3' de la secuencia transcrita, o dentro de la
secuencia transcrita.

[0093] Un "promotor" seglin se usa aqui se puede referir a una secuencia de ADN que se encuentra
adyacente a una secuencia de polinucledtidos que codifica un producto recombinante. Un promotor
estd normalmente enlazado operativamente a una secuencia adyacente, por ejemplo, polinucledtido
heterélogo. Un promotor tipicamente aumenta una cantidad expresada a partir de un polinucleétido
heterdlogo en comparacién con una cantidad expresada cuando no existe ninglin promator.

[0094] Un "potenciador" segin se usa aqui puede referirse a una secuencia que se encuentra
adyacente a polinucledtido heter6logo. Los elementos potenciadores se encuentran normal mente
corriente arriba de un elemento promotor, pero también funcionan y pueden estar situados corriente
abagjo de o dentro de una secuencia de ADN (por gemplo, un polinucledtido heterdlogo). Por lo
tanto, un elemento potenciador puede estar localizado 100 pares de base, 200 pares de base, 0 300 o
pares de base mas corriente arriba o corriente abajo de un polinucledtido heter6logo. Los elementos
potenciadores aumentan tipicamente la expresién de un polinucledtido heter6logo anterior sobre la
expresion aumentada proporcionada por un elemento promotor.

[0095] Los elementos de control de la expresion (por ejemplo, promotores) incluyen aquellos
activos en un tejido particular o tipo celular, denominado aqui como "elementos / promotores del
control de la expresion de tejido especifico". Los elementos de control de expresién de tejido
especifico son tipicamente activos en la célula o tejido especifico (por ejemplo, higado, cerebro,
sistema nervioso central, la médula espinal, ojo, la retina, hueso, musculo, pulmoén, pancress,
corazon, células de rifion, etc.). Los elementos de control de expresion son tipicamente activos en
estas células, tgiidos u oOrganos debido a que son reconocidos por proteinas activadoras
transcripcionales, u otros reguladores de la transcripcién, que son Unicos para una célula, tejido o
tipo de 6rgano especifico.

[0096] Por ejemplo, si se desea la expresidn en el misculo esguel ético, se puede usar un promotor
activo en e musculo. Estos incluyen promotores de genes que codifican la a-actina esquelética,
miosina 2A cadena ligera, distrofina, creatina quinasa muscular, asi como promotores musculares
sintéticos con actividades superiores que los promotores de origen natural (ver, por gjemplo, Li, et
al., Nat. Biotech. 17:241-245 (1999)). Ejemplos de promotores que son especificos de tgjido para el
higado son la albumina, Miyatake, et al. J. Viral., 71:5124-32 (1997); promotor del nicleo del virus
de la hepatitis B, Sandig, et a., Gene Ther. 3:1002-9 (1996); afa-fetoproteina (AFP), Arbuthnot, et
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a., Hum. Gene. Ther., 7:1503-1514 (1996)], € hueso (osteocalcina, Stein, et a., Mol Biol Rep., 24:
185-96 (1997); sialoproteina 6sea, Chen, et a., J. Bone Miner. Res. 11:654-64 (1996)), linfocitos
(CD2, Hansal, et al., J. Immunol., 161:1063-8 (1998); cadena pesada de inmunoglobulina; receptor
decélulas T de unacadena), promotor neuronal (enolasa neuronal especifica (NSE), Andersen, et al.,
Cell. Mol. Neurobiol., 13:503-15 (1993); gen de cadena ligera de neurofilamento, Piccioli, et a.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88:5611-5 (1991); & gen vgf especifico de neuronas, Piccioli et d.,
Neuron., 15:373-84 (1995)], entre otros.

[0097] Los elementos de control de expresion también incluyen promotores/ potenciadores ubicuos
0 promiscuos que son capaces de dirigir la expresion de un polinucledtido en muchos tipos de
células diferentes. Taes elementos incluyen, pero no se limitan a secuencias de promotor /
potenciador inmediato temprano de citomegalovirus (CMV), secuencias de promotor / potenciador
del virus del sarcoma de Rous (RSV) y otros promotores / potenciadores virales activos en una
variedad de tipos de células de mamiferos, o elementos sintético que no estédn presentes en la
naturaleza (ver, por egemplo, Boshart et a., Cell, 41:521-530 (1985)), €l promotor SV40, €
promotor de dihidrofolato reductasa, €l promotor [-actina citoplasmética y € promotor de
fosfoglicerato quinasa (PGK).

[0098] Los elementos de control de la expresién también pueden conferir expresion en una manera
que es regulable, es decir, una sefiadl o estimulos aumenta o disminuye la expresion del
polinucledtido heter6logo operativamente enlazado. Un elemento regulable que aumenta la
expresion del polinucledtido operativamente enlazado en respuesta a una sefial o estimulos también
se conoce como un "elemento inducible" (es decir, es inducido por una sefid). Los gemplos
particulares incluyen, pero no se limitan a un promotor inducible de hormona (por eemplo,
esteroides). Un elemento regulable que disminuye la expresion del polinuclebtido operativamente
enlazado en respuesta a una sefiad 0 estimulos se conoce como un "elemento reprimible” (es decir, la
sefia disminuye la expresion de tal manera que cuando la sefial, seretira o esta ausente, la expresion
seincrementa). Tipicamente, la cantidad de aumento o disminucidn conferida por tales elementos es
proporcional a la cantidad de sefial o0 estimulos presente; cuanto mayor es la cantidad de sefia o
estimulos, mayor es €l aumento o disminucion de la expresion. Los e emplos particulares no
limitantes incluyen el promotor de metalotionina (MT) de oveja inducible por zinc; e promotor del
virus del tumor mamario (MMTYV) inducible por hormona esteroide; € sistema promotor de
polimerasa T7 (WO 98/10088); e sistema reprimible por tetraciclina (Gossen, et a., Proc. Natl.
Acad. <. U.SA., 89:5547-5551 (1992)); el sistema inducible por tetraciclina (Gossen, et al.,
Science. 268:1766-69 (1995); ver también Harvey, et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 2:512-518 (1998));
el sistema inducible por RU486 (Wang, et a., Nat. Biotech. 15:239-243 (1997) y Wang, et a, Gene
Ther. 4:432-441 (1997)]; y € sistema inducible por rapamicina (Magari, et al., J. Clin. Invest. 100:
2865-2872 (1997); Rivera, et a., Nat. Medicine. 2:1028-1032 (1996)). Otros elementos de control
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regulable que pueden ser Utiles en este contexto son |os que estan regulados por un estado fisiol dgico
especifico, por gemplo, latemperatura, la fase aguda.

[0099] Los elementos de control de la expresion incluyen también el(los) elemento(s) nativos(s)
para el polinucledtido heterdlogo. Un elemento de control nativo (por ejemplo, promotor) se puede
usar cuando se desea que la expresion del polinucledtido heterélogo debe imitar 1a expresién nativa.
El elemento nativo se puede usar cuando la expresion del polinucledtido heterdlogo se va a regular
temporalmente o con el desarrollo, 0 de una manera especifica de tgjido, 0 en respuesta a estimulos
transcripcionales especificos. También se pueden usar otros elementos de control de expresién
nativos, tales como intrones, sitios de poliadenilacion o secuencias de consenso K ozak.

[0100] Ta como se utiliza en la presente, e término “enlace operativo” u “operativamente
enlazado” se refiere a una yuxtaposicion fisica o funcional de los componentes descritos de tal
manera para permitirles funcionar en su manera prevista. En el giemplo de un elemento de control de
la expresion en enlace operativo con un polinucledtido, la relacion es tal que el elemento de control
modula la expresion del acido nucleico. Més especificamente, por ejemplo, dos secuencias de ADN
unidas operativamente significa, que los dos ADN estan dispuestos (cis o trans) en unarelacién tal,
gque a menos una de las secuencias de ADN es capaz de gjercer un efecto fisiolégico sobre la otra
secuencia.

[0101] Losvectores queincluyen vectores AAV pueden incluir todavia elementos de é&cido nucleico
adicionales. Estos el ementosincluyen, sin limitacion una o mas copias de unasecuenciadelal TR de
AAV, un elemento promotor/potenciador, una sefial de terminacién de la transcripcion, 5 6 3'
regiones no traducidas (por ejemplo, secuencias de poliadenilacion) que flanquean una secuencia de
polinucledtidos, o la totalidad o una porcion de intrén 1. Dichos elementos también incluyen
opcionalmente una sefia de terminacién de la transcripcién. Un particular ggemplo no limitante de
una sefia de terminacion de latranscripcion esla sefid de terminacion de latranscripcion de SV40.
[0102] Como se describe en la presente, los vectores AAV normamente aceptan insertos de ADN
que tienen un intervalo de tamafio definido, que es generamente de aproximadamente 4 kb a
aproximadamente 5,2 kb, o0 un poco mas. Por |o tanto, para las secuencias mas cortas, lainclusiéon de
una embutidora o relleno en e fragmento de insercién con €l fin de gjustar la longitud cercade o a
tamafio normal de la secuencia genémica del virus aceptable para el empaquetado del vector AAV
en paticulas de virus. En diversas modalidades, una secuencia de &cido nucleico de
relleno/embutidora es un segmento (de codificacion no proteica) no traducida del acido nucleico. En
modalidades particulares de un vector AAV, una secuencia de polinucleétido heterélogo tiene una
longitud de menos de 4,7 Kb y una secuencia de polinucledtidos de relleno o embutidora tiene una
longitud que cuando se combina (por egemplo, insertado en un vector) con la secuencia de
polinucledtido heterdlogo tiene una longitud total entre aproximadamente 3.0-5.5Kb, o entre

aproximadamente 4.0-5.0K b, o entre aproximadamente 4.3-4.8Kb.
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[0103] Un intrén puede funcionar también como una secuencia de polinucledtido de relleno o
embutidora con el fin de lograr una longitud para el empaguetado del vector AAV en una particula
de virus. Los intrones y fragmentos de intron (por eemplo, porcién dd intron | de FIX) que
funcionan como una secuencia de polinucledtidos de relleno o embutidora pueden también mejorar
la expresion. Por gemplo, la inclusién de un elemento intron puede mejorar la expresion en
comparacion con laexpresién en ausencia del elemento intrén (Kurachi et al., 1995, supra).

[0104] El uso deintrones no se limitaalainclusion de secuencias de intrén | FIX, sino que también
incluye otros intrones, cuyos intrones pueden estar asociados con € mismo gen (por €jemplo, donde
e polinucledtido heterélogo codifica FIX, € intrén se deriva a partir de un intrén presente en la
secuencia gendémica FIX) o asociados con un gen completamente diferente u otra secuencia de ADN.
Por consiguiente, otras regiones (de codificacion no proteica) no traducidas de é&cido nucleico, tales
como los intrones encontrados en las secuencias gendmicas de genes afines (relacionados) (la
secuencia de polinucledtido heterélogo codifica todas o una porcion de la misma proteina codificada
por la secuencia gendmica) y los genes no afines (no relacionados) (la secuencia de polinucleétido
heterélogo codifica una proteina que es distinta de la proteina codificada por la secuencia genémica)
también pueden funcionar como secuencias de polinuclebtidos de relleno o embutidora de acuerdo
con lainvencion.

[0105] Una"porcién deintrén 1" tal como es utilizado en la presente, hace referencia alaregion del
intrén | que tiene una longitud de nucl eétidos desde aproximadamente 0,1 kb a aproximadamente 1,7
kb, cuya regién mejora la expresion de FIX, normamente en arededor de 1,5 veces 0 mas en un
plasmido o patrén de vector viral cuando se compara con la expresion de FIX en ausencia de una
porcién deintrén . Una porcidn mas especifica es una porcion 1,3 kb de intron 1.

[0106] El término “oligonucledtido” tal como se utiliza en la presente, se refiere a las secuencias,
cebadores y sondas, definidos como una molécula de acido nucleico comprendida de dos o més ribo-
0 desoxirribonucledtidos, normalmente mas de tres. El tamafio exacto del oligonucledtido dependera
de diversos factores, y en e aplicacion particular, asi como e uso del oligonuclettido, pero
normalmente un oligonucledtido tiene unalongitud de entre aproximadamente 5-50 nucledtidos.
[0107] El término “cebador” tal como se utiliza en la presente, se refiere a un oligonucledtido de
ADN, ya sea mono- o bicatenario, ya sea derivado de un sistema bioldgico, generado por la
digestién de la enzima de restriccidn, o producido sintéticamente que, cuando se coloca en €l
ambiente adecuado, es capaz de actuar funcionalmente como un iniciador de la sintesis de &cido
nucleico dependiente del patrén. Cuando se presenta con un patron de acido nucleico apropiado, los
precursores nucledsidos trifosfato adecuados de &cidos nucleicos, una enzima polimerasa, cofactores
y condiciones adecuadas, tales como una temperatura y pH adecuados, € cebador pueden ser
extendido en su extremo 3' mediante la adicion de nucledtidos por la accidn de una polimerasa o

actividad similar para producir un producto de extension del cebador. El cebador puede variar en
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longitud dependiendo de las condiciones y los requisitos particulares de la aplicacion. Por gjemplo,
en aplicaciones de diagnostico, € cebador oligonucleotidico es normalmente de 15-30 o més
nucledtidos de longitud. El cebador debe ser de complementariedad suficiente al patrén deseado para
cebar la sintesis del producto de extension deseado, es decir, para hibridarse con la cadena de patron
deseada de forma suficiente para proporcionar porciones de hidroxilo 3' del cebador en
yuxtaposicion adecuada para su uso en lainiciacion de la sintesis por una polimerasa o una enzima
similar. No es necesario que la secuencia ddl cebador represente un complemento exacto del patrén
deseado. Por ejemplo, una secuencia de nucledtido no complementario, puede estar unido a extremo
5' de un cebador complementario de otro modo. Alternativamente, las bases no complementarias
pueden ser intercaladas dentro de la secuencia del cebador de oligonuclettido, siempre que la
secuencia del cebador tenga suficiente complementariedad con la secuencia de la cadena de patrén
deseada para proporcionar funcionalmente un complejo cebador patrén para la sintesis del producto
de extension.

[0108] La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha sido descrito en las Patentes US N°
4,683.195, 4,800,195 y 4,965,188.

[0109] La frase “hibridar especificamente” se refiere a la asociacion entre dos moléculas de écido
nucleico monocatenarias de secuencia suficientemente complementaria para permitir la hibridacion
bajo condiciones predeterminadas utilizadas generamente en la técnica (a veces denominada
“sustancialmente complementaria’). En particular, el término se refiere a la hibridacion de dos
secuencias de polinucledtidos con secuencias sustancialmente complementarias, a la exclusion
sustancial de la hibridacion con otras secuencias de é&cidos nucleicos no complementarias
monocatenarias.

[0110] Un “gen marcador seleccionable” se refiere a un gen que cuando se expresa confiere un
fenotipo seleccionable, tal como la resistencia a los antibidticos (por emplo, kanamicina), en una
célula transformada. Un gen “informador” es aguel que proporciona una sefial detectable. Un
gjemplo no limitante de un gen informador es el gen de laluciferasa.

[0111] Los polinucledtidos y polipéptidos, incluyendo las formas modificadas pueden ser hechas
usando diversos clonacién estandar, tecnologia de ADN recombinante, a través de la expresion de
células 0 en técnicas de sintesis de traduccién y quimica in vitro. La pureza de los polinuclettidos
puede determinarse mediante la secuenciacion, la electroforesis en gel y similares. Por giemplo, los
&cidos nucleicos pueden ser aislados utilizando la hibridacion o técnicas de revision de la base de
datos basados en computadoras. Tales técnicas incluyen, pero no se limitan a: (1) la hibridacion de
bibliotecas de ADN o de ADNc gendmicas con sondas para detectar secuencias de nucledtidos
homdlogas; (2) la revision de los anticuerpos para detectar polipéptidos que tienen caracteristicas
estructurales compartidas, por ejemplo, usando una biblioteca de expresion; (3) la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) sobre el ADN o ADNc gendmico usando cebadores capaces de
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hibridar la secuencia de acido nucleico de interés; (4) blsquedas informéticas de bases de datos de
secuencias para secuencias relacionadas; y (5) revision diferencial de una biblioteca de &cido
nucleico sustraida.

[0112] Los polinucledtidos y polipéptidos, que incluyen formas modificadas también pueden ser
producidas mediante sintesis quimica utilizando métodos para el técnico experto, por gemplo, un
aparato de sintesis automatizada (véase, por ejemplo, Applied Biosystems, Foster City, CA). Los
péptidos pueden ser sintetizados, en conjunto o en parte, utilizando métodos quimicos (véase, por
gemplo, Caruthers (1980) Nucleic Acids Res Symp Ser 215;.... Horn (1980); y Banga, AK,
Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation, Processing and Delivery Systems (1995)

Technomic Publishing Co., Lancaster, PA). La sintesis de péptidos puede realizarse usando diversas
técnicas en fase slida (véase, por ejemplo, Roberge Science 269:202 (1995); Merrifield, Methods
Enzymol. 289:3(1997))) y la sintesis automati zada puede conseguirse, por giemplo, utilizando €l ABI
431A Péptido Synthesizer (Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

[0113] El término “aislado”, cuando se usa como un modificador de una composicién, significa que
las composiciones son hechas por la mano del hombre o estan separadas, por completo o por lo
menos en parte, de su entorno de origen natural in vivo. Generalmente, las composiciones aisladas
son sustancialmente libres de uno o més materiales con los que normamente en la naturaleza se
asocian a, por gemplo, una o mas proteinas, acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos, membrana
celular. El término “aislado” no excluye combinaciones producidas por la mano del hombre, por
gjemplo, una secuencia vector recombinante (por ejemplo, AAV), o particulas de virus (por €emplo,
vector AAV-Rh74 o vectores AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como
variantes de cdpside (por giemplo, RHM4-1)) que encapsida 0 empagueta un genoma del vector y
una formulacion farmacéutica. El término “aidado” también no excluye formas fisicas aternativas
de la composicion, tales como hibridos/quimeras, multimeros/oligdbmeros, modificaciones (por
gemplo, fosforilacién, glicosilacion, lipidacion) o formas derivatizadas, o formas expresadas en
células huésped producidas por la mano de hombre.

[0114] Los métodos y usos de la invencién proporcionan un medio para suministrar (transducir)
polinucledtidos heterdlogos (transgenes) en una amplia gama de células huésped, incluyendo tanto la
divisiony las células que no se dividen. Las secuencias de vector recombinante (por giemplo, AAV),
plasmidos, genomas de vectores, particulas de virus recombinantes (por ejemplo, AAV-Rh74 o
AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de cdpside (por gjemplo,
RHM4-1)), métodos, usos y formulaciones farmacéuticas de la invencion son adicionamente Utiles
en un método para administrar una proteina, péptido o &cido nucleico a un sujeto en necesidad del
mismo, como un método de tratamiento. De esta manera, la proteina, péptido o &cido nucleico
pueden asi ser producidos in vivo en un sujeto. El sujeto puede beneficiarse o estar en necesidad de

la proteina, péptido o &cido nucleico debido a que el sujeto tiene una deficiencia de la proteina,
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péptido o &cido nucleico, o porque la produccién de la proteina, péptido o &cido nucleico en el sujeto
puede impartir algun efecto terapéutico, como un método de tratamiento o de otra manera
Alternativamente, puede ser deseable para inhibir o reducir la expresion o la produccion de un gen
objetivo involucrado en un proceso de la enfermedad, por gemplo, para € tratamiento de una
enfermedad neurodegenerativa, cancer o aterosclerosis, por gemplo, para conseguir un efecto
terapéutico.

[0115] En genera, las secuencias de vector recombinante (por g emplo, AAV), plasmidos, genomas
de vectores, particulas de virus recombinantes (por eemplo, AAV-Rh74 o AAV relacionados tales
como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de cdpside (por gemplo, RHM4-1)), métodos y
usos pueden ser utilizados para entregar cualquier polinuclettido heterdlogo (transgén) con un efecto
bioldgico para tratar 0 mejorar uno 0 méas sintomas asociados con cualquier trastorno relacionado
con la expresion génica insuficiente o indeseable. Las secuencias de vector recombinante (por
gemplo, AAV), plasmidos, genomas de vectores, particulas de virus recombinantes (por gemplo,
AAV-Rh74 o AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside
(por ejemplo, RHM4-1)) particulas, métodos y usos de mayo ser utilizados para proporcionar terapia
adiversos estados de enfermedad.

[0116] Hay una serie de enfermedades hereditarias en las que se conocen los genes defectuosos y
han sido clonados. En general, los estados de las enfermedades anteriores se dividen en dos clases:
los estados de deficiencia, por lo general de enzimas, que generamente se heredan de manera
recesiva, y los estados de desequilibrio, que por lo menos a veces implican proteinas reguladoras o
estructural es, que se heredan de una manera dominante. Para las enfermedades estado de deficiencia,
la transferencia génica podria usarse para llevar un gen normal alos tejidos afectados para la terapia
de sustitucion, asi como para crear modelos animales para la enfermedad usando mutaciones
antisentido. Para los estados de enfermedad desequilibradas, |a transferencia génica podria usarse
para crear un estado de enfermedad en un sistema modelo, que luego podria utilizarse en esfuerzos
para contrarrestar €l estado de enfermedad. Por o tanto, las secuencias de vector recombinante (por
gemplo, AAV), plasmidos, genomas de vectores, particulas de virus recombinantes (por gemplo,
vectores AAV-Rh74 o vectores AAV relacionados, tales como variantes AAV-Rh74 taes como
variantes de capside (por gemplo, RHM4-1)), métodos y usos permiten € tratamiento de
enfermedades genéticas. Tal como se utiliza en la presente, un estado de enfermedad es tratado
mediante la cura parcial o total de la deficiencia o desequilibrio que causa la enfermedad o la hace
mas grave. El uso de la integracion especifica de sitio de secuencias de acidos nucleicos para causar
mutaciones o para corregir defectos también es posible.

[0117] Los estados de enfermedad ilustrativos incluyen, pero no se limitan a: fibrosis quistica (y
otras enfermedades del pulmdn), hemofilia A, hemofilia B, talasemia, anemiay otros trastornos de la

coagulacion de la sangre, SIDA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad
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de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, la epilepsia y otros trastornos neuroldgicos, cancer,
diabetes mellitus, distrofias musculares (por gjemplo, Duchenne, Becker), enfermedad de Gaucher,
enfermedad de Hurler, deficiencia de adenosina desaminasa, enfermedades de almacenamiento de
glucégeno y otros defectos metabdlicos, enfermedad de Pompe, insuficiencia cardiaca congestiva,
enfermedades degenerativas retinianas (Choroideremia, amaurosis congénita de Leber, y otras
enfermedades de los 0jos), enfermedades de los 6rganos solidos (por gemplo, cerebro, higado,
rifién, corazdn), y similares.

[0118] De acuerdo con la invencién, se proporcionan métodos de tratamiento y usos que incluyen
los vectores recombinantes de lainvencion (por gemplo, AAV), genomas de vectores, particulas de
virus recombinantes (por giemplo, vectores AAV-Rh74 o vectores AAV relacionados, tales como
variantes AAV-Rh74 tales como variantes de cdpside (por gemplo, RHM4-1)) y las particulas
virales de la invencién (por gemplo, AAV-Rh74 o AAV relacionados tales como variantes AAV-
Rh74 tales como variantes de capside (por g emplo, RHM4-1)), incluyendo genomas vectoriales.
Los métodos y usos de la invencidn son ampliamente aplicables a las enfermedades susceptibles de
tratamiento mediante la introduccién de un gen que codifica una proteina, o € aumento o la
estimulacién de la expresion génica o la funcion, por gjemplo, la adicién o sustitucion de genes. Los
métodos y usos de lainvencion también son ampliamente aplicables a las enfermedades susceptibles
de tratamiento mediante la reduccion o disminucién de la expresion génica o la funcion, por
giemplo, la eliminacién de genes o lareduccién de la expresién génica (disminucién génica).

[0119] Los gemplos no limitantes particulares de enfermedades tratables de acuerdo con la
invencion incluyen aguellos que se exponen en e presente documento, asi como una enfermedad
pulmonar (por gemplo, fibrosis quistica), una coagulacion de la sangre o trastorno de pérdida de
sangre (por gemplo, hemofilia A o hemofiliaB con o sin inhibidores) , talasemia, un trastorno de la
sangre (por gjemplo, anemia), enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), epilepsia, enfermedades de amacenamiento
lisosomal, trastornos de acumulacion de cobre o de hierro (por gjemplo, la enfermedad de Menkes de
Wilson) deficiencia de lalipasa acida limosdmica, una enfermedad neurol égica o neurodegenerativa,
el cancer, ladiabetestipo 1 o tipo 2 0, la enfermedad de Gaucher, enfermedad de Hurler, deficiencia
de adenosina desaminasa, un defecto metabdlico (por gjemplo, enfermedades de almacenamiento de
glucogeno), una enfermedad degenerativa de la retina (tales como la deficiencia de RPE65 o
malformacion, coroideremia, y otras enfermedades del 0jo), asi como una enfermedad de un 6rgano
sdlido (por ejemplo, cerebro, higado, rifidn, corazdon).

[0120] Ademés, los vectores recombinantes de la invencion (por gemplo, AAV), genomas de
vectores, particulas de virus recombinantes (por gjemplo, vectores AAV-Rh74 o vectores AAV
relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por gemplo, RHM4-

1)), métodos y usos pueden ser empleados para suministrar &cidos nucleicos que codifican
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anticuerpos monoclonales o fragmentos de los mismos para proporcionar efectos bioldgicos
beneficiosos para tratar 0 mejorar los sintomas asociados con el cancer, enfermedades infecciosas, y
enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide.

[0121] En una modalidad, un método o uso de la invencion incluye: (a) proporcionar una particula
viral (por gjemplo, AAV-Rh74 o AAV relacionados tales como variantes de capside AAV-Rh74
(por gemplo, RHM4-1)) que comprende un genoma de vector, €l genoma vector que comprende una
secuencia de polinucleétido heterélogo (y, opcionalmente, una secuencia de polinucledtidos de
relleno/embutidora), en el que la secuencia de polinucledtido heterdlogo esta unida operativamente a
un elemento de control de la expresién que confiere la transcripcion de dicha secuencia de
polinucledtido; y (b) administrar una cantidad de la particula viral a mamifero de manera que dicho
polinucledtido heterdlogo se exprese en el mamifero.

[0122] En otramodalidad, un método o uso de lainvencién incluye la entrega o transferencia de una
secuencia de polinuclettido heterélogo a un mamifero o a una célula de un mamifero, mediante la
administracién de una particula de (por gjemplo, AAV) virus (por gemplo, AAV-Rh74 o AAV
relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de cdpside (por g emplo, RHM4-
1)) o pluralidad de particulas de (por eemplo, AAV) virus (por gemplo, AAV-Rh74 o AAV
relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por gemplo, RHM4-
1)) que comprende un genoma de vector, € genoma del vector que comprende la secuencia de
polinucledtidos heter6logo (y, opcionamente, una secuencia de polinucledtidos de
relleno/embutidora) a un mamifero 0 a una célula de un mamifero, suministrando o transfiriendo de
este modo la secuencia de polinucledtido heter6logo al mamifero o célulade e mamifero.

[0123] En una modalidad adicional, un método o uso de la invencion para e tratamiento de un
mamifero deficiente en necesidad de expresién o funcidn de la proteina incluye proporcionar una
particula (por eemplo, AAV) viral (por gemplo, AAV-Rh74 o AAV relacionados tales como
variantes AAV-Rh74 tales como variantes de cdpside (por gemplo, RHM4-1)) o pluralidad de
particulas virales (por gemplo, AAV) (por gemplo, AAV-Rh74 o AAV relacionados tales como
variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por g emplo, RHM4-1)) que comprende una
genoma del vector, el genomadel vector que comprende una secuencia de polinucledtido heterdlogo
(y, opcionalmente, una secuencia de polinucleétidos de relleno/embutidora); y la administracién de
la particula vird o una pluralidad de particulas virales a mamifero, donde la secuencia de
polinucledtido heterdlogo codifica una proteina expresada en e mamifero, o donde la secuencia de
polinucledtido heterdlogo codifica una secuencia inhibidora o proteina que reduce la expresion de
una proteina endégena en € mamifero.

[0124] En aspectos particulares de los métodos de la invencién y usos divulgados en el presente
documento, la expresion del polinucledtido heterdlogo codifica una proteina o acido nucleico

inhibidor que proporciona un beneficio terapéutico al mamifero (por ejemplo, humano). En otros



39

aspectos particulares, una secuencia de polinucledtidos de relleno/embutidora esta incluida en la
secuencia del vector de tal manera que la longitud combinada con la secuencia de polinucledtido
heterélogo tiene una longitud total de entre aproximadamente 3.0-5.5Kb, o entre aproximadamente
4.0-5.0K b, o entre aproximadamente 4.3-4.8Kb.

[0125] Los métodos y usos de la invencion incluyen métodos de tratamiento, que dan como
resultado algin efecto terapéutico o beneficioso. En diversos métodos y usos de la invencion,
incluyendo algunos otros, existen la inhibicién, disminucién o reduccion de uno o més sintomas
(por gjemplo, fisicos), trastornos, enfermedades o complicaciones adversos causadas 0 asociadas con
la enfermedad, tales como la reduccién del tiempo de coagulacion de la sangre, la administracion
reducida de dosis de proteina del factor de coagulacién suplementario.

[0126] Por lo tanto, un efecto terapéutico o beneficioso del tratamiento es alguna mejora o beneficio
medible o detectable objetivo 0 subjetivo proporcionado a un sujeto en particular. Un efecto
terapéutico o beneficioso puede pero no tiene por qué ser la ablacion completa de todos o cualquier
particular sintoma, desorden, enfermedad o complicacion adversa de una enfermedad. Por |o tanto,
un criterio de valoracién clinico satisfactorio se logra cuando hay una mejora incremental o una
reduccion parcial de un sintoma, trastorno, enfermedad o complicacién adversa causada o asociada
con una enfermedad, o una inhibicion, disminucion, reduccion, supresion, prevencion, limitacion o
control del empeoramiento 0 progresién de una 0 mas sintomas, trastornos, enfermedades o
complicaciones adversas causadas 0 asociadas con la enfermedad, a través de una corta o larga
duracion (horas, dias, semanas, meses, €tc.).

[0127] Las composiciones, tales como los genomas de vectores, particulas de virus recombinantes
(por giemplo, vectores AAV-Rh74 o vectores AAV relacionados, tales como variantes AAV-Rh74
tales como variantes de cdpside (por gemplo, RHM4-1)), incluyendo los genomas de vectores, y
métodos y usos de la invencion, pueden ser administradas en una cantidad suficiente o eficaz a un
sujeto en necesidad de los mismos. Una “cantidad eficaz” o “cantidad suficiente” se refiere a una
cantidad que proporciona, en dosis Unicas o mlltiples, solas 0 en combinacién, con una o mas
composiciones (agentes terapéuticos tales como un farmaco), tratamientos, protocolos, o agentes de
regimenes terapéuticos, una respuesta detectable de cualquier duracion de tiempo (corto o largo
plazo), un resultado esperado o deseado 0 un beneficio a un sujeto de cualquier grado medible o
detectable o por cualquier periodo de tiempo (por ejemplo, para minutos, horas, dias, meses, afios, 0
curados).

[0128] Ladosis de genoma del vector o particula o virus (por gjemplo, AAV, tales como € vector
AAV-Rh74 o vectores AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de
capside (por g emplo, RHM4-1)) para conseguir un efecto terapéutico, por gjemplo, la dosis en los
genomas de vector/por kilogramo de peso corpora (vg/kg), variard en funcion de varios factores,

incluyendo, pero no limitado a la via de administracion, € nivel de expresién polinucledtido
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heterdlogo requerido para lograr un efecto terapéutico, la enfermedad especifica tratada, cualquier
respuesta inmune del huésped a vector viral, una respuesta inmune del huésped a polinucleétido
heterélogo o producto de expresion (proteind), vy la estabilidad de la proteina expresada. Un experto
en |la técnica puede determinar facilmente un intervalo de dosis del virion para tratar un paciente que
tiene una enfermedad o trastorno en particular basada en los factores antes mencionados, asi como
otros factores. Generalmente, las dosis variaran desde a menos 1X108, o més, por gemplo, 1X10°,
1X10%°, 1X10%, 1X10", 1X10™ 0 1X10* 0 més, genomas de vector por kilogramo (vg/kg) del peso
del sujeto, paralograr un efecto terapéutico.

[0129] En términos generaes, se cree que, € uso de hemofilia, como un g emplo, para lograr un
efecto terapéutico, es necesaria una concentracion de factor de coagulacion de la sangre que sea
mayor a 1% de la concentracién del factor encontrado en un individuo normal para cambiar un
fenotipo de la enfermedad grave a una moderada. Un fenotipo severo se caracteriza por € dafio
articular y las hemorragias potencialmente mortales. Se cree que para convertir un fenotipo de la
enfermedad moderada en uno leve, es necesaria una concentracion de factor de coagulacion de la
sangre mayor a 5% de lo normal. Con respecto al tratamiento de por gjemplo un sujeto hemofilico,
una dosis tipica es de por 1o menos genomas de vector de 1X10™ (vg) por kilogramo (vg/kg) del
peso del sujeto, o entre aproximadamente 1X10™° a 1X10™ vg/kg del peso del sujeto , o entre
aproximadamente 1X10™ a 1X10% vg / kg del peso del sujeto, o entre aproximadamente 1X10™ a
1X 10" vg/kg del peso del sujeto, paralograr un efecto terapéutico deseado.

[0130] Las dosis de una “cantidad eficaz” o “cantidad suficiente” para el tratamiento (por ejemplo,
para mejorar 0 para proporcionar un beneficio 0 mejora terapéutica) normal mente son eficaces para
dar respuesta a uno, varios o todos los sintomas, consecuencias o complicaciones adversas de la
enfermedad, uno o més sintomas, trastornos, enfermedades, patologias o complicaciones adversas,
por eemplo, causados por o asociados con la enfermedad, en un grado medible, aunque €
decrecimiento, reduccion, inhibicion, supresion, limitaciébn o control de la progresion o
empeoramiento de la enfermedad sea un resultado satisfactorio.

[0131] Una cantidad eficaz o una cantidad suficiente pueden, pero no necesitan ser proporcionadas
en una sola administracion, pueden requerir multiples administraciones, y, pueden pero no necesitan
ser administradas solas 0 en combinacién con otra composicion (por g emplo, agente), tratamiento,
protocolo o régimen terapéutico. Por gjemplo, la cantidad puede aumentarse proporcional mente tal
como seindica, por la necesidad del sujeto, € tipo, el estado y la gravedad de la enfermedad tratada
0 de los efectos secundarios (s los hubiera) del tratamiento. Ademas, una cantidad eficaz o una
cantidad suficiente no necesita ser eficaz o suficiente s se administra en dosis Gnicas o multiples sin
una segunda composicién (por gemplo, otro farmaco o agente), tratamiento, protocolo o régimen
terapéutico, ya que las dosis, cantidades o duracién adicionales més all4 de tales dosis o

composiciones adicionales (por jemplo, farmacos 0 agentes), tratamientos, protocolos o regimenes
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terapéuticos pueden ser incluidos con el fin de ser considerados eficaces o suficientes en un sujeto
determinado. Las cantidades consideradas eficaces también incluyen cantidades que resultan en una
reduccion del uso de otro tratamiento, régimen o protocolo terapéutico, tales como la administracion
de la proteina de factor de coagulacion recombinante para el tratamiento de un trastorno de
coagulacion (por jemplo, hemofiliaA o B).

[0132] Una cantidad eficaz o una cantidad suficiente no necesitan ser eficaces en todo y cada sujeto
tratado, ni la mayoria de sujetos tratados en un grupo o poblacién dado. Una cantidad eficaz o una
cantidad suficiente se refiere a la efectividad o la eficiencia en un sujeto en particular, no un grupo o
la poblacién en general. Como es tipico en tales métodos, algunos sujetos exhibirdn una respuesta
mayor, menor o ninguna respuesta a un método de tratamiento o uso dado. Por lo tanto, las
cantidades apropiadas dependeran de la condicién tratada, € efecto terapéutico deseado, asi como €
sujeto individual (por ejemplo, la biodisponibilidad dentro del sujeto, género, edad, etc.).

[0133] El término “mejorar” se refiere a una mejora detectable o medible en la enfermedad de un
sujeto o sintoma de la misma, 0 una respuesta celular subyacente. Una mejora detectable o medible
incluye una disminucién subjetiva u objetiva, la reduccion, inhibicién, supresion, limitacién o
control en la ocurrencia, frecuencia, severidad, progresion, o la duracién de la enfermedad, o
complicacion causada por o asociada con la enfermedad, o una mejora en un sintoma o una causa
subyacente o una consecuencia de la enfermedad, o un retorno de la enfermedad.

[0134] Por lo tanto, un resultado exitoso del tratamiento puede conducir a un “efecto terapéutico” o
“beneficio” de disminucidn, reduccién, inhibicidn, supresion, limitacion, control o prevencion de la
ocurrencia, frecuencia, severidad, progresion, o duracion de una enfermedad, 0 uno 0 mas sintomas
adversos 0 causas subyacentes o consecuencias de la enfermedad en un sujeto. Por lo tanto, los
métodos de tratamiento y usos que afectan a una 0 mas causas subyacentes de la enfermedad o
sintomas adversos se consideran beneficiosos. Una disminucion o reduccién en € empeoramiento,
tales como la estabilizacion de la enfermedad, o un sintoma adverso de la misma, es también un
resultado de tratamiento exitoso.

[0135] Por lo tanto, un beneficio 0 mejora terapéutica, no necesita ser ablacion completa de la
enfermedad, o cualquiera otra de la mayoria o todos los sintomas, complicaciones, consecuencias
adversas 0 causas subyacentes asociadas con la enfermedad. De este modo se consigue un resultado
satisfactorio cuando hay una mejora incrementa en la enfermedad de un sujeto, o una disminucién,
reduccion, inhibicion, supresion, limitacidn, control o prevencién parcia de la aparicidn, frecuencia,
severidad, progresion, o duracion, o la inhibicion o reversion, de la enfermedad (por gemplo, la
estabilizacion de uno 0 mas sintomas o complicaciones), durante un periodo corto o largo de tiempo
(horas, dias, semanas, meses, etc.). La eficacia de un método o uso, tales como un tratamiento que
proporciona un beneficio terapéutico potencial o mejora de una enfermedad, puede determinarse por

varios métodos.
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[0136] Los métodos y usos de la invencion pueden ser combinados con cualquier compuesto,
agente, farmaco, tratamiento u otro régimen o protocolo terapéutico que tiene una actividad o efecto
terapéutico deseado, beneficioso, aditivo, sinérgico 0 complementario. Las composiciones y
tratamientos de combinacion de gjemplos incluyen segundos activos, como por gjemplo, productos
biolégicos (proteinas), agentes y fé&rmacos. Tales productos bioldgicos (proteinas), agentes,
farmacos, tratamientos y terapias pueden ser administradas o realizadas antes de, sustancialmente
simultaneo con, o después de cualquier otro método o uso de lainvencién, por g emplo, un método
terapéutico de tratamiento a un sujeto para una enfermedad de coagulacién de la sangre.

[0137] El compuesto, agente, farmaco, tratamiento u otro régimen o protocol o terapéutico puede ser
administrado como una composicion de combinacion, o administrada por separado, tales como a
mismo tiempo o en serie 0 secuencialmente (antes o después) del suministro o administracion de un
genoma del vector o virus (por giemplo, vector AAV-Rh74 o vector AAV relacionados, tales como
variantes AAV-Rh74 tales como variantes de cdpside (por gjemplo, RHM4-1)) de la invencion. Por
consiguiente, la invencién proporciona combinaciones en las que un método o uso de la invencion
esta en una combinacion con cualquier compuesto, agente, farmaco, régimen terapéutico, protocolo
de tratamiento, proceso, remedio 0 composicion, descritos en el presente documento o conocidos por
un experto en la materia. EI compuesto, agente, farmaco, régimen terapéutico, protocolo de
tratamiento, proceso, remedio o composicién puede ser administrado o readlizado antes de,
sustancial mente simulténeo con o después de la administracion de un genoma de vector o virus (por
gemplo, vector AAV-Rh74 o vectores AAV relacionados, como variantes AAV-Rh74 tales como
variantes de capside (por gjemplo, RHM4-1)) de lainvencion, a un sujeto. Los gjemplos especificos
no limitantes de modalidades de combinacién incluyen, por tanto, los anteriores y los otros
compuestos, agentes, farmacos, regimenes terapéuticos, protocolos de tratamiento, procesos,
remedios 0 composicion.

[0138] Los métodosy usos de la invencion también incluyen, entre otras cosas, |0s métodos y usos
gue se traducen en una reduccién de la necesidad o el uso de otro compuesto, agente, farmaco,
régimen terapéutico, protocolo de tratamiento, proceso o remedio. Por ejemplo, para una enfermedad
de coagulacion de la sangre, un método o uso de lainvencion tiene un beneficio terapéutico si en un
sujeto dado tenga una dosis menos frecuente o reducida, o la eliminacion de la administracién de una
proteina de factor de coagulacion recombinante para complementar € factor de coagulacion
enddgena deficiente o defectuoso (anormal o mutante) en el sujeto. Por lo tanto, de acuerdo con la
invencion, se proporcionan métodos y usos de la hecesidad o uso de reduccion de otros tratamientos
o terapias.

[0139] Lainvencién es (til en animales, incluyendo aplicaciones médicas veterinarias. Por o tanto,
los sujetos adecuados incluyen mamiferos, tales como seres humanos, asi como mamiferos no

humanos. El término “sujeto” se refiere a un animal, generalmente un mamifero, tal como los seres
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humanos, primates no humanos (monos, gibones, gorilas, chimpancés, orangutanes, macacos), un
anima doméstico (perros y gatos), un animal de granja (aves de corral tales como pollos y patos,
caballos, vacas, cabras, ovejas, cerdos) y animales de experimentacion (ratén, rata, conejo, cuyes).
L os sujetos humanos incluyen sujetos fetales, neonatales, infantiles, juveniles y adultos. Los sujetos
incluyen modelos de enfermedades animales, por gemplo, ratones y otros modelos de animales de
enfermedades de coagulacion de la sangre y otros conocidos por |os expertos en latécnica.

[0140] Td como se expone en el presente documento, las particulas de virus y vectores (por
gemplo, AAV-Rh74 o AAV relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de
capside (por gemplo, RHM4-1)) que comprenden dichos vectores pueden ser utilizados para
proporcionar una proteina a un sujeto, donde hay una cantidad insuficiente de la proteina 0 una
deficiencia en un (proteina) producto génico funcional, o para proporcionar un acido nucleico
inhibidor o proteina a un sujeto que produce un producto génico aberrante, parcialmente funciona o
no funcional (proteina) que puede conducir a la enfermedad. De acuerdo con €llo, los sujetos
apropiados para € tratamiento incluyen agquellos que tienen o corren e riesgo de producir una
cantidad insuficiente o que tienen una deficiencia en un producto génico funcional (proteina), o
producen un producto génico aberrante, parcialmente funcional o no funcional (proteina), que puede
conducir a la enfermedad. Los sujetos apropiados para el tratamiento de acuerdo con la invencion
también incluyen aguellos que tienen o corren € riesgo de producir un producto génico (proteina)
aberrante, 0 defectuoso (mutante) que conduce a una enfermedad tales que la reduccién de las
cantidades, la expresiéon o funcion del producto génico (proteina) aberrante, o defectuoso (mutante)
conduciria a un tratamiento de la enfermedad, o reduciria uno o més sintomas o mejoraria la
enfermedad. Por lo tanto, los sujetos meta incluyen sujetos que tienen tales defectos
independientemente del tipo de enfermedad, el tiempo o &l grado de aparicion, progresion, gravedad,
frecuencia, o € tipo o duracion de los sintomas.

[0141] La“profilaxis’ y las variaciones gramatical es de la misma se refieren un método en el que e
contacto, la administracion o suministro in vivo a un sujeto es anterior a la enfermedad. La
administracion o suministro in vivo a un sujeto puede realizarse antes del desarrollo de un sintoma,
condicion, complicacién adversa, etc. causada por o asociado con la enfermedad. Por € emplo, una
pantalla (por ejemplo, genética) se puede utilizar para identificar tales sujetos como los candidatos
paralos métodosy usos de lainvencidn, pero el sujeto puede no manifestar la enfermedad. Por tanto,
tales sujetos incluyen aquellos seleccionados como positivo para una cantidad insuficiente o una
deficiencia en un producto génico funcional (proteina), o que produzcan un producto génico
(proteina) aberrante, parcialmente funcional o no funcional, que puede conducir a la enfermedad; y
los sujetos que son seleccionados como positivo para un producto génico (proteina) aberrante, o
defectuoso (mutante) que conduce a la enfermedad, a pesar de que tales sujetos no manifiestan

sintomas de la enfermedad.
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[0142] Los métodos y usos de la invencion incluyen el suministro y administracion sistémica,
regional o local, o por cuaquier via, por gemplo, por inyeccién, infusion, via ora (por gemplo,
ingestion o inhalacion), o por via topica (por gemplo, por via transdérmica). Tales tipos de
suministro y administracién incluyen la intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intradérmica,
subcuténea, intracavitaria, intracraneal, transdérmica (t6pica), parenteral, por g emplo, transmucosa
o rectal. Las rutas de suministro y administracion eemplares incluyen la intravenosa (i.v.),
intraperitoneal (i.p.), intraarterial, intramuscular, parenteral, subcutanea, intra-pleural, tdpica,
dérmica, intradérmica, transdérmica, parenteral, por e€emplo, transmucosal, intracraneal,
intravertebral, oral (alimenticio), mucosal, por respiracion, intranasal, por intubacion, intrapulmonar,
por ingtilacion intrapulmonar, bucal, sublingual, intravascular, intratecal, intracavitaria,
iontoforética, intraocular, oftdlmica, Optica, intraglandular, intraorganica, intralinfética.

[0143] Lasdosis puede variar y dependeran de si el tratamiento es profil&ctico o terapéutico, €l tipo,
el inicio, la progresion, la gravedad, la frecuencia, la duracion, o la probabilidad de la enfermedad a
laque € tratamiento se dirige, €l resultado clinico deseado, |os tratamientos previos o simultaneos, la
salud genera, la edad, € género, la raza o la competencia inmunoldgica del sujeto y otros factores
que serd apreciado por €l experto en lamateria. La cantidad de dosis, nUmero, frecuencia o duracién
pueden aumentar o disminuir proporcionalmente, segin lo indiquen los efectos secundarios,
complicaciones u otros factores de riesgo adversos del tratamiento o terapiay €l estado del sujeto. El
experto apreciara los factores que pueden influir en ladosisy el tiempo requerido para proporcionar
una cantidad suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico o profiléactico.

[0144] Los métodosy usos de lainvencion tal como se divulga en la presente puede ser practicado
dentro de 1-2, 2-4, 4-12 12-24 6 24-72 horas después de gque un sujeto haya sido identificado como
portador de la enfermedad especifica para e tratamiento, tenga uno o mas sintomas de la
enfermedad, o haya sido sefidlado e identificado como positivo tal como se establece en el presente
documento, a pesar de que € sujeto no tenga uno 0 mas sintomas de la enfermedad. Por supuesto,
los métodos y usos de lainvencion pueden ser practicados 1-7, 7-14, 14-21, 21-48 o mas dias, meses
0 afios después de gue un sujeto haya sido identificado como portador de la enfermedad especifica
para el tratamiento, tenga una o méas sintomas de la enfermedad, 0 haya sido sefia ado e identificado
como positivo tal como se establece en el presente documento.

[0145] El vector recombinante (por gemplo, AAV, tales como & vector AAV-Rh74 o el vector
AAYV relacionado tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por gjemplo,
RHM4-1)), las secuencias, plasmidos, genomas de vectores, particulas de virus recombinantes (por
gemplo, AAV , tales como vectores AAV-Rh74 o vectores AAV relacionados tales como variantes
AAV-Rh74 taes como variantes de cdpside (por gemplo, RHM4-1)) y otras composiciones,
agentes, farmacos, productos bioldgicos (proteinas) pueden ser incorporados en las composiciones

farmacéuticas, por €emplo, un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Tales
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composi ciones farmacéuticas son Utiles para, entre otras cosas, laadministracion y el suministro aun
sujeto in vivo o ex vivo.

[0146] Ta como se utiliza en el presente documento, el término “farmacéuticamente aceptable” y
“fisiol6gicamente aceptable” significa una formulacién biol 6gicamente aceptable, gaseosa, liquida o
solida, 0 una mezcla de los mismos, que es adecuada para una 0 mas vias de administracion,
contacto o suministro in vivo. Una composicion “farmacéuticamente aceptable” o “fisiol 6gicamente
aceptable” es un material que no es biolégicamente o de otra manera indeseable, por gemplo, €
material puede ser administrado a un sujeto sin causar efectos bioldgicos indeseables sustanciales.
Por lo tanto, una composicion farmacéutica de este tipo puede ser utilizada, por gemplo, en la
administracién de un vector viral o particula viral (por eemplo, AAV-Rh74 o AAV relacionados
tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por ejemplo, RHM4-1)) o cdlula
transformada a un sujeto.

[0147] Taes composiciones incluyen disolventes (acuosos 0 ho acuosos), soluciones (acuosas 0 No
acuosas), emulsiones (por gemplo, aceite-en-agua 0 agua-en-aceite), suspensiones, jarabes, elixires,
medios de dispersion y suspension, revestimientos, agentes de retraso o fomentacién a la absorcion e
isoténica, compatibles con la administraciéon farmacéutica o € contacto o suministro in vivo. Los
disolventes, solucionesy suspensiones acuosos y no acuosos, pueden incluir agentes de suspension 'y
agentes espesantes. Tales vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen tabletas (recubiertas o
sin recubrir), capsulas (duras o blandas), microperlas, polvos, granulos y cristales. Los compuestos
activos suplementarios (por ejemplo, los agentes preservantes, antibacterianos, antivirales y
antifungicos) también pueden ser incorporados en las composiciones.

[0148] Las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas para ser compatibles con una via
particular de administracion o suministro, tal como se establece en e presente documento o
conocido para un experto en la técnica. De este modo, las composiciones farmacéuticas incluyen
vehiculos, diluyentes, o excipientes adecuados para la administracion por varias vias.

[0149] Las composiciones adecuadas para administracion parenteral comprenden soluciones,
suspensiones o emulsiones acuosas y nNo acuosas del compuesto activo, en las que las preparaciones
son normalmente estériles y puede ser isoténica con la sangre del receptor previsto. Los jemplos
ilustrativos, no limitantes incluyen agua, saling, dextrosa, fructosa, etanol, aceite animal, vegeta o
sintético.

[0150] Para la administracién transmucosa o transdérmica (por ejemplo, contacto tépico), los
penetrantes pueden ser incluidos en la composicion farmacéutica. Los penetrantes son conocidos en
latécnica, e incluyen, por jemplo, para la administracion transmucosa, detergentes, sales biliares y
derivados de acido fusidico. Para la administracién transdérmica, € ingrediente activo puede ser
formulado en aerosoles, sprays, ungientos, pomadas, geles, o cremas tal como se conoce

generalmente en la técnica. Para el contacto con la piel, las composiciones farmacéuticas
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normalmente incluyen pomadas, cremas, lociones, pastas, geles, sprays, aerosoles o aceites. Los
vehiculos que pueden usarse incluyen vaselina, lanolina, polietilenglicoles, acoholes, potenciadores
transdérmicos, y combinaciones de los mismos.

[0151] Los co-disolventes y adyuvantes pueden ser afladidos a la formulacion. Los giemplos no
limitantes de co-disolventes contienen grupos hidroxilos u otros grupos polares, por gemplo,
alcoholes, tales como acohol isopropilico; glicoles, tales como propilenglicol, polietilenglicol,
polipropilenglicol, éer de glicol; gliceral; alcoholes de polioxietileno y ésteres de écidos grasos de
polioxietileno. Los adyuvantes incluyen, por gjemplo, tensioactivos tales como, lecitina de soja 'y
acido oleico; ésteres de sorbitan tales como trioleato de sorbitan; y polivinilpirrolidona.

[0152] Las composiciones farmacéuticas y sistemas de suministro adecuados para los genomas de
vectores, particulas de virus (por g emplo, vector AAV-Rh74 o vector AAV relacionados, tales como
variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por gemplo, RHM4-1)) y los métodos y usos
delainvencion, son conocidos en latécnica (ver, por g emplo, Remington: The Science and Practice

of Pharmacy (2003) 20™ ed., Mack Publishing Co., Easton, PA; Remington’s Pharmaceutical
Sciences (1990) 18" ed., Mack Publishing Co., Easton, PA; The Merck Index (1996) 12" ed., Merck
Publishing Group, Whitehouse, NJ; Pharmaceutical Principles of Solid Dosage Forms (1993),
Technonic Publishing Co., Inc., Lancaster, Pa.; Ansel and Stoklosa, Pharmaceutical Calculations
(2001) 11™ ed., Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD; and Poznansky et al., Drug Delivery
Systems (1980), R. L. Juliano, ed., Oxford, N.Y ., pp. 253-315).

[0153] Una “forma de dosificacion unitaria’ tal como se utiliza en el presente documento se refiere

a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para € sujeto a tratar;
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada opciona mente en asociacion con un vehiculo
farmacéutico (excipiente, diluyente, vehiculo o agente de relleno) que, cuando se administra en una
0 mas dosis, se calcula para producir un efecto deseado (por eemplo, efecto profilactico o
terapéutico). Las formas de dosificacion unitaria pueden estar dentro de, por e emplo, ampollas y
viales, que pueden incluir una composicion liquida, o una composicion en un estado seco por
congelacion o liofilizado; un vehiculo liquido estéril, por ejemplo, puede ser afadido antes de la
administracion o suministro in vivo. Las formas de dosificacion unitaria individuales pueden ser
incluidas en los kits o contenedores de dosis multiples. Las secuencias de vector recombinante (por
gemplo, AAV), plasmidos, genomas de vector, particulas de virus recombinantes (por gemplo,
vector AAV-Rh74 o vector AAV relacionados tales como variantes de cipside AAV-Rh74 (por
gemplo, RHM4-1)), y las composiciones farmacéuticas de los mismos pueden ser embaladas en
forma de dosificacién unitaria o multiple para la facilidad del suministro y uniformidad de
dosificacion.

[0154] La invencion proporciona kits con material de embalgje y uno 0 mas componentes en el

mismo. Un kit incluye norma mente una etiqueta o insertos de embalgje que incluye una descripcion
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de los componentes o instrucciones para el uso in vitro, in vivo o ex vivo, de los componentes en los
mismos. Un kit puede contener una coleccion de tales componentes, por gemplo, un genoma de
vector (por gemplo, AAV) o particulas de virus (por gemplo, vector AAV-Rh74 o vector AAV
relacionados tales como variantes AAV-Rh74 tales como variantes de capside (por ejemplo, RHM4-
1)) y opcionalmente un segundo, tales como otro compuesto, agente, f&rmaco o composicidn activo.
[0155] Un kit se refiere a una estructura fisica que aberga uno 0 més componentes del kit. El
material de embalaje puede mantener 1os componentes de forma estéril, y pueden ser hechos de un
material cominmente utilizado para tales fines (por ejemplo, papel, fibra corrugada, vidrio, plastico,
papel de aluminio, ampollas, viaes, tubos, etc.).

[0156] Las etiquetas o insertos pueden incluir informacién de la identificacion de uno o més
componentes de los mismos, cantidades de dosis, farmacologia clinica del ingrediente(s) activo,
incluyendo & mecanismo de accién, farmacocinética y farmacodindmica. Las etiquetas o insertos
pueden incluir informacion que identifican a fabricante, nimeros de lote, lugar y fecha de
fabricacién, fechas de caducidad. Las etiquetas o insertos pueden incluir informacién que identifica
lainformacion del fabricante, nimeros de lote, lugar y fecha ddl fabricante. Las etiquetas o insertos
pueden incluir informacion sobre una enfermedad para la que se puede utilizar un componente del
kit. Las etiquetas o insertos pueden incluir instrucciones para el médico clinico o sujeto para €l uso
de uno o més de los componentes del kit en un método, uso, o protocolo de tratamiento o régimen
terapéutico. Las instrucciones pueden incluir cantidades de dosis, frecuencia o duracion, y las
instrucciones para la préactica de cualquiera de los métodos, usos, protocolos de tratamiento o
régimen profil&ctico o terapéutico que se describen en el presente documento.

[0157] Las etiquetas o0 insertos pueden incluir informacion sobre cualquier beneficio que puede
proporcionar un componente, tales como un beneficio profilactico o terapéutico. Las etiquetas o
insertos pueden incluir informacién sobre los efectos potenciales adversos secundarios,
complicaciones o reacciones, tales como las advertencias para € sujeto o el médico con respecto a
las situaciones en las que no seria apropiado utilizar una composicion particular. Los efectos
secundarios adversos o complicaciones también pueden ocurrir cuando € sujeto tiene, tomard o
actualmente est4 tomando uno o mas medicamentos que pueden ser incompatibles con la
composicion, o € sujeto tiene, estara 0 actualmente esta pasando por otro protocolo de tratamiento o
régimen terapéutico que seria incompatible con la composicion y, por lo tanto, las instrucciones
podrian incluir informacidn con respecto a estas incompatibilidades.

[0158] Las etiquetas o insertos incluyen “materiales impresos’, por ejemplo, papel o cartdn,
separada o colocada en un componente, un kit o material de embalgje (por gemplo, una cgja), o
unido a una ampolla, tubo o frasco que contiene un componente del kit. Las etiquetas o insertos
pueden incluir adicionalmente un medio legible por ordenador, tales como una etiqueta impresa con
codigo de barras, un disco, un disco 6ptico tal como CD- o DVD-ROM/RAM, DVD, MP3, cinta
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magnética, 0 un medio de almacenamiento eléctrico tales como RAM y ROM o hibridos de los
mismos tales como medios de almacenamiento magnéticos/opticos, medios flash o tarjetas de tipo
memoria.

[0159] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este
documento, tienen e mismo significado que se entiende cominmente por un experto ordinario en la
técnica ala que esta invencion pertenece. Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes
alos descritos en €l presente documento pueden ser utilizados en la préctica o prueba de la presente
invencion, los métodos y material es adecuados son descritos en el presente documento.

[0160] Todas las solicitudes, publicaciones, patentesy otras referencias, citas de GenBank y citas de
ATCC mencionadas en la presente, se incorporan por referencia en su totalidad. En caso de
conflicto, la memoria descriptiva, incluyendo las definiciones, prevalecerd.

[0161] Todas las caracteristicas divulgadas en el presente documento pueden ser combinadas en
cualquier combinacion. Cada caracteristica divulgada en la memoria descriptiva puede sustituirse
por una caracteristica alternativa que sirve para un mismo proposito, equivalente, o similar. Por lo
tanto, a menos que se indigue expresamente |o contrario, las caracteristicas divulgadas (por gjemplo,
una secuencia de vector recombinante (por gemplo, AAV), € plasmido, genoma del vector, o virus
recombinante de particula (por ejemplo, vector AAV-Rh74 o vector AAV relacionado tales como
variantes de cdpside AAV-Rh74 (por ejemplo, RHM4-1)) son un gemplo de un género de
caracteristicas equivalentes o similares.

[0162] Td como se utiliza en e presente documento, las formas singulares “un”, “y”, y “d/la’
incluyen referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto,
por gemplo, la referencia a “un polinucledtido” incluye una pluralidad de tales polinucleétidos, 1a
referencia a “un vector” incluye una pluralidad de tales vectores, y la referencia a “un virus’ o
“particula’ incluye una pluralidad de tales viriones/particulas.

[0163] Ta como se utiliza en e presente documento, todos los valores numéricos o rangos
numéricos incluyen los nimeros enteros dentro de dichos rangos y fracciones de los valores o los
numeros enteros dentro de los rangos a menos que el contexto indigue claramente lo contrario. Por
lo tanto, para ilustrar, la referencia a ad menos 80% de identidad, incluye 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, etc., asi como 81.1%, 81.2%, 81.3%, 81.4%, 81.5%, etc.,
82.1%, 82.2%, 82.3%, 82.4%, 82.5%, €tc., y asi sucesivamente.

[0164] La referencia a un nimero entero con mas (mayor) o menos que incluya cualquier nimero
mayor o menor que € ndmero de referencia, respectivamente. Asi, por gemplo, una referencia a
menos de 1000, incluye 999, 998, 997, etc. todo & conteo hasta el nimero uno (1); y menos de 100,
incluye 99, 98, 97, etc., todo e conteo hasta el nimero uno (1).

[0165] Ta como se utiliza en el presente documento, todos |os va ores numéricos o rangos incluyen

fracciones de los valores y nimeros enteros dentro de dichos rangos y fracciones de los nimeros
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enteros dentro de tales rangos, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por |o tanto,
parailustrar, la referencia a un intervalo numérico, tal como un rango de porcentgje, tales como, 1-
10incluye 1, 2, 3,4,5, 6,7, 8,9, 10, asi como 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, etc,, y asi sucesivamente. La
referencia a un intervalo de 1-50, por tanto, incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, etc., hasta e incluyendo 50, asi como 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, etc,, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5,
etc., y asi sucesivamente.

[0166] Lareferenciaauna serie de rangos incluye rangos que combinan los valores de los limites de
diferentes rangos dentro de las series. Por lo tanto, parailustrar la referencia a una serie de rangos de
11-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-75, 75-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-
400, 400-500, 500-750, 750-1,000, 1,000-1,500, 1,500-2,000, 2,000-2,500, 2,500-3,000, 3,000-
3,500, 3,500-4,000, 4,000-4,500, 4,500-5,000, 5,500-6,000, 6,000-7,000, 7,000-8,000, 6 8,000-
9,000, incluyen rangos de 10-50, 50-100, 100-1,000, 1,000-3,000, 2,000-4,000, €tc.

[0167] Generamente, se divulga la invencion en € presente documento usando un lenguaje
afirmativo para describir las numerosas modalidades y aspectos. La invencién también incluye
especificamente modalidades en las que se excluye determinados asuntos, en su totalidad o en parte,
tales como sustancias 0 materiales, pasos de procedimiento y condiciones, protocolos 0 procesos.
Por ejemplo, en ciertas modalidades o aspectos de lainvencion, los materiales y/o etapas del método
son excluidos. Por lo tanto, a pesar de que la invencion no fue expresada generamente en este
documento con términos de lo que la invencion no incluye, los aspectos que no estdn excluidos
expresamente en lainvencién son, sin embargo, divulgados en el presente documento.

[0168] Un nimero de modalidad de la invencién ha sido descrito. Sin embargo, un experto en la
técnica, sin apartarse del espiritu y acance de la invencién, puede hacer diversos cambios y
modificaciones de la invencién para adaptarla a diversos usos y condiciones. Por consiguiente, los

siguientes gemplos estdn destinados a ilustrar pero no limitar €l alcance de la invencién

reivindicada
Ejemplos
Ejemplo 1

Este gy emplo incluye una descripcion de diversos materiales y métodos.

[0169] Ratones: Ratones de 8-10 semanas de edad machos C57BL/6J (WT), n=5 por grupo
experimental. El perro es un perro HB de la Universidad de Carolina del Norte de la colonia Chapel
Hill que lleva una mutacién sin sentido en e gen FIX (Evans et a., Proc Natl Acad Sci USA
86:10095 (1989)).

[0170] Constructos del Vector AAV: Los estudios in vivo en ratones fueron realizados utilizando

un constructo que expresa FIX humano bajo el control del promotor especifico de higado ApoE-

hAAT. El estudio en perros utiliz6é un promotor casi idénticoy el transgén FIX canino.
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[0171] Metodologia de Transferencia de Genes: Todos los vectores fueron suministrados por via
intravenosa. En los ratones a través de la vena de la cola (se administré un volumen de 200
microlitros por raton, el vector fue diluido en PBS). En los perros el vector fue suministrado a través
de lavena safena.

[0172] Determinacion de la Expresion FIX: se utilizé ELISA para medir los niveles de FIX. En

ratones, €l par de anticuerpos FIX ELISA humano (capturay secundarios) es de Affinity Biologicals.
En los perros, se utilizd un par de anticuerpos también de Affinity Biologicals tal como se describe
en Haurigot et a. (Mol Ther 18: 1318 (2010)).

[0173] Andlisis estadistico: El andlisis estadistico fue realizado con el test de dos dimensiones

impar, los vaores de p <0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

[0174] Medidas de anticuerpos AAV: Se utilizd un ensayo in vitro de neutralizacion descrita en
Manno et a, (Nat Med 12:342 (2006)) and Mingozzi et al. (Nat Med 13:419 (2007)) para la

medicion de anticuerpos. En resumen, se utilizaron dos constructos de vectores AAV en el ensayo,

un vector de cadena sencilla que expresa p-galactosidasa bgjo el control del promotor CMV
(ssAAV-LacZ), o un vector auto-complementario que expresa e gen informador de Renilla, AAV-
Rh74 -CBA-Renilla, bgjo € control del promotor de pollo-R-actina (CBA). Para incrementar la
eficiencia de la transduccion de vectores AAV in vitro, se utilizaron células 2V6.11 (ATCC), que
expresan e gen E4 adenoviral bgjo e control de un promotor inducible. Las células fueron
sembradas en una placa de 96 pocillos a una densidad de 1.25x10* células/pocillos y se afiadié una
dilucion de 1:1.000 de ponasterona A (Invitrogen) al medio para inducir la expresion E4. En €l dia
del ensayo, las diluciones semilogaritmicas en serie de suero de ensayo inactivado por calor fueron
mezclados con medios que contienen virus. Para €l vector sSAAV-LacZ, la concentracion de virus
usado en e ensayo fue de ~1x10"%g/ml para AAV2 y ~5.5x10%g/ml para AAV5, 6, u 8. Para el
vector VAAac-Luc, la concentracion de virus en e ensayo fue de entre ~50 y 150 veces menor. La
actividad residual del transgén informante fue medida usando un ensayo colorimétrico (ssAAV-
LacZ) o un luminémetro (VAAac-Luc).

[0175] El IgG tota de capside Anti-AAV o subclases Ig fueron medidas con un ensayo de captura;
las placas ELISA fueron recubiertas con particulas cépside 5x10'%ml de cépsides de AAV vacias.
Las placas fueron bloqueadas con 2% de BSA, 0,05% de Tween 20 en PBS durante 2 horas a
temperatura ambiente y las diluciones seriadas de las muestras fueron cargadas en los pocillos e
incubados durante la noche a 4°C. Los anticuerpos 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, o IgM (Sigma) anti-
humanos conjugados con biotina fueron utilizados como anticuerpos de deteccion; la estreptavidina-
HRP fue afiadida para la deteccion del sustrato. La concentracion de Ig fue determinada frente a las
curvas estandar realizadas con dilucion en serie de 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, or IgM (Sigma) humana
purificada.
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[0176] Produccién de AAV: El proceso para la produccién de vectores se describe en detalle en
Ayuso et al. (Gene Ther 17:503 (2010)).

Ejemplo 2

Este gjemplo incluye una descripcion de los estudios en animales (ratones) para la transferencia de
genes FIX humano y la expresion FIX después de la transferencia de genes.

[0177] Los ratones C57BL/6 (n =5 por grupo) fueron inyectados a través de la vena de la cola con
vectores AAV que llevan & gen del Factor 1X (FIX) (genomas de vector 2.5 por ratén) bajo el
control de un promotor especifico de higado. Los niveles de plasma (proteina) del producto transgén
FIX humano en los ratones fueron determinados por ELISA en la semana 1, 2, y 4 después de la
transferencia de genes, y son ilustrados en laFigura 1. El AAV-Rh74 mostr6 e mayor nivel de

expresion transgén en los animales.

Ejemplo 3

Este gemplo incluye una descripcion de los estudios en animales y datos que demuestran €l
suministro efectivo mediado de AAV-Rh74 de FIX a niveles terapéuticos en perros con hemofilia.

[0178] En resumen, los perros con hemofilia B fueron infundidos por via intravenosa (1V), a través
de la vena safena con genomas de vector 3X10™ por kg de peso. La expresion del transgén
terapéutico FIX fue impulsado por un promotor especifico de higado. Los vectoresy los niveles de
FIX fueron monitoreados por ELISA. Los niveles plasméticos FIX caninos se muestran en laFigura
2. Serealizaron AAV-Rh74 y AAV8 mas o menos de manera equitativa en perros con hemofilia B,

y ambos fueron superioresa AAV6.

Ejemplo 4

Este gjemplo incluye una descripcion de estudios que muestran la presencia de anticuerpos
neutralizantes anti-AAV (NAb) en |os seres humanos.

[0179] LosdatosdelaTablal muestran anticuerpos neutralizantes anti-AAV (NAb) medidos en los
seres humanos con un ensayo in vitro. Los sujetos con un titulo NAb de menosde oigual al:1 se
definen como naive o de bgjo titulo para anticuerpos anti-AAV, y son aptos para la transferencia de
genes para ese serotipo AAV (resaltados en gris). Los pacientes con titulosdeentre 1:1y 1:3 se
consideran AAV-permisivos, siempre que se utilicen capsides vacias como sefiuel os. Las muestras
con concentraciones superiores a 1.3 son consideradas no permisivas paralatransduccion de AAV
después de lainyeccion sistémicay son rellenadas de color gris claro. AAV-Rh74 exhibio la menor
prevaencia de anti-AAV Nab comparada con AAV-2y AAV-8.
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Tablal
RHM15-5
Genlmm 005
Genlmm 015
Genlmm 040
Genlmm 058 1:3.1-1:10
Genlmm 070 1:10-1:31.6
Genlmm 080 1:10-1:31.6
Genlmm 082 1:3.1-1:10
Genlmm 083
Genlmm 087 1:3.1-1:10
Genlmm 095 1:3.1-1:10
Genlmm 099
Genlmm 102
Genlmm 105
Genlmm 100
Genlmm 124
Genlmm 125
Genlmm 130
Genlmm 131
Genlmm 133
Genlmm 150
Genlmm 151
Genlmm 154
Genlmm 155
Genlmm 143
Genlmm 145
Genlmm 140
Genlmm 141
Genlmm 011
Genlmm 049
Genlmm 146 1:1-1:3.1 1:1-1:3.1
Genlmm 147 1:1-1:3.1 1:1-1:3.1
Genlmm 007 1:100-1:316 1:3.16-1:10
Genlmm 084 1:3.1-1:10 1:3.1-1:10
Genlmm 127 1:100-1:316 1:3.1-1:10 1:3.1-1:10 1:3.16-1:10
Genlmm 137 1:100-1:316 1:3.1-1:10 1:3.1-1:10 1:1-1:3.16
Genlmm 153 ND 1:3.1-1:10 1:10-1:31.6 1:10-1:31.6
Genlmm 001 1:100-1:316 1:10-1:31.6 ND ND
Genlmm 006 1:31.6-1:100 1:10-1:31.6 1:10-1:31.6 1:10-1:31.6
Genlmm 110 1:316-1:1000 1:10-1:31.6 1:31.6-1:100 >1:31.6
Genlmm 128 1:1000-1:3160 1:10-1:31.6 1:31.6-1:100 >1:31.6
Genlmm 129 1:31.6-1:100 1:10-1:31.6 1:3.1-1:10 1:3.16-1:10
Genlmm 148 ND 1:10-1:31.6 1:100-1:316 >1:31.6
Genlmm 157 ND 1:10-1:31.6 1:3.1-1:10 1:10-1:31.6
Genlmm 158 ND 1:10-1:31.6 1:3.1-1:10 ND
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Genlmm 028 1:3.1-1:10 110-1:31.6 [N 1:1-13.16
Genlmm 016 1:10-1:31.6 1:31.6-1:100 1:10-1:31.6 ND
Genlmm 075 1:316-1:1000 1:31.6-1:100 1:10-1:31.6 1:10-1:31.6
Genlmm 126 >1:3160 1:31.6-1:100 1:100-1:316 >1:31.6
Genlmm 139 ND 1:31.6-1:100 | 1:31.6-1:100 >1:31.6
Genlmm 149 ND 1:31.6-1:100 | 1:31.6-1:100 ND
Genlmm 068 1:3160 1:316-1:1000 1:31.6-1:100 >1:31.6
Genlmm 088 >1:3160 1:316-1:1000 | 1:316-1:1000 >1:31.6
Genimm 138 ND 1:316-1:1000 | 1:316-1:1000 >1:31.6
Genlmm 004 1:316-1:1000 1:100-1:316 ND ND
Genlmm 035 >1:3160 1:100-1:316 1:100-1:316 >1:31.6
Genlmm 074 1:3160 1:100-1:316 1:100-1:316 >1:31.6
Genlmm 142 ND 1:100-1:316 | 1:1000-1:3160 >1:31.6
Genlmm 152 ND 1:100-1:316 1:31.6-1:100 >1:31.6
Genlmm 156 ND 1:100-1:316 1:100-1:316 >1:31.6
Genimm 072 1:3.1-1:10 1:100-1:316 [T
Genlmm 144 >1:3160 1:316-1:1000 | 1:316-1:1000 >1:31.6
Genlmm 060 >1:3160 1:1000-1:3160 | 1:100-1:316 >1:31.6
Genlmm 069 >1:3160 >1:3160 1:1000-1:3160 >1:31.6
Genlmm 017 >1:3160 >3160 1:316-1:1000 >1:31.6
Genlmm 002 <1:2 ND ND ND
Genlmm 003 <1:2 ND \
AAV2 AAV8 RHM4-1 RHM15-5
<1:1 13 29 35 27
Total 66 66 66 66
% de <1:1 19.7 43.9 53.0 40.9
Ejemplo 5

Este gjemplo incluye una descripcion de datos que muestran las cantidades de produccion de
diferentes serotipos AAV que incluyen AAV-Rh74.

[0180] Losdatos en laTabla2 muestran e rendimiento de produccion de los diferentes serotipos de
AAV. Sereportael tamafio del lote de virus en frascos rotativos, el rendimiento del vector total y el
rendimiento por frasco. Todos los serotipos fueron empagquetados con €l mismo casete de expresion.
AAV-Rh74 tiene un rendimiento comparable con o superior a los otros serotipos evaluados, a saber,
AAV-8, AAV-dj, y AAV-2,



Tabla2
Serotipo Tamafio del lote Rendimiento Rendimiento
(nUmer o defrascos total del vector por frasco giratorio
giratorios) (genomas de vector) | (genomas de vector)
AAV-Rh74 80 1.21E+15 151E+13
AAV-Rh74 10 1.23E+14 1.23E+13
AAV-8 30 2.54E+14 8.47E+12
AAV-dj 20 1.79E+14 8.95E+12
AAV-2 30 1.38E+14 4.60E+12
Ejemplo 6

Este gjemplo incluye una descripcidn de los datos que muestran que € Factor humano 1 X (FIX) que
expresa el vector AAVrh74 bajo e control de un promotor especifico de higado administrado a
macacos rhesus conlleva a cantidades de produccién de FIX en animales, y a niveles superiores que
el vector AAV8 administrado en la misma cantidad.

[0181] En resumen, alos animales se les administro AAV8 o AAVrh74 auna dosis de genomas de
vector 2x10% (vg)/kg de peso. Los vectores fueron formulados en salina o en una mezcla de vector
capside de AAV vacia (denotada EC).

[0182] La Figura 4 esun gréfico de histograma del erro promedio (semana2 a8) y error estéandar o
la media del FIX humano medido por ELISA que detecta especificamente e FIX humano en e
plasma del macaco rhesus. Los animales que recibieron el vector AAVrh74-FIX se muestran en las
Ultimas dos barras hacia el margen derecho. Los datos muestran que los animales gue recibieron los
vectores AAVrh74 (Ultimos dos bares hacia € margen derecho) expresaron el transgén FIX en
niveles més altos en comparacién con |os otros grupos de animales inyectados con la misma dosis
(barras negras y grises). Los niveles promedios se compararon mediante una prueba t de student de
dos colas, desapareado.

[0183] Uno de los animales que recibieron AAV-RHM4-1-FIX desarroll6é un inhibidor contra e
producto transgén del factor X humano, que es un fendmeno bien documentado que se produce en
aproximadamente el 20% de |os macacos tratados con un vector de FIX humano. El segundo animal
tratado con RHM4-1 expresd niveles FIX de arededor de 2 veces mayor en comparacion con los
macacos tratados con AAV8.
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Ejemplo 7
Este gjemplo incluye una descripcidn de varias variantes de capside Rh74.

[0184] En resumen, se introdujeron varias sustituciones en la secuencia de capside en la secuencia
de capside Rh74 para producir variantes de capside Rh74. Las diferentes variantes de capside Rh74
y los aminoécidos sustituidos, fueron los siguientes:

Tabla 3: Variantes Sustituciones de Aminoacido y Posiciones Indicadas en la Capside VP1

RHM4_1 G195A-L199V- S201P-G202N
RHM15 1  G195A-L199V-S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/169/547)R

RHM15_2  G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/169)R
RHM15_3  G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/547)R
RHM15 4  G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/668)R
RHM15 5  G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/547/163)R
RHM15_6  G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/547/688)R

[0185] La variante RHM4-1 tenia una aanina, una leucina, una prolina, y una sustituciéon de
asparagina en las posiciones de aminoécidos 195, 199, 201 y 202, respectivamente, de la cipside
Rh74 VP1. La secuencia de aminoacido de la capside VP1 variante RHM4-1, con residuos
sustituidos a, v, p y n, subrayado y en negrita, es como sigue (SEQ ID NO: 5):

1 maadgy!l pdw ednl segi r ewwd!l kpgapkpkanggkqdngr gl vl pgykyl gpf ngl d

61 kgepvnaadaaal ehdkaydqql gagdnpyl r ynhadaef ger| qedt sf ggnl gravf g

121 akkrvl epl gl vespvkt apgkkr pvepspqr spdsst gi gkkggqgpakkr | nf gqt gds

181 esvpdpqgpi geppaapsgvgpnt maagggapnmadnnegadgvgsssgnwhcdst wl gdr v

241 ittstrtwal ptynnhl ykqgi sngt sggst ndnt yf gyst pwgyf df nr f hchf spr dwg

301 rlinnnwgfrpkrlnfklfni qvkevt gnegtkti annltstiqvftdseyql pyvl gsa

361 hqgcl ppf padvf m pgygyl t|1 nngsgav grssfycl eyf psqm rt gnnf ef synf ed
421 vpfhssyahsqgsl drl mplidqgyl yyl srtqgstggtagtqqgl | f sgagpnnnmsagaknw
481 | pgpcyrqgrvsttl sgnnnsnf awm gat kyhl ngr dsl vnpgvamat hkddeer f f pss

541 gvl nf gkqgagkdnvdyssvni t seeei ktt npvat eqygvvadnl gggnaapi vgavns

601 ggal pgmvwgnr dvyl qgpi waki pht dgnf hpspl nggf gl khpppgi | i knt pvpadp

661 pttfnqgakl asfitqystgqvsvei ewel gkenskrwnpei qyt snyykst nvdf avnt e

721 gtyseprpigtryltrn

[0186] La secuencia de é&ciddo nucleico de cdpside VP1 variante RHM4-1, con codones que
codifican a, v, p y n, subrayado y en negritas, es como sigue (SEQ ID NO:11):

1 atggctgccgatggttatcttccagattggctcgaggacaacctctct gagggceattcgce

61 gagt ggt gggacct gaaacct ggagccccgaaacccaaagccaaccagcaaaagcaggac

121 aacggccggggt ct ggt gctt cct ggct acaagt acct cggaccctt caacggact cgac
181 aagggggagcccgt caacgcggcggacgcageggccct cgagcacgacaaggcct acgac
241 cagcagct ccaagcgggt gacaat ccgt acct gcggt at aat cacgccgacgecgagt tt
301 caggagcgt ct gcaagaagat acgtctttt gggggcaacct cgggcgegceagt cttccag
361 gccaaaaagcgggttct cgaacct ct gggcct ggt t gaat cgccggt t aagacggct cct
421 ggaaagaagagaccggt agagccat caccccagcgct ct ccagact cct ct acgggceat c
481 ggcaagaaaggccagcagcccgcaaaaaagagact caatttt gggcagact ggcgact ca
541 gagt cagt ccccgaccct caaccaat cggagaaccaccagcagccccct ct ggt gt ggga
601 cct aat acaat ggct gcaggcggt ggcgct ccaat ggcagacaat aacgaaggcgccgac
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661 ggagt gggt agttcctcaggaaatt ggcattgcgattccacat ggct gggcgacagagtc

721 atcaccaccagcacccgcacct gggccct gcccacct acaacaaccacct ct acaagcaa

781 atctccaacgggacct cgggaggaagcaccaacgacaacacct acttcggct acagcacc

841 ccctgggggtattttgacttcaacagattccactgccactttt caccacgt gact ggcag

901 cgact cat caacaacaact ggggatt ccggcccaagaggct caactt caagctctt caac

961 at ccaagt caaggaggt cacgcagaat gaaggcaccaagaccat cgccaat aaccttacc

1021 agcacgattcaggtctttacggact cggaat accagct cccgtacgt gct cggct cggcg
1081 caccagggctgcctgcectccgttcccggecggacgtcttcatgattcctcagt acgggt ac
1141 ctgactctgaacaat ggcagt caggct gt gggccggtcgtccttctact gcct ggagt ac
1201 tttccttctcaaat gct gagaacgggcaacaacttt gaatt cagct acaacttcgaggac
1261 gtgcccttccacagcagct acgcgcacagccagagcct ggaccggcet gat gaaccctctc
1321 atcgaccagtacttgtactacctgtcccggact caaagcacgggcggt act gcaggaact
1381 cagcagttgctattttct caggccgggcct aacaacat gt cggct caggccaagaact gg
1441 ctacccggtccct gct accggcagcaacgcgt ct ccacgacact gt cgcagaacaacaac
1501 agcaactttgcct ggacgggt gccaccaagt at cat ct gaat ggcagagactctctggtg
1561 aatcctggcgttgccat ggct acccacaaggacgacgaagagcgattttttccatccagce
1621 ggagtcttaat gttt gggaaacagggagct ggaaaagacaacgt ggact at agcagcgtg
1681 at gct aaccagcgaggaagaaat aaagaccaccaacccagt ggccacagaacagt acggc
1741 gt ggt ggccgat aacct gcaacagcaaaacgccgct cct att gt aggggccgt caat agt
1801 caaggagcctt acct ggcat ggt gt ggcagaaccgggacgt gt acct gcagggt cccat c
1861 tgggccaagattcct cat acggacggcaactttcatccctcgccgcet gat gggaggcettt
1921 ggact gaagcat ccgcctcct cagat cct gatt aaaaacacacct gttcccgcggat cct
1981 ccgaccacctt caat caggccaagctggcttcttt cat cacgcagt acagt accggccag
2041 gt cagcgt ggagat cgagt gggagct gcagaaggagaacagcaaacgct ggaacccagag
2101 attcagtacacttccaactactacaaat ct acaaat gt ggactttgct gt caat act gag
2161 ggtacttattccgagcctcgeccccattggcacccgttacctcacccgtaatctg

[0187] Las variantes RHM 15-1, 15-2, 15-3, 15-4, 1-5 y 15-6 también tenian una aanina, leucina,
prolina, y una sustitucion de asparagina en las posiciones de aminoacidos 195, 199, 201 y 202,
respectivamente, de la cdpside Rh74 VP1. Ademés, estas variantes tenian maltiples sustituciones de
argininade lisina en varias posiciones.

[0188] La secuencia de aminoécido de capside VP1 variante RHM15-1 es como sigue (SEQ ID
NO:6):

1 nmadgyl pdw ednl segi rewwdl kpgapkpkanqqr gdngr gl vl pgyryl gpf ngl d
61 kgepvnaadaaal ehdr aydqql gagdnpyl r ynhadaef ger | gedt sf ggnl gr avfq
121 akkrvl epl gl vespvrt apgkkr pvepspqr spdsst gi gkkgqgpar kr | nf gqt gds
181 esvpdpqpi geppaapsgvgpnt naagggapnadnnegadgvgsssgnwhcdst wl gdr v
241 ittstrtwal ptynnhl yrqi sngt sggst ndnt yf gyst pwgyf df nr f hchf spr dwg
301 rlinnnwgfrpkrlnfklfnigvkevtqgnegtrtiannltstiqvftdseyql pyvl gsa
361 hqgcl ppf padvf m pgygyl t1 nngsqavgr ssfycl eyf psqm rt gnnf ef synf ed
421 vpfhssyahsqsl drl mpl i dqyl yyl srt gst ggt agt qql | f sqagpnnnsagaknw
481 | pgpcyrqgrvsttl sgnnnsnf awt gat kyhl ngr dsl vnpgvanat hr ddeer f f pss
541 gvl nf grggagrdnvdyssvni t seeei rtt npvat eqygvvadnl qqgn aapi vgavns
601 qggal pgmvwgnr dvyl qgpi waki pht dgnf hpspl nggf gl khpppgi | i knt pvpadp
661 pttfngakl asfitqystgqgvsvei ewel gkenskrwnpei gyt snyykst nvdf avnte
721 gtyseprpigtryltrn

[0189] La secuencia de écido nucleico de capside VP1 variante RHM15-1 es como sigue (SEQ ID
NO:12):
1 atggctgccgatggttatcttccagattggct cgaggacaacct ct ct gagggcattcgce
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61 gagt ggt gggacct gaaacct ggagccccgaaacccaaagccaaccagcaaaggcaggac

121 aacggccggggt ct ggt gctt cct ggct acaggt acct cggaccct t caacggact cgac
181 aagggggagcccgt caacgcggcggacgcagcggccct cgagcacgacagggcct acgac
241 cagcagct ccaagcgggt gacaat ccgt acct gcggt at aat cacgccgacgecgagttt
301 caggagcgt ct gcaagaagat acgt ctttt gggggcaacct cgggcgcgeagt cttccag
361 gccaaaaagcgggtt ct cgaacct ct gggect ggt t gaat cgccggt t aggacggct cct
421 ggaaagaagagaccggt agagccat caccccagcgct ct ccagact cct ct acgggcat ¢
481 ggcaagaaaggccagcagcccgcaagaaagagact caattttgggcagact ggcgactca
541 gagt cagt ccccgaccct caaccaat cggagaaccaccagcagccccct ct ggt gt ggga
601 cctaat acaat ggct gcaggcggt ggcgct ccaat ggcagacaat aacgaaggcgccgac
661 ggagt gggt agttcct caggaaattggcatt gcgattccacat ggct gggcgacagagt ¢
721 atcaccaccagcacccgcacct gggccct gcccacct acaacaaccacct ct acaggcaa
781 atctccaacgggacct cgggaggaagcaccaacgacaacacct actt cggct acagcacc
841 ccctgggggtattttgacttcaacagattccactgccacttttcaccacgtgactggcag
901 cgact cat caacaacaact ggggatt ccggcccaagaggct caact t caagct ctt caac

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

[0190]
NO:7):

agcacgattcaggt ctttacggact cggaat accagct cc
caccagggct gcct gecct ccgtt cccggeggacgt cttca
ct gact ct gaacaat ggcagt caggct gt gggccggt cgt
tttccttctcaaat gct gagaacgggcaacaacttt gaat
gt gccctt ccacagcagct acgcgcacagccagagect gg
at cgaccagt act t gt act acct gt cccggact caaagca
cagcagttgctattttctcaggccgggect aacaacat gt
ct acccggt ccct gct accggcagcaacgcegt ct ccacga
agcaactttgcct ggacgggt gccaccaagt at cat ct ga
aat cct ggcgt t gccat ggct acccacagggacgacgaag
ggagt ct t aat gt t t gggagacagggagct ggaagagaca
at gct aaccagcgaggaagaaat aaggaccaccaacccag
gt ggt ggccgat aacct gcaacagcaaaacgccgct ccta
caaggagcct t acct ggcat ggt gt ggcagaaccgggacg
t gggccaagat t cct cat acggacggcaact tt cat ccct
ggact gaagcat ccgcct cct cagat cct gat t aaaaaca
ccgaccacctt caat caggccaagcet ggcttctttcatca
gt cagcgt ggagat cgagt gggagct gcagaaggagaaca
att cagt acactt ccaact act acaaat ct acaaat gt gg
ggt acttattccgagcct cgccccat t ggcaccegttacc

cgt acgt gct
tgattcctca
ccttctactg
t cagct acaa
accggct gat
cgggcggt ac
cggct caggce
cact gt cgca
at ggcagaga
agcgattttt
acgt ggact a
t ggccacaga
tt gt agggge
tgtacctgca
cgccgct gat
cacctgttcc
cgcagt acag
gcaaacgct g
actttgct gt
tcacccgt aa

at ccaagt caaggaggt cacgcagaat gaaggcaccagga ccatcgccaa taaccttacc

cggctcggeg
gt acgggt ac
cct ggagt ac
ctt cgaggac
gaaccctctc
t gcaggaact
caagaact gg
gaacaacaac
ctctctggtg
t ccat ccagc
t agcagcgt g
acagt acggc
cgt caat agt
gggt cccatc
gggaggcttt
cgcggat cct
t accggccag
gaacccagag
caat act gag
tctgtaa

La secuencia de aminoécido de capside VP1 variante RHM15-2 es como sigue (SEQ ID

1 nmadgyl pdw ednl segi rewwwdl kpgapkpkanqqrqd ngrgl vl pgy ryl gpfngld
61 kgepvnaadaaal ehdraydqqgl gagdnpyl rynhadaef qerl qedtsf ggnl gravfq

121
181
241 i
301 r
361
421
481 |
541
601
661
721

akkrvl epl gl vespvrt apgkkr pvepspqgrspdsstg
esvpdpgpi geppaapsgvgpnt magggapmadnnegad

ttstrtwal pt ynnhl yr qi sngt sggst ndnt yf gyst
I i nnnwgfrpkrl nfkl fni qvkevtgnegtrtiannlt

hggcl ppf padvf m pgygyl t| nngsgavgr ssfycl ey
vpf hssyahsqgsl drl mpl i dqyl yyl srt gst ggt agt

pgpcyr qqgr vstt | sgnnnsnf awt gat kyhl ngrdsl v

gvl nf gkqgagr dnvdyssvml t seeei rtt npvat eqyg
ggal pgmvwgnr dvyl ggpi waki pht dgnf hpspl nggf
pttfngakl asfitqystgqgvsvei ewel gkenskrwnpe
gtyseprpigtryltrnl

gkrgqgpar k
gvgsssgnwh
pwoyf df nrf
stiqvftdse
fpsgm rtgn
qql | f sqagp
npgvamat hr
vvadnl qggn
gl khpppqi |
i gyt snyyks

rl nfgqt gds
cdstw gdrv
hchf spr dwg
yql pyvl gsa
nf ef synf ed
nnnsagaknw
ddeerffpss
aapi vgavns
i knt pvpadp
t nvdf avnt e
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[0191] La secuencia de &cido nucleico de capside VP1 variante RHM 15-2 es como sigue (SEQ ID
NO:13):

1 atggctgccgatggttatcttccagattggct cgaggaca acctctctga gggcattcgce
61 gagt ggt gggacct gaaacct ggagccccgaaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

[0192]

121
181
241
301
361
421
481
541

aacggccggggt ct ggt gct t cct gget acaggt acct cg
aagggggagcccgt caacgcggcggacgcagcggcecct cg
cagcagct ccaagcgggt gacaat ccgt acct gcggt at a
caggagcgt ct gcaagaagat acgt ctt tt gggggcaacc
gccaaaaagcgggt t ct cgaacct ct gggect ggt t gaat
ggaaagaagagaccggt agagccat caccccagcgct ctc
ggcaagagaggccagcagcccgcaagaaagagact caatt
gagt cagt ccccgaccct caaccaat cggagaaccaccag
cct aat acaat ggct gcaggcggt ggcgcet ccaat ggcag
ggagt gggt agt t cct caggaaat t ggcatt gcgatt cca
at caccaccagcacccgcacct gggccct gcccacct aca
at ct ccaacgggacct cgggaggaagcaccaacgacaaca
ccctgggggt atttt gactt caacagattccact gccact
cgact cat caacaacaact ggggat t ccggcccaagaggc
at ccaagt caaggaggt cacgcagaat gaaggcaccagga

agcacgat t caggt ct t t acggact cggaat accagct cc

gacccttcaa
agcacgacag
at cacgccga
t cgggcgege
cgccggt t ag
cagact cctc
tt gggcagac
cagccccctc
acaat aacga
cat ggct ggg
acaaccacct
cctacttcgg
tttcaccacg
tcaacttcaa
ccat cgccaa

cgt acgt gct

caccagggct gcct gcct ccgtt cccggeggacgtcttca tgattcctca

ct gact ct gaacaat ggcagt caggct gt gggccggt cgt
tttccttctcaaat gct gagaacgggcaacaact tt gaat

gt gccct t ccacagcaget acgcgcacagccagagcect gg
at cgaccagt act t gt act acct gt cccggact caaagca
cagcagttgctattttctcaggccgggcect aacaacat gt
ctacccggt ccct gct accggcagcaacgcegt ct ccacga
agcaact tt gcct ggacgggt gccaccaagt at cat ct ga
aat cct ggcgt t gccat ggct acccacagggacgacgaag
ggagt ct t aat gt t t gggaaacagggagct ggaagagaca
at gct aaccagcgaggaagaaat aaggaccaccaacccag
gt ggt ggccgat aacct gcaacagcaaaacgccgct cct a
caaggagcct t acct ggcat ggt gt ggcagaaccgggacg
t gggccaagat t cct cat acggacggcaactttcat ccct
ggact gaagcat ccgcct cct cagat cct gat t aaaaaca
ccgaccacctt caat caggccaagct ggcttctttcatca
gt cagcgt ggagat cgagt gggagct gcagaaggagaaca
attcagt acactt ccaact act acaaat ct acaaat gt gg
ggt actt att ccgagcct cgccccat t ggcacccgtt acc

ccttctactg
tcagct acaa
accggct gat
cgggcggt ac
cggct caggce
cact gt cgca
at ggcagaga
agcgattttt
acgt ggact a
t ggccacaga
ttgtagggge
tgtacctgca
cgccgct gat
cacctgttcc
cgcagt acag
gcaaacgct g
actttgct gt
tcacccgt aa

cggact cgac
ggcct acgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggct cct
t acgggcat ¢
t ggcgact ca
t ggt gt ggga
aggcgccgac
cgacagagt c
ct acaggcaa
ctacagcacc
t gact ggcag
gctcttcaac
taaccttacc
cggct cggeg
gt acgggt ac
cct ggagt ac
ctt cgaggac
gaaccctctc
t gcaggaact
caagaact gg
gaacaacaac
ctctctggtg
t ccat ccagce
t agcagcgt g
acagt acggc
cgt caat agt
gggt cccatc
gggaggct t t
cgcggat cct
t accggccag
gaacccagag
caat act gag
tctgtaa

La secuencia de aminoécido de cdpside VP1 variante RHM15-3/RHM 15-5 es como sigue
(SEQ ID NQO:8):

1 nmadgyl pdw ednl segi r ewwdl kpgapkpkanqqgr gqd ngrgl vl pgy ryl gpfngld
61 kgepvnaadaaal ehdraydqqgl gagdnpyl rynhadaef qerl qedtsf ggnl gravfq

akkrvl epl gl vespvrt apgkkr pvepspqgr spdsst gi
esvpdpgpi geppaapsgvgpnt maagggapnmadnnegad
ittstrtwal ptynnhl yrgi sngt sggst ndnt yf gyst
rl i nnnwgf r pkrl nf Kkl f ni qvkevt gnegtrti annlt
hggcl ppf padvf m pqygyl tI nngsqavgr ssfycl ey
vpf hssyahsqgsl drl mpl i dqyl yyl srtgst ggt agt
| pgpcyrqqrvsttl sqnnnsnf awt gat kyhl ngrdsl v
gvl nf grqgagr dnvdyssvml t seeei rtt npvat eqyg

gkr gqgpakk
gvgsssgnwh
pwgyf df nr f
stiqvftdse
fpsqm rtgn
qql I fsgagp
npgvamat hr
vvadnl qggn

rl nfgqt gds
cdstw gdrv
hchf sprdwg
yql pyvl gsa
nf ef synf ed
nnnsagaknw
ddeerffpss
aapi vgavns
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601 ggal pgmvwgnr dvyl qgpi waki pht dgnf hpspl nggf gl khpppqi
661 pttfnqgakl asfitqystgqvsvei ewel gkenskrwnpe iqgytsnyyks tnvdfavnte
721 gtyseprpigtryltrn

i knt pvpadp

[0193] La secuencia de &cido nucleico de cgpside VP1 variante RHM 15-3/RHM 15-5 es como sigue
(SEQ ID NO:14):

1 atggctgccgatggttatcttccagattggct cgaggaca acctctctga gggcattcgce
61 gagt ggt gggacct gaaacct ggagccccgaaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

[0194]
NO:9):

aacggccggggt ct ggt gctt cct ggct acaggt acct cg
aagggggagcccgt caacgcggcggacgcagcggecct cg
cagcagct ccaagcgggt gacaat ccgt acct gcggt at a
caggagcgt ct gcaagaagat acgt ctttt gggggcaacc
gccaaaaagcgggt t ct cgaacct ct gggcct ggt t gaat
ggaaagaagagaccggt agagccat caccccagcgct ctc
ggcaagagaggccagcagcccgcaaaaaagagact caatt
gagt cagt ccccgaccct caaccaat cggagaaccaccag
cct aat acaat ggct gcaggcggt ggcgcet ccaat ggcag
ggagt gggt agt t cct caggaaat t ggcatt gcgatt cca
at caccaccagcacccgcacct gggccct gcccacct aca
at ct ccaacgggacct cgggaggaagcaccaacgacaaca
ccctgggggtattttgacttcaacagattccact gccact
cgact cat caacaacaact ggggat t ccggcccaagaggc
at ccaagt caaggaggt cacgcagaat gaaggcaccagga

agcacgattcaggt ctttacggact cggaat accagct cc
caccagggct gcct gecct ccgt t cccggeggacgt cttca
ct gact ct gaacaat ggcagt caggct gt gggccggt cgt
tttccttctcaaat gct gagaacgggcaacaacttt gaat
gt gccctt ccacagcagcet acgcgcacagecagagect gg
at cgaccagt act t gt act acct gt cccggact caaagca
cagcagttgctattttctcaggccgggect aacaacat gt
ctacccggt ccct gect accggcagcaacgcegt ct ccacga
agcaactttgcct ggacgggt gccaccaagt at cat ct ga
aat cct ggcgt t gccat ggct acccacagggacgacgaag
ggagt ct t aat gt t t gggagacagggagct ggaagagaca
at gct aaccagcgaggaagaaat aaggaccaccaacccag
gt ggt ggccgat aacct gcaacagcaaaacgccgct ccta
caaggagcct t acct ggcat ggt gt ggcagaaccgggacg
t gggccaagat t cct cat acggacggcaact t t cat ccct
ggact gaagcat ccgcct cct cagat cct gat t aaaaaca
ccgaccacctt caat caggccaagct ggcttctttcatca
gt cagcgt ggagat cgagt gggagct gcagaaggagaaca
att cagt acact t ccaact act acaaat ct acaaat gt gg
ggt acttattccgagcct cgccccat t ggcacccgttacc

gacccttcaa
agcacgacag
at cacgccga
t cgggcgege
cgccggt t ag
cagact cctc
tt gggcagac
cagccccctc
acaat aacga
cat ggct ggg
acaaccacct
cctacttcgg
tttcaccacg
tcaacttcaa
ccat cgccaa
cgt acgt gct
tgattcctca
ccttctactg
tcagct acaa
accggct gat
cgggcggt ac
cggct caggce
cact gt cgca
at ggcagaga
agcgattttt
acgt ggact a
t ggccacaga
ttgtagggge
tgtacctgca
cgccgct gat
cacctgttcc
cgcagt acag
gcaaacgct g
actttgct gt
tcacccgt aa

cggact cgac
ggcct acgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggct cct
t acgggcat ¢
tggcgact ca
t ggt gt ggga
aggcgccgac
cgacagagt c
ctacaggcaa
ct acagcacc
t gact ggcag
gctcttcaac
taaccttacc
cggct cggeg
gt acgggt ac
cct ggagt ac
ctt cgaggac
gaaccctctc
t gcaggaact
caagaact gg
gaacaacaac
ctctctggtg
t ccat ccagce
t agcagcgt g
acagt acggc
cgt caat agt
gggt cccatc
gggaggct tt
cgcggat cct
t accggccag
gaacccagag
caat act gag
tctgtaa

La secuencia de aminoécido de capside VP1 variante RHM15-4 es como sigue (SEQ ID

1 nmadgyl pdw ednl segi rewwdl kpgap kpkanqqgrqgd ngrgl vl pgy ryl gpfngld
61 kgepvnaadaaal ehdraydqql gagdnpy | rynhadaef gerl gedtsf ggnl gravfq
121 akkrvl epl gl vespvrt apgkkr pvepsp qrspdsstgi
181 esvpdpqgpi geppaapsgvgpnt maaggga pnadnnegad gvgsssgnwh cdstw gdrv
241 ittstrtwal ptynnhl yrqgi sngt sggst ndntyfgyst pwgyfdfnrf hchfsprdwg
301 rlinnnwgfrpkrlnfklfnigvkevtgne gtrtiannlt stigvftdse yql pyvl gsa

gkr gggpakk

r1 nfgqt gds



361
421
481
541
601
661
721

60

hggcl ppf padvf m pqygyl t|1 nngsgav grssfycley fpsqmrtgn
vpf hssyahsqgsl drl mpl i dqyl yyl sr tqgstggtagt qqllfsgagp
I pgpcyrqgrvsttl sgnnnsnf awt gat k yhl ngrdsl v npgvanat hr
gvl nf gkggagr dnvdyssvmi t seeei rt tnpvat eqyg vvadnl qqgn
ggal pgmvwgnr dvyl gqgpi waki pht dgn f hpspl nggf gl khpppqi

pttfngarl asfitqystgqgvsvei ewel g kenskrwnpe i gyt snyyks

gtyseprpigtryltrn

nf ef synf ed
nnnesagaknw
ddeerff pss
aapi vgavns
i knt pvpadp
t nvdf avnte

[0195] La secuencia de &cido nucleico de capside VP1 variante RHM 15-4 es como sigue (SEQ ID
NO:15):

1 atggctgccgatggttatcttccagattggct cgaggaca acctctctga gggcattcgce
61 gagt ggt gggacct gaaacct ggagccccgaaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

[0196]

aacggccggggt ct ggt gctt cct gget acaggt acct cg
aagggggagcccgt caacgcggcggacgcagcggcecct cg
cagcagct ccaagcgggt gacaat ccgt acct gcggt at a
caggagcgt ct gcaagaagat acgt ctt t t gggggcaacc
gccaaaaagcgggtt ct cgaacct ct gggect ggt t gaat
ggaaagaagagaccggt agagccat caccccagcgct ctc
ggcaagagaggccagcagcccgcaaaaaagagact caatt
gagt cagt ccccgaccct caaccaat cggagaaccaccag
cct aat acaat ggct gcaggcggt ggcgct ccaat ggcag
ggagt gggt agt t cct caggaaat t ggcatt gcgatt cca
at caccaccagcacccgcacct gggccct gcccacct aca
at ct ccaacgggacct cgggaggaagcaccaacgacaaca
ccctgggggt attttgactt caacagattccact gccact
cgact cat caacaacaact ggggat t ccggcccaagaggc
at ccaagt caaggaggt cacgcagaat gaaggcaccagga

agcacgat t caggt ct t t acggact cggaat accagct cc
caccagggct gcct gcct ccgt t cccggeggacgtcttca
ct gact ct gaacaat ggcagt caggct gt gggccggt cgt
tttccttctcaaat gct gagaacgggcaacaact tt gaat
gt gccct t ccacagcaget acgcgcacagccagagcect gg
at cgaccagt act t gt act acct gt cccggact caaagca
cagcagttgctattttctcaggccgggcect aacaacat gt
ct acccggt ccct gct accggcagcaacgcegt ct ccacga
agcaactttgcct ggacgggt gccaccaagt at cat ct ga
aat cct ggcgt t gccat ggct acccacagggacgacgaag
ggagt ctt aat gt t t gggaaacagggagct ggaagagaca
at gct aaccagcgaggaagaaat aaggaccaccaacccag
gt ggt ggccgat aacct gcaacagcaaaacgccgct cct a
caaggagcct t acct ggcat ggt gt ggcagaaccgggacg
t gggccaagat t cct cat acggacggcaactttcat ccct
ggact gaagcat ccgcct cct cagat cct gat t aaaaaca
ccgaccacctt caat caggccaggcet ggcttctttcatca
gt cagcgt ggagat cgagt gggagct gcagaaggagaaca
att cagt acact t ccaact act acaaat ct acaaat gt gg
ggt act t att ccgagcct cgecccat t ggcacccgt t ace

gacccttcaa
agcacgacag
at cacgccga
t cgggcgege
cgccggt t ag
cagact cctc
tt gggcagac
cagccccctc
acaat aacga
cat ggct ggg
acaaccacct
cctacttcgg
tttcaccacg
tcaacttcaa
ccat cgccaa
cgt acgt gct
tgattcctca
ccttctactg
tcagct acaa
accggct gat
cgggcggt ac
cggct caggce
cact gt cgca
at ggcagaga
agcgattttt
acgt ggact a
t ggccacaga
tt gt agggge
tgtacctgca
cgccgct gat
cacctgttcc
cgcagt acag
gcaaacgct g
actttgct gt
tcacccgt aa

cggact cgac
ggcct acgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggct cct
t acgggcat ¢
t ggcgact ca
t ggt gt ggga
aggcgccgac
cgacagagt c
ct acaggcaa
ctacagcacc
t gact ggcag
gctcttcaac
taaccttacc
cggct cggeg
gt acgggt ac
cct ggagt ac
ctt cgaggac
gaaccctctc
t gcaggaact
caagaact gg
gaacaacaac
ctctctggtg
t ccat ccagc
tagcagcgt g
acagt acggc
cgt caat agt
gggt cccatc
gggaggcttt
cgcggat cct
t accggccag
gaacccagag
caat act gag
tctgtaa

La secuencia de aminoécido de capside VP1 variante RHM15-6 es como sigue (SEQ ID
NO:10):

1 maadgyl pdw ednl segi r ewdl kpgapkpkanqqr gdngr gl vl pgy ryl gpfngl d
61 kgepvnaadaaal ehdraydqqgl qagdnpyl rynhadaef ger| gedt sf ggnl gravf g



121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

61

akkr vl epl gl vespvrt apgkkr pvepspqgr spdsst gi gkkgqgpakk
esvpdpgpi geppaapsgvgpnt maagggaprmadnnegadgvgsssgnwh
ittstrtwal ptynnhl yrgi sngt sggst ndnt yf gyst pwgyf df nr f
r1i nnnwgf rpkrl nf Kkl fnigvkevtgnegtrtiannltstiqvftdse
hggcl ppf padvf m pqygyl t|1 nngsqavgr ssfycl eyf psqm rt gn
vpf hssyahsqsl drl mpl i dqyl yyl srtgst ggtagtgql | f sgagp
| pgpcyrgqgrvsttl sgnnnsnf awt gat kyhl ngr dsl vnpgvamat hr
gvl nf grqgagr dnvdyssvni t seeei rt t npvat eqygvvadnl gqgn
ggal pgmvwgnr dvyl ggpi waki pht dgnf hpspl nggf gl khpppaqi

pttfngarl asfitqgystggvsvei ewel gkenskrwnpei qyt snyyks

gtyseprpigtryltrnl

r1 nfgqt gds
cdstw gdrv
hchf spr dwg
yal pyvl gsa
nf ef synf ed
nnnesagaknw
ddeer ff pss
aapi vgavns
i knt pvpadp
t nvdf avnt e

[0197] La secuencia de &cido nucleico de capside VP1 variante RHM15-6 es como sigue (SEQ ID
NO:16):

1 atggctgccgatggttatcttccagattgget cgaggaca acctctctga gggcattcgce
61 gagt ggt gggacct gaaacct ggagccccgaaacccaaag ccaaccagca aaggcaggac

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

aacggccggggt ct ggt gct t cct gget acaggt acct cg
aagggggagcccgt caacgcggcggacgcagcggcecct cg
cagcagct ccaagcgggt gacaat ccgt acct gcggt at a
caggagcgt ct gcaagaagat acgt ctt t t gggggcaacc
gccaaaaagcgggtt ct cgaacct ct gggect ggt t gaat
ggaaagaagagaccggt agagccat caccccagegct ctc
ggcaagaaaggccagcagcccgcaaaaaagagact caatt
gagt cagt ccccgaccct caaccaat cggagaaccaccag
cct aat acaat ggct gcaggcggt ggcgcet ccaat ggcag
ggagt gggt agt t cct caggaaat t ggcat t gcgattcca
at caccaccagcacccgcacct gggccct gcccacct aca
at ct ccaacgggacct cgggaggaagcaccaacgacaaca
ccctgggggt attttgactt caacagattccact gccact
cgact cat caacaacaact ggggat t ccggcccaagaggce
at ccaagt caaggaggt cacgcagaat gaaggcaccagga

gacccttcaa
agcacgacag
at cacgccga
t cgggcgege
cgccggttag
cagactcctc
tt gggcagac
cagccccctc
acaat aacga
cat ggct ggg
acaaccacct
cctacttcgg
tttcaccacg
tcaacttcaa
ccat cgccaa

cggact cgac
ggcct acgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggct cct
t acgggcat c
t ggcgact ca
t ggt gt ggga
aggcgccgac
cgacagagt c
ct acaggcaa
ct acagcacc
t gact ggcag
gctcttcaac
taaccttacc

agcacgatt caggt ctttacggact cggaat accagct cc
caccagggct gcct gecct ccgtt cccggeggacgt cttca
ct gact ct gaacaat ggcagt caggct gt gggccggt cgt
tttccttctcaaat gct gagaacgggcaacaacttt gaat
gt gccctt ccacagcagcet acgcgcacagcecagagect gg
at cgaccagt act t gt act acct gt cccggact caaagca
cagcagttgctattttctcaggccgggect aacaacat gt
ct acccggt ccct gct accggcagcaacgcegt ct ccacga
agcaactttgcct ggacgggt gccaccaagt at cat ct ga
aat cct ggcgt t gccat ggct acccacagggacgacgaag
ggagt ct t aat gt t t gggagacagggagct ggaagagaca
at gct aaccagcgaggaagaaat aaggaccaccaacccag
gt ggt ggccgat aacct gcaacagcaaaacgccgct ccta
caaggagcctt acct ggcat ggt gt ggcagaaccgggacg
t gggccaagat t cct cat acggacggcaact t t cat ccct
ggact gaagcat ccgcct cct cagat cct gat t aaaaaca
ccgaccacctt caat caggccaggct ggcttctttcatca
gt cagcgt ggagat cgagt gggagct gcagaaggagaaca
att cagt acact t ccaact act acaaat ct acaaat gt gg
ggt acttattccgagcct cgccccat t ggcaccegttacc

Ejemplo 8

cgt acgt gct
tgattcctca
ccttctactg
t cagct acaa
accggct gat
cgggcggt ac
cggct caggce
cact gt cgca
at ggcagaga
agcgattttt
acgt ggact a
t ggccacaga
tt gt agggge
tgtacctgca
cgccgct gat
cacctgttcc
cgcagt acag
gcaaacgct g
actttgct gt
tcacccgt aa

cggctcggeg
gt acgggt ac
cct ggagt ac
ctt cgaggac
gaaccctctc
t gcaggaact
caagaact gg
gaacaacaac
ctctctggtg
t ccat ccagc
t agcagcgt g
acagt acggc
cgt caat agt
gggt cccatc
gggaggct tt
cgcggat cct
t accggccag
gaacccagag
caat act gag
tctgtaa
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Este gemplo incluye una descripcion de estudios de expresiéon del factor humano 1X usando las
variantes de capside Rh74 en comparacién con Rh74 y AAVS.

[0198] En resumen, se utilizaron variantes de capside Rh74 para empaguetar un vector de expresion
AAYV de factor humano IX, las particulas de AAV se usaron para infectar ratones, y los niveles de
expresion del factor 1X se determinaron en los animals (plasma). Las variantes de capside tenian las
siguientes sustituciones de aminoécidos en | as posiciones indicadas:

Tabla4d

RHM4 1 G195A-L199V- S201P-G202N

RHM15_ 1 G195A-L199V-S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/169/547)R
RHM15 2 G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/169)R
RHM15 3 G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/547)R
RHM15 4 G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/668)R
RHM15 5 G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/547/163)R
RHM15 6 G195A-L199V- S201P-G202N K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/547/688)R

[0199] La Figura 5 muestra los niveles de expresion del factor 1X humano de plasma en los
animales tratados después de 2 semanas. Como se ilustra, € vector de expresion AAV del factor
humano IX encapsidado por la variante de capside RHM4-1 proporciond €l nivel mas dto de
expresion, y fue sustancialmente mayor que la expresion producida por € vector de expresion AAV
del factor humano IX encapsidado por Rh74, y el vector de expresion AAV dd factor humano IX
encapsidado por AAVS8.

Ejemplo 9

Este gemplo incluye una descripcion de datos que muestran que € vector RHM4-1 variante
AAVrh74 que expresa el factor humano 1X (FIX) bajo e control de un promotor especifico de
higado administrado a macacos cynomolgus conlleva a cantidades de produccion de FIX en
animales, y a niveles superiores que el vector AAV8 administrado en la misma cantidad.

[0200] Los monos cynomolgus fueron previamente evaluados para neutralizar los anticuerpos de
AAV, y animales con titulos de tratamiento previo de <1:1 fueron seleccionados para asegurar que la
transduccion se realizo correctamente.  Los monos fueron infundidos con cualquiera de |os vectores
RHM4-1 variante AAV8 0 AAV-Rh74 que expresan un transgén del factor IX humano a una dosis
de 3x10% vg / kg. Los niveles de plasma del producto transgénico FIX humano (proteina) en los
primates no humanos se determinaron mediante ELISA semana mente durante toda la duracion del
estudio y seilustran en laFigura 6.

[0201] Uno de los animales que recibieron AAV-RHM4-1-FIX desarroll6é un inhibidor contra e

producto transgénico del factor X humano, que es un fenémeno bien documentado que se produce
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en aproximadamente el 20% de los macacos tratados con un vector de FIX humano debido a
pequefias diferencias de aminoécidos entre las proteinas humanas y de macacos. La pérdida de la
expresion en un animal tratado con RHM4-1 se debid al desarrollo de una respuesta de anticuerpos
contra € transgén humano. El segundo animal tratado con RHMA4-1 expresd niveles FIX de

alrededor de 2 veces mayor en comparacion con |os macacos tratados con AAV 8.
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REIVINDICACIONES:

1.  Una secuencia de cgpside AAV, donde la secuencia tiene una sustitucion de aminoacido en
cualquiera de las posiciones de aminoacido 195, 199, 201 o 202, de la secuencia de capside RH74
VP1 (SEQ ID NO:1), o una sustitucion de aminoécido de una arginina para una lisina en la
secuenciade capside RH74 VP1 (SEQ ID NO:1).

2. Lasecuenciade capside AAV de lareivindicacion 1, donde los residuos corresponden con un
aminoacido A, V, P o N en cualquiera de las posiciones de aminoacido 195, 199, 201 o 202 de la
secuenciade cdpside RH74 VP1 (SEQ ID NO:1).

3. Lasecuenciade cipside AAV de lareivindicacion 1, donde la secuenciatiene un residuo A en
la posicion de aminoéacido 195; un residuo V en las posiciones de aminoécido 199, un residuo P en la
posicion de aminoacido 201, o un residuo N en la posicion de aminoécido 202 de la secuencia de
cépside RH74 VP1 (SEQ ID NO:1).

4. La secuencia de cépside AAV de la reivindicacion 1, donde la secuencia tiene dos de un
residuo A en la posicion de aminoacido 195; un residuo V, en las posiciones de aminoacido 199, un
residuo P en la posicion del aminoacido 201, o un residuo N en la posicién de aminoécido 202 de la
secuenciade cipside VP1 RH74 (SEQ ID NO: 1).

5. Lasecuencia de capside AAV de lareivindicacion 1, donde la secuencia tiene cualquiera de
tres de un residuo A en la posicion de aminoédcido 195; un residuo V en las posiciones de
aminoécido 199, un residuo P en la posicion de aminoécido 201, o un residuo N en la posicién de
aminoacido 202 de la secuencia de capside RH74 VP1 (SEQ ID NO:1).

6. Lasecuenciade cdpside AAV delareivindicacion 1, donde la secuenciatiene un residuo A en
la posicién de aminoacido 195; un residuo V en las posiciones de aminoécido 199, unresiduo Pen la
posicion de aminoacido 201, y un residuo N en la posicion de aminoécido position 202 de la
secuenciade cpside RH74 VP1 (SEQ ID NO:1).

7. Una particula recombinante de AAV, la cual comprende la secuencia de capside AAV de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6),
RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID NO:9) o
RHM15-6 (SEQ ID NO:10).

8. Una particula recombinante de AAV la cual comprende la secuencia de capside AAV de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6),
RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID NO:9) o
RHM15-6 (SEQ ID NO:10), donde la particula encapsida un genoma de vector.
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9. Una particula recombinante de AAV la cual comprende la secuencia de cdpside AAV de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 0 RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6),
RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID NO:9) o
RHM15-6 (SEQ ID NO:10), donde la particula encapsida un genoma de vector AAV.

10. La particula recombinante de AAV de las reivindicaciones 8 o 9, donde e genoma de vector

AAV comprende una secuencia de polinuclettido heterdlogo.

11. Un método para suministrar o transferir una secuencia de polinucledtido heter6logo en un
mamifero o una célula de un mamifero, el cual comprende administrar una particula recombinante
de AAV la cua comprende un genoma de vector recombinante que comprende una secuencia de
polinucledtido heter6logo a dicho mamifero o a una célula de dicho mamifero, suministrando o
transfiriendo de este modo la secuencia de polinucledtido heterélogo en el mamifero o la célula del
mamifero.

12. El método de la reivindicacién 11, donde la particula recombinante de AAV comprende una
secuencia de cipside AAV de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 0 RHM4-1 (SEQ ID NO:5),
RHM15-1 (SEQ ID NO:6), RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8),
RHM15-4 (SEQ ID NO:9) o RHM15-6 (SEQ ID NO:10), o una particula recombinante AAV de

cualquieradelasreivindicaciones 7 a 10.

13. El método de las reivindicaciones 11 o 12, donde la secuencia de polinucledtido heterdlogo
esta operativamente enlazada con un elemento de control de expresion que confiere transcripcion de

dicha secuencia de polinucledtido heterdlogo.

14. Un método de tratamiento de un mamifero deficiente en la expresion o funcién de la proteina,
gue comprende: (a) proporcionar una particula recombinante de AAV que comprende un genoma de
vector recombinante que comprende una secuencia de polinucletdtido heterélogo que codifica un
polipéptido que puede corregir para la expresion o funcion de la proteina deficiente, donde la
secuencia de polinucledtido heterélogo estd operativamente enlazada con un elemento de control de
expresion que confiere la transcripcion de dicha secuencia de polinucleétido heterélogo; y (b)
administrar una cantidad de la particula recombinante de AAV a mamifero donde dicho polipéptido

se expresa en e mamifero.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende una secuencia VP1 que tiene 90% o mas de identidad de
secuencia

MAADGY LPDWLEDNL SEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDNGRGLVLPGYKY LGPFNGL
DKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLQAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAV
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FOAKKRVLEPLGLVESPVKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKK GQQPAKKRLNFGQTGDS
ESVPDPQPIGEPPAGPSGL GSGTMAAGGGAPMADNNEGADGV GSSSGNWHCDSTWLGDRV
ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGY STPWGY FDFNRFHCHFSPRDWOQR
LINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEY QLPYVLGSAHQG
CLPPFPADVFMIPQY GYLTLNNGSQAVGRSSFY CLEY FPSOQMLRTGNNFEFSY NFEDVPFHS
SYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPNNMSAQAKNWLPGPC
YRQOQRVSTTLSONNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVYNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVLMF
GKQGAGKDNVDY SSVMLTSEEEIKTTNPVATEQY GVVADNLQQQNAAPIVGAVNSQGALP
GMVWQNRDVY LQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQ
AKLASFITQY STGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGTY SEPRP
IGTRYLTRNL, o 1-50 sustituciones de aminoécido, supresiones o adiciones a los mismos,
una secuencia VP2 que tiene 90% o0 mas de identidad de secuencia con:
TAPGKKRPVEPSPQRSPDSST GIGKK GQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAGPSGL G
SGTMAAGGGAPMADNNEGADGYVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYK
QISNGTSGGSTNDNTY FGY STPWGY FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNI
QVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEY QLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTL
NNGSQAVGRSSFY CLEY FPSQOMLRTGNNFEFSY NFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQY L
YYLSRTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPNNMSAQAKNWLPGPCY RQQRV STTLSQNNNSNFAW
TGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVLMFGKQGAGKDNVDY SSVMLTS
EEEIKTTNPVATEQY GVVADNLQQQNAAPIVGAVNSQGALPGMVWQNRDVYLQGPIWAKI
PHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQAKLASFITQY STGQV SVEIEW
ELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGTY SEPRPIGTRYLTRNL, o] 1-50
sustituciones de aminoacido, supresiones o adiciones a los mismos; y/o una secuencia V P3 que tiene
90% 0 méas identidad de secuencia con:
MAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQIS
NGTSGGSTNDNTY FGY STPWGY FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQV
KEVTONEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEY QLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMIPQYGYLTLNN
GSQAVGRSSFY CLEY FPSOMLRTGNNFEFSY NFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYY
LSRTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPNNMSAQAKNWLPGPCY RQQRVSTTLSQNNNSNFAWTG
ATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVYLMFGKQGAGKDNVDY SSVMLTSEE
EIKTTNPVATEQY GVVADNLQQOQNAAPIVGAVNSQGALPGMVWQNRDVY LQGPIWAKIPH
TDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPYPADPPTTENQAKLASFITQY STGQV SVEIEWEL
QKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGTY SEPRPIGTRYLTRNL, 0 1-50 sustituciones

de aminoécido, supresiones o adiciones alos mismos.

16. El método de la reivindicacién 15, donde dicha particula recombinante de AAV comprende

una sustitucion de aminoécido en cualquiera de las posiciones de aminoécido 195, 199, 201 o 202,
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de la secuencia de cdpside VP1 (SEQ ID NO: 1), o una sustitucion de aminoacido de una arginina
por unalisina en la secuencia de cipside RH74 VP1 (SEQ ID NO: 1).

17. El método de lareivindicacion 16, donde los residuos corresponden con un aminoécido A, V,
P o N en cuaquiera de las posiciones de aminoacido 195, 199, 201 o 202 de la secuencia de cpside
VPL.

18. El método de lareivindicacion 15, donde la secuencia de cdpside VP1 tiene un residuo A en la
posicion de aminoécido 195; un residuo V en las posiciones de aminoacido 199, un residuo P en la

posicién de aminoéacido 201, o un residuo N en la posicién de aminoécido 202.

19. El método de la reivindicacion 15, donde la secuencia de capside VP tiene cualquiera de dos
de un residuo A en posicién de aminoécido 195; un residuo V en posiciones de aminoacido 199, un

residuo P en la posicion de aminoécido 201, o un residuo N en posicién de aminoécido 202.

20. El método de lareivindicacion 15, donde la secuencia de cdpside VP1 tiene cualquiera de tres
de un residuo A en la posicién de aminoacido 195; un residuo V en posiciones de aminoacido 199,

un residuo P en la posicion de aminoacido 201, o un residuo N en la posicion de aminoacido 202.

21. El método de lareivindicacion 15, donde la secuencia de cipside VPL tiene un residuo A en la
posicion de aminoécido 195; un residuo V en posiciones de aminoacido 199, un residuo P en la

posicién de aminoéacido 201, y un residuo N en la posicién de aminoécido 202.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende un AAV con una secuencia VP1, VP2, o VP3 que tiene 95% o

mas de identidad con una més secuencias VP1, VP2, o VP3 establecidas en la Figura 3.

23. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende una secuencia VP1, VP2, o VP3 que tiene 96% 0 mas de

identidad con una o mas secuencias VP1, VP2, o VP3 establecidas en la Figura 3.

24. El método de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende una secuencia VP1, VP2, o VP3 que tiene 97% 0 més de

identidad con una o mas secuencias VP1, VP2, o VP3 establecidas en la Figura 3.

25. El método de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende una secuencia VP1, VP2, o VP3 que tiene 98% 0 mas de

identidad con una o mas secuencias VP1, VP2, o VP3 establecidas en la Figura 3.
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26. El método de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende una secuencia VP1, VP2, o VP3 que tiene 99% 0 mas de

identidad con una o mas secuencias VP1, VP2, o VP3 establecidas en la Figura 3.

27. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende una secuencia VP1, VP2, o VP3 que tiene 99.5% o0 més de

identidad con una o mas secuencias VP1, VP2, o VP3 establecidas en la Figura 3.

28. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha particula
recombinante de AAV comprende una secuencia VP, VP2, o VP3 de AAV-Rh74 establecida en la
Figura 3, un vector AAV relacionado con AAV-Rh74 o AAV-Rh74, o RHM4-1 (SEQ ID NO:5),
RHM15-1 (SEQ ID NO:6), RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8),
RHM15-4 (SEQ ID NO:9) o RHM15-6 (SEQ ID NO:10).

29. El método de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha secuencia de
polinucledtido heterélogo, o dicha proteina, se expresa a niveles que tienen un efecto terapéutico en

el mamifero.

30. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicho vector de virus
adeno-asociado (AAV) ha aumentado € tropismo para los hepatocitos en comparacion con los
seratipos Rh74, AAV2 0 AAVS.

31. El método de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde dicha secuencia de
polinucledtido heterélogo o dicha proteina se expresa en una célula, tejido u 6rgano de dicho

mamifero.
32. El método delareivindicacién 31, donde la célula comprende una célula secretora.
33. El método de lareivindicacion 31, donde la célula comprende una célula endocrina.

34. El método delareivindicacion 31, donde la célula comprende un hepatocito, una célula neural,
una célula glial, una célula de retina, una célula epitelial, una cdula de pulmén o una célula madre

totipotente, pluripotente o multipotente.

35. El méodo de la reivindicacién 31, donde €l tejido u érgano de dicho mamifero comprende

higado, cerebro, sistema nervioso central, médula espinal, 0jo, retina o pulmon.

36. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde el mamifero produce una

cantidad insuficiente de una proteina, o una proteina defectuosa o aberrante.
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37. El método delareivindicacion 36, donde la proteina comprende CFTR (proteina reguladora de
latransmembrana de la fibrosis quistica), un factor de coagulacién de la sangre (coagulacién) Factor
(Factor XIII, Factor I1X, Factor X, Factor VIII, Factor Vlla, la proteina C, etc.) una ganancia del
factor funcién de coagulacion de la sangre, un anticuerpo, una proteina 65 kDa especific a de epitelio
del pigmento de laretina (RPE6G5), |a eritropoyetina, €l receptor de LDL, lipoproteina lipasa, ornitina
transcarbamilasa, 3-globina, a-globina, espectring, a-antitripsina, adenosina desaminasa (ADA ), un
transportador de metal (ATP7A o ATP7), sulfamidasa, una enzima implicada en la enfermedad de
amacenamiento lisosomal (ARSA), hipoxantina guanina fosforribosil transferasa, [3-25
glucocerebrosidasa, esfingomidlinasa, hexosaminidasa lisosdbmica, ceto acido deshidrogenasa de
cadena ramificada, una hormona, una factor de crecimiento, factor de crecimiento similar ainsulina
1 o 2, factor de crecimiento derivado de plaguetas, factor de crecimiento epidérmico, factor de
crecimiento nervioso, factor neurotréfico -3 y -4, factor neurotréfico derivado del cerebro, factor de
crecimiento derivado de la glia, factor a 'y 3 del de crecimiento de transformacion, una citogquina, a-
interferén, R-interferdn, interferdn-y, interleucina-2, interleucina-4, interleucina 12, factor
estimulante de colonias de granulocito-macrofago, linfotoxina, un producto de gen suicida, timidina
quinasa del virus del herpes simplex, citosina desaminasa, toxina de la difteria, citocromo P450,
desoxicitidina quinasa, factor de necrosis tumoral, una proteina de resistencia a los medicamentos,
una proteina supresora de tumores (por gemplo, p53, Rb, Wt-1, NF1, Von Hippel-Lindau (VHL),
poliposis adenomatosa coli (APC)), un péptido con propiedades inmunomoduladoras, un péptido
tolerogénico o inmundgeno o proteina Tregitope o0 hCDRL, insulina, glucoquinasa, guanilato ciclasa
2D (LCA-GUCY2D), proteina Rab escolta 1 (Choroideremia), LCA 5 (LCA-Lebercilin),
aminotransferasa cetoécido ornitina (Girate Atrophy), Retinoschisin 1 (Retinosquisis ligado a X),
USH1C (Sindrome de Usher 1C), GTPase retinitis pigmentosa ligada a X (XLRP), MERTK (formas
AR de RP: retinitis pigmentosa), DFNB1 (conexina 26 sordera), ACHM 2, 3y 4 (Acromatopsia),
PKD-1 o PKD-2 (enfermedad renal poliquistica), TPP1, CLN2, un producto génico implicado en
enfermedades de almacenamiento lisosomal (por gjemplo, sulfatasas, N-acetilglucosamina-1-fosfato
transferasa, catepsina A , GM2-AP, NPC1, VPC2, una proteina activadora de esfingolipidos, o unao
mas nucleasas de dedos de zinc para la edicion de genoma, 0 secuencias donantes usadas como

plantillas de reparacion paralaedicion del genoma.

38. El méodo de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde la secuencia de

polinucledtido heterdlogo comprende un gen que codifica un polipéptido, un péptido o una proteina.

39. El método de la reivindicacion 38, donde € gen comprende o codifica CFTR (proteina
reguladora de transmembrana de la fibrosis cistica), un factor de coagulacion de la sangre
(coagulacion) (Factor XIII, Factor I1X, Factor X, Factor VIII, Factor Vlla, proteina C, etc.)
incluyendo la ganancia de funcidn de factores de coagulacion de la sangre, un anticuerpo, proteina
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de 65 kDa especifica epitdio pigmentario de la retina (RPE65), eritropoyetina, receptor LDL,
lipoproteina lipasa, ornitina transcarbamilasa, R3-globina, a-globina, espectring, a-antitripsing,
adenosina desaminasa (ADA), un transportador de metal (ATP7A o ATP7), sulfamidasa, una enzima
implicada en la enfermedad de amacenamiento lisosoma (ARSA), hipoxantina guanina
fosforribosil transferasa, 3-25 glucocerebrosidasa, esfingomielinasa, hexosaminidasa lisosdémica,
ceto &cido deshidrogenasa de cadena ramificada, una hormona, un factor de crecimiento, factor de
crecimiento similar a la insulina 1 o 2, factor de crecimiento derivado de plaguetas, factor de
crecimiento epidérmico, factor de crecimiento nervioso, factor neurotréfico -3 y -4, factor
neurotréfico derivado del cerebro, factor de crecimiento derivado de la glia, factor de crecimiento
transformante a y 3, una citoquina, a-interferén, R-interferdn, interferon-y, interleucina2,
interleucina-4, interleucina 12, factor de estimulacién de colonia de granulocitos-macrofago,
linfotoxina, un producto de gen suicida, virus herpes simplex timidina quinasa, citosina desaminasa,
toxina de la difteria, citocromo P450, desoxicitidina quinasa, factor de necrosis tumoral, una proteina
de resistencia a los medicamentos, una proteina supresora de tumores (por gjemplo, p53, Rb, Wt-1,
NF1, Von Hippel-Lindau (VHL), poliposis adenomatosa coli (APC)), un péptido con propiedades
inmunomoduladoras, un tolerégeno o péptido inmunogénico o proteina Tregitope o hCDR1,
insulina, glucogquinasa, guanilato ciclasa 2D (LCA-GUCY2D), proteina Rab escolta 1
(Choroideremia), LCA 5 (LCA-Lebercilin), aminotransferasa cetoécido ornitina (Gyrate Atrophy),
Retinoschisin 1 (Retinosquisis ligado a X), USH1C (Sindrome de Usher 1C), retinitis pigmentosa
ligada a X GTPase (XLRP), MERTK (formas AR de RP: retinitis pigmentosa), DFNB1 (conexina
26 sordera), ACHM 2, 3y 4 (Acromatopsia), PKD-1 o PKD-2 (enfermedad rena poliquistica),
TPP1, CLN2, producto del gen implicado en enfermedades de almacenamiento lisosoma (por
giemplo, sulfatasas, N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa, catepsina A, GM2-AP, NPC1, VPC2,
proteinas activadoras de esfingolipidos, 0 una 0 mas nucleasas de dedos de zinc para la edicién de

genoma, o de secuencias donantes usadas como plantillas de reparacién parala edicién del genoma.

40. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde la secuencia de

polinucledtido heterdlogo comprende un &cido nucleico inhibidor.

41. El méodo de la reivindicacién 40, donde e &cido nucleico inhibidor comprende micro-ARN
(miARN), SsARN, shARN, ARN trans-empalme, ARN antisentido o ARN formador de triplex.

42. El método de la reivindicacion 40, donde € &cido nucleico inhibidor se une con un gen
patogénico, una transcripcion de un gen patogénico, o una transcripcion de genes asociada con una
enfermedad de repeticion de nucledtido, gen huntingtina (HTT), un gen asociado con la atrofia
dentatorubropallidoluysian (atrofina 1, ATN1), receptor de andrégenos en € cromosoma X en la

atrofia muscular espinobulbar, la Ataxina humana-1, -2, -3, y -7, Ca,21 P/ Q canal de cacio
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dependiente de latensién esté codificada por € (CACNA1A), proteinaque une TATA, Ataxina 8 de
hebra opuesta, también conocida como ATXNB8OS, fosfatasa de proteina serina/ treonina 2A 55 kDa
subunidad reguladora B beta isoforma en la ataxia espinocerebelosa (tipo 1, 2, 3, 6, 7, 8, 12 17),
FMRL1 (retraso mental fragil X 1) en & sindrome X fragil, FMRL1 (retraso mental fragil X 1) en €
sindrome de temblor / ataxia X-asociado fragil, FMR1 (retraso mental fragil X 2) o AF4 / FMR2
miembro familiar en retraso mental frégil XE 2; Miotonina-proteina quinasa (MT-PK) en la distrofia
miotdnica; frataxina en la ataxia de Friedreich; un mutante del gen de superdxido dismutasa 1
(SOD1) en laesclerosis lateral amiotréfica; un gen implicado en la patogénesis de la enfermedad de
Parkinson y / o la enfermedad de Alzheimer; apolipoproteina B (APOB) y convertasa subtilisina
proproteina / Kexin tipo 9 (PCSK9), hipercoloesterolemia; VIH Tat, transactivador del virus de la
inmunodeficiencia humana de la transcripcién de genes, en lainfeccion por d VIH; VIH TAR, VIH
TAR, el gen del elemento de respuesta del transactivador del virus de inmunaodeficiencia humana, en
lainfeccién por € VIH; C-C del receptor de quimiocinas (CCR5) en lainfeccion por € VIH; Virus
del sarcoma de Rous (RSV) proteina de la nucleocapside en la infeccion por VRS, microARN
especifico de higado (miR-122) en lainfeccién por €l virus de la hepatitis C; p53, lesion renal aguda
o funcion retardada del injerto trasplante de rifién o insuficiencia renal insuficiencia rena aguda;
proteina quinasa N3 (PKN3) en malignidades recurrente adelantado o tumores malignos solidos;
LMP2, LMP2 también conocido como la subunidad proteasoma tipo beta 9 (PSMB 9), e melanoma
metastésico; LMP7, también conocido como la subunidad del proteasoma de tipo beta 8 (PSMB 8),
melanoma metastasico; MECL1 también conocido como la subunidad proteasoma tipo beta 10
(PSMB 10), d melanoma metastasico; factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en los
tumores solidos; proteina del husillo kinesina en tumores solidos, supresor de la apoptosis de las
células B de CLL / linfoma (BCL-2) en la leucemia mieloide crénica; ribonuclebtido reductasa M2
(RRM2) en tumores solidos; furina en los tumores solidos; quinasa 1 similar a polo (PLK1) en
tumores hepaticos, diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1) en la infeccién por hepatitis C, beta-
catenina en la poliposis adenomatosa familiar; receptor adrenérgico beta 2, glaucoma; RTP801 /
Reddl también conocida como proteina 4 de transcripcion de dafio inducible DAN, en € edema
macular diabético (DME) o degeneracién macular relacionada con la edad; receptor de factor de
crecimiento vascular endotelial | (VEGFR1) en la degeneracién macular relacionada con la edad o
neivascularization coroidea, caspasa 2 en la neuropatia Optica isquémica no arteritica; queratina 6A
N17K proteina mutante en paquioniquia congénita; genoma del virus de la gripe A / secuencias de
genes en la infeccién por influenza; sindrome respiratorio agudo severo (SARS) del genoma del
coronavirus / secuencias de genes en lainfeccion por SARS; genomadel virus sincicial respiratorio /
secuencias genes en la infeccion por e virus sincitia respiratorio; genoma de ébola filovirus /
secuencia de genes en lainfeccion por ébola; genoma del virus de la hepatitis B y C / secuencias de

genes en la infeccién por hepatitis B y C; genoma del virus del herpes smplex (HSV) / secuencias
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de genes en la infeccion por HSV, genoma del virus Coxsackie B3 / secuencias de genes en la
infeccion por virus coxsackie B3; silenciamiento de un alelo patdégeno de un gen (silenciamiento
especifico de aelo) como torsina A (TOR1A) en la distonia primaria, clase | y pan y HLA-adelo
especifico en € trasplante; o gen de la rodopsina mutante (RHO) en la retinitis pigmentosa

autosomi ca dominantemente heredado (adRP).

43. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde € mamifero tiene una
enfermedad pulmonar (por gemplo, fibrosis cistica), un trastorno de coagulacion (por ejemplo,
hemofilia A or hemofiliaB con o sin inhibidores), talasemia, un trastorno de la sangre (por gjemplo,
anemia), enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis
lateral amiotréfica (ALS), epilepsia, enfermedades de amacenamiento lisosomal, trastornos
acumulacion de cobre o de hierro (por gemplo, enfermedad de Wilson o Menkes) deficiencia de
lipasa acida lisosomal, un trastorno neuroldgico o neurodegenerativo, cancer, diabetes tipo 1 o tipo
2, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Hurler, deficiencia de adenosina deaminasa, un defecto
metabdlico (por gemplo, enfermedades de almacenamiento de glucdgeno), una enfermedad
degenerativa de la retina (como RPE6G5 deficiente, coroideremia, y otras enfermedades del 0jo), una
enfermedad de 6rganos sdlidos (por ejemplo, cerebro, higado, rifién, corazdn), o un virus infeccioso

(por giemplo, hepatitisB y C, VIH, etc.), enfermedad bacteriana o fungica.

44. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde €l elemento de control de

expresion comprende un elemento de control constitutivo o regulable.

45. El método de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde € elemento de control de

expresion comprende un elemento o promotor de control de la expresion especificade tejido.

46. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde e vector AAV se
suministra de manera intravenosa, intraarterial, intramuscular, subcutdnea, oral, mediante

incubacion, via catéter, dérmica, intra-craneal, viainhalacion, intra-cavidad, o0 mucosa
47. El método de cualquiera de lasreivindicaciones 11, 12 o 14, donde €l mamifero es humano.

48. El método de cualquiera de lasreivindicaciones 11, 12 o 14, donde el mamifero es seropositivo
paraun serotipo AAV diferente de AAV-Rh74.

49. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 143, donde e mamifero es
seropositivo para un serotipo AAV AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAV6, AAV7, AAVS,
AAV9, AAV10 0 AAV1L
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50. El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde el mamifero es

seronegativo o seropositivo para AAV-Rh74.

51. El méodo de cuaquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, € cua comprende ademas

administrar una cdpside vaciaAAV.

52. El méodo de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, € cua comprende ademés
administrar cgpside vacia AAV-Rh74 o capside vacia que comprende una secuencia de cdpside
AAV de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID
NO:6), RHM15-2 (SEQ ID NO:7), RHM15-3/RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID
NO:9) o RHM15-6 (SEQ ID NO:10).

53. El método de lareivindicacion 52, donde la secuencia VP1, VP2 o VP3 tiene 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 9, 0 10, sustituciones de aminoacido conservadoras, no conservadoras, o conservadoras y no
conservadoras.

54, El método de cualquiera de las reivindicaciones 11, 12 o 14, donde la particula de AAV

comprende una composi cion farmacéutica.

55. El méodo de lareivindicacion 54, donde la composicidn farmacéutica comprende una cipside
vaciaAAV.

56. El método de lareivindicacion 54, donde la composicién farmacéutica comprende una capside
vacia AAV-Rh74 o una capside vacia que comprende una secuencia de capside AAV de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6 0 RHM4-1 (SEQ ID NO:5), RHM15-1 (SEQ ID NO:6), RHM15-2
(SEQ ID NO:7), RHM15-3/(RHM15-5 (SEQ ID NO:8), RHM15-4 (SEQ ID NO:9) o RHM15-6
(SEQ ID NO:10).
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> The Children's Hospital of Philadelphia
YAZICIOGLU, MUSTAFA
HIGH, KATHERINE
ANGUELA, XAVIER

<120> Variante AAV y Composiciones, Métodos y Usos para Transferencia de Gen
aCédulas, Organosy Tejidos

<130> 074659-0433285

<150> 61/857161
<151> 2013-07-22

<150> 61/985365
<151> 2014-04-28

<160> 16

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 1

Met AlaAlaAsp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

GluGly lleArg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly AlaPro Lys Pro
20 25 30

LysAlaAsn GIn GInLysGIn Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60
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Va Asn AlaAlaAsp AlaAlaAlaLeu GluHisAsp LysAlaTyr Asp
65 70 75 80

Gln GIn Leu GIn AlaGly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn HisAla
85 90 95

Asp AlaGlu Phe GIn Glu Arg Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg AlaVa Phe GIn AlaLysLysArg Va Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly LeuVal Glu Ser ProVa LysThr AlaPro Gly LysLys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle
145 150 155 160

Gly LysLysGly GIn GIn Pro AlaLysLys Arg Leu Asn Phe Gly GIn
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro AlaGly Pro Ser Gly Leu Gly Ser Gly Thr Met AlaAlaGly Gly
195 200 205

Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly AlaAsp Gly Va Gly Ser
210 215 220

Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val
225 230 235 240

lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro Thr Tyr Asn Asn His
245 250 255
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LeuTyr LysGInlle Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp
260 265 270

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn
275 280 285

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn
290 295 300

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe LysLeu Phe Asn
305 310 315 320

lleGInVal LysGluVa Thr GIn Asn Glu Gly Thr Lys Thr lle Ala
325 330 335

AsnAsnLeuThr Ser Thr lle Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr GIn
340 345 350

Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe
355 360 365

Pro AlaAsp Va Phe Met lle Pro GIn Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn
370 375 380

Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr
385 390 395 400

Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr
405 410 415

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser
420 425 430
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LeuAsp ArgLeuMet AsnPro Leu lle Asp GIn Tyr Leu Tyr Tyr Leu
435 440 445

Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu
450 455 460

Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser AlaGIn AlaLysAsn Trp
465 470 475 480

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln GIn Arg Va Ser Thr Thr Leu Ser
485 490 495

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly AlaThr Lys Tyr His
500 505 510

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly Val AlaMet AlaThr
515 520 525

HisLys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met
530 535 540

Phe Gly LysGIn Gly AlaGly LysAsp AsnVa Asp Tyr Ser Ser vd
545 550 555 560

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lleLys Thr Thr Asn Pro Va AlaThr
565 570 575

GluGIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn Leu GIn GIn GIn Asn AlaAla
580 585 590

ProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly AlaLeu Pro Gly Met Va
595 600 605

TrpGlIn Asn Arg AspVal Tyr Leu GIn Gly Prolle Trp AlaLyslle
610 615 620
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Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe
625 630 635 640

Gly Leu LysHisProProProGInlleLeu lleLysAsn Thr Pro Va
645 650 655

Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln AlaLys Leu Ala Ser Phe
660 665 670

lle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Va Glu lle Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn LysGlu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu lle GIn Tyr Thr
690 695 700

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe AlaVal Asn Thr Glu
705 710 715 720

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu

<210> 2

<211> 2217

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<400> 2
atggctgecg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctetctga gggeattcge . 60

gagtggtggg acctgaaace tggageeceg asacccaaag ccaaccagca asagcaggac 120

aacggccggg gtetggtget tectggetac aagtaccteg gacecttcaa cggactcgac 180
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aagggggage ccgtcaacge ggcggacgca geggeccteg agcacgacaa ggectacgac 240
cagcagctcce aagcgggtga caatcegtac ctgeggtata atcacgecga cgeegagttt 300
caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggegegc agtcttccag 360
gccaaaaagc gggttctcga acctetgggc ctggttgaat cgecggttaa gacggetect 420
ggaaagaaga gaccggtaga gecatcacce cagcegctcete cagactecte tacgggeatc 480
ggcaagaaag gccagcagee cgcasaaaag agactcaatt ttgggcagac tggegactca 540
gagtcagtce ccgaccetca accaatcgga gaaccaccag caggecccte tggtctggga 600
tctggtacaa tggctgcagg cggtggegct ccaatggcag acaataacga aggegecgac 660
ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggetggg cgacagagtc 720
atcaccacca gcaccegeac ctgggeectg cccacctaca acaaccacct ctacaagcaa 780
atctccaacg ggacctcggg aggaageacc aacgacaaca cctacttegg ctacagcacc 840
ccectgggagt attttgactt caacagattc cactgecact tttcaccacg tgactggcag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa getcttcaac 960
atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccaaga ccatcgcecaa taaccttacc 1020
agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggeg 1080
caccagggct gcctgcctcc gttceceggeg gacgtcttca tgattectca gtacgggtac 1140
ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtegt ccttctactg cctggagtac 1200
tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac 1260
gtgcccttce acagcagcta cgegcacage cagagectgg accggctgat gaaccctctc 1320
atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggeggtac tgcaggaact 1380
cagcagttgc tattttctca ggccgggect aacaacatgt cggctcaggce caagaactgg 1440
ctacccggtc cctgcetaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac 1500

agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctetctggtg 1560
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aatcctggceg ttgecatggce tacccacaag gacgacgaag agcgattttt tccatccage 1620
ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaaaagaca acgtggactatagcagcgtg 1680
atgctaacca gcgaggaaga aatasagacc accaacccag tggccacaga acagtacgge 1740
gtggtggceceg ataacctgca acagcaaaac gecgctecta ttgtaggggc cgtcaatagt 1800
caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc 1860
tgggccaaga ttectcatac ggacggcaac tttcatcect cgecgetgat gggaggcettt 1920
ggactgaagc atccgcctec tcagatcctg attaaaaaca cacctgttce cgeggatcct 1980
ccgaccacct tcaatcaggce caagctggct tetttcatca cgcagtacag taccggecag 2040
gtcagegtgg agatcgagty ggagcetgcag aaggagaaca gcasacqcty gaacccagag 2100
attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag 2160
ggtacttatt ccgagcctcg ccccattgge accegttace tcaccegtaa tetgtaa 2217
<210> 3

<211> 601

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 3

Thr AlaPro Gly LysLys Arg Pro Va Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser

1 5 10 15

Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle Gly LysLys Gly GIn GIn Pro AlaLys
20 25 30

LysArg Leu Asn Phe Gly GIn Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp
35 40 45

Pro GIn Pro Ile Gly Glu Pro Pro AlaGly Pro Ser Gly Leu Gly Ser
50 55 60
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Gly Thr Met AlaAlaGly Gly Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu
65 70 75 80

Gly AlaAsp Gly Val Gly Ser Ser Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser
85 90 95

Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val IleThr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala
100 105 110

Leu Pro Thr Tyr Asn Asn HisLeu Tyr LysGIn lle Ser Asn Gly Thr
115 120 125

Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro
130 135 140

Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg
145 150 155 160

Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg
165 170 175

Leu AsnPheLysLeuPhe AsnlleGIinVal LysGluVa Thr Gln Asn
180 185 190

GluGly Thr LysThr Ile AlaAsn AsnLeu Thr Ser Thr IleGIn Va
195 200 205

Phe Thr Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis
210 215 220

GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe Pro AlaAsp Va Phe Met lle Pro GIn
225 230 235 240

Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser Gln AlaVal Gly Arg Ser
245 250 255
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Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly
260 265 270

Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr Asn Phe Glu Asp Va Pro Phe His Ser
275 280 285

Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser Leu Asp Arg Leu Met AsnPro Leu lle
290 295 300

Asp GInTyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr Gln Ser Thr Gly Gly Thr
305 310 315 320

AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu Phe Ser GIn Ala Gly Pro Asn Asn Met
325 330 335

Ser AlaGln AlaLys Asn Trp Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg GIn GIn
340 345 350

ArgVal Ser Thr Thr Leu Ser GIn Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp
355 360 365

Thr Gly AlaThr Lys Tyr HisLeu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn
370 375 380

Pro Gly Va AlaMet AlaThr HisLys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe
385 390 395 400

Pro Ser Ser Gly Val Leu Met Phe Gly Lys GIn Gly AlaGly Lys Asp
405 410 415

AsnVa Asp Tyr Ser Ser Va Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lleLys
420 425 430
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Thr Thr Asn ProVal AlaThr Glu GIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn
435 440 445

Leu GIn GIn Gln Asn AlaAlaProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn
450 455 460

Gly AlaLeu Pro Gly Met Val Trp Gln Asn Arg Asp Val Tyr Leu GIn
465 470 475 480

Gly ProlleTrp AlaLyslle Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro
485 490 495

Ser Pro Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu LysHisPro Pro Pro Gln lle
500 505 510

LeulleLysAsn Thr ProVal Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn
515 520 525

Gln AlaLysLeu AlaSer Phelle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly Gln Va
530 535 540

SerVal GlulleGlu Trp Glu Leu GIn Lys Glu Asn Ser LysArg Trp
545 550 555 560

AsnProGlulleGIn Tyr Thr Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val
565 570 575

Asp Phe AlaVa Asn Thr Glu Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle
580 585 590

Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu
595 600

<210> 4
<211> 535
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<212> PRT
<213> Virus adeno-asociado

<400> 4

Met AlaAlaGly Gly Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly Ala
1 5 10 15

Asp Gly Val Gly Ser Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp
20 25 30

Leu Gly Asp Arg Val lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro
35 40 45

Thr Tyr Asn Asn HisLeu Tyr Lys GIn lle Ser Asn Gly Thr Ser Gly
50 55 60

Gly Ser Thr Asn Asp Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly
65 70 75 80

Tyr Phe Asp Phe Asn Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp
85 90 95

Gln Arg Leu lle Asn Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn
100 105 110

PheLysLeu Phe Asnlle GinVal LysGluVa Thr Gln Asn Glu Gly
115 120 125

Thr LysThr lle AlaAsn AsnLeu Thr Ser Thr Ile GIn Val Phe Thr
130 135 140

Asp Ser Glu Tyr Gln Leu Pro Tyr Val Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly
145 150 155 160

CysLeu Pro Pro Phe Pro AlaAsp Val Phe Met lle Pro GIn Tyr Gly
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165 170 175

Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe
180 185 190

Tyr CysLeu Glu Tyr Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn
195 200 205

Phe Glu Phe Ser Tyr Asn Phe Glu Asp Va Pro Phe His Ser Ser Tyr
210 215 220

AlaHisSer GIn Ser Leu Asp ArgLeu Met Asn Pro Leu lle Asp GIn
225 230 235 240

Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly
245 250 255

Thr GIn Gln Leu Leu Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser Ala
260 265 270

Gln AlaLysAsn Trp Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg GIn GIn Arg Va
275 280 285

Ser Thr Thr Leu Ser Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly
290 295 300

AlaThr Lys Tyr HisLeu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly
305 310 315 320

Va AlaMet AlaThr HisLys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser
325 330 335

Ser Gly Va Leu Met Phe Gly Lys GIn Gly AlaGly Lys Asp Asn Val
340 345 350
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Asp Tyr Ser Ser Val Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lleLys Thr Thr
355 360 365

AsnProVal AlaThr Glu GIn Tyr Gly Val Va AlaAsp Asn Leu GIn
370 375 380

Gln GIn Asn AlaAlaProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly Ala
385 390 395 400

Leu Pro Gly Met Va Trp GIn Asn Arg Asp Va Tyr Leu GIn Gly Pro
405 410 415

lle Trp AlaLyslle Pro His Thr Asp Gly Asn Phe His Pro Ser Pro
420 425 430

Leu Met Gly Gly Phe Gly Leu LysHisProPro Pro GinlleLeu lle
435 440 445

LysAsn Thr ProVal Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn GIn Ala
450 455 460

LysLeu AlaSer Phelle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Val
465 470 475 480

GlulleGluTrp Glu Leu GIn Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro
485 490 495

Glulle GIn Tyr Thr Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Va Asp Phe
500 505 510

AlaVa Asn Thr Glu Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr
515 520 525

Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu
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530 535

<210> 5

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 5
Met AlaAlaAsp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

GluGly lle Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly AlaPro Lys Pro
20 25 30

LysAlaAsn GIn GInLys GIn Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Va Asn AlaAlaAsp AlaAlaAlaLeu GluHisAsp LysAlaTyr Asp
65 70 75 80

Gln GIn Leu GIn AlaGly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn HisAla
85 90 95

Asp AlaGlu Phe GIn Glu Arg Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg AlaVa Phe GIn AlaLysLysArg Va Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly LeuVal Glu Ser ProVal LysThr AlaPro Gly LysLys Arg
130 135 140
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Pro Val Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle
145 150 155 160

Gly LysLysGly GIn GIn Pro AlaLysLys Arg Leu Asn Phe Gly GIn
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro AlaAlaPro Ser Gly Va Gly Pro Asn Thr Met AlaAlaGly Gly
195 200 205

Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly AlaAsp Gly Va Gly Ser
210 215 220

Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val
225 230 235 240

lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro Thr Tyr Asn Asn His
245 250 255

Leu Tyr LysGInlle Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp
260 265 270

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn
275 280 285

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn
290 295 300

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe LysLeu Phe Asn
305 310 315 320

lleGInVal LysGluVa Thr GIn Asn Glu Gly Thr Lys Thr lle Ala
325 330 335
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AsnAsnLeuThr Ser Thr lle Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr GIn
340 345 350

Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe
355 360 365

Pro AlaAsp Va Phe Met llePro GIn Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn
370 375 380

Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr
385 390 395 400

Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr
405 410 415

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser
420 425 430

LeuAsp ArgLeuMet AsnProLeulle Asp GIn Tyr Leu Tyr Tyr Leu
435 440 445

Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu
450 455 460

Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser AlaGIn AlaLysAsn Trp
465 470 475 480

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln GIn Arg Va Ser Thr Thr Leu Ser
485 490 495

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly AlaThr Lys Tyr His
500 505 510
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Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly Va AlaMet AlaThr
515 520 525

HisLys Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Val Leu Met
530 535 540

Phe Gly LysGIn Gly AlaGly LysAsp AsnVa Asp Tyr Ser Ser va
545 550 555 560

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lleLys Thr Thr Asn ProVa AlaThr
565 570 575

GluGIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn Leu GIn GIn GIn Asn AlaAla
580 585 590

ProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly AlaLeu Pro Gly Met Va
595 600 605

TrpGlIn Asn Arg AspVal Tyr Leu GInGly Prolle Trp AlaLyslle
610 615 620

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

Gly Leu LysHisProProPro GInlleLeu lleLysAsn Thr Pro Va
645 650 655

Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln AlaLys Leu Ala Ser Phe
660 665 670

lle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Va Glu lle Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu lle GIn Tyr Thr
690 695 700
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Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe AlaVal Asn Thr Glu
705 710 715 720

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu

<210> 6

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 6

Met AlaAlaAsp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

GluGly lle Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly AlaPro Lys Pro
20 25 30

LysAlaAsn GIn Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Va Asn AlaAlaAsp AlaAlaAlaLeu Glu HisAsp Arg AlaTyr Asp
65 70 75 80

Gln GIn Leu GIn AlaGly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn HisAla
85 90 95

Asp AlaGlu Phe GIn Glu Arg Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
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100 105 110

Asn Leu Gly Arg AlaVa Phe GIn AlaLysLysArg Va Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly LeuVal Glu Ser Pro Val Arg Thr AlaPro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Va Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle
145 150 155 160

Gly LysLysGly GIn GIn Pro AlaArg Lys Arg Leu Asn Phe Gly GIn
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro AlaAlaPro Ser Gly Va Gly Pro Asn Thr Met AlaAlaGly Gly
195 200 205

Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly AlaAsp Gly Va Gly Ser
210 215 220

Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val
225 230 235 240

lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro Thr Tyr Asn Asn His
245 250 255

Leu Tyr Arg Gln Ille Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp
260 265 270

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn
275 280 285
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Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn
290 295 300

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe LysLeu Phe Asn
305 310 315 320

lleGInVal LysGluVa Thr GIn Asn Glu Gly Thr Arg Thr [le Ala
325 330 335

AsnAsnLeuThr Ser Thr lle Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr GIn
340 345 350

Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe
355 360 365

Pro AlaAsp Va Phe Met lle Pro GIn Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn
370 375 380

Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr
385 390 395 400

Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr
405 410 415

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser
420 425 430

LeuAsp ArgLeuMet AsnProLeulle Asp GIn Tyr Leu Tyr Tyr Leu
435 440 445

Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu
450 455 460

Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser AlaGIn AlaLysAsn Trp
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465 470 475 480

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln GIn Arg Va Ser Thr Thr Leu Ser
485 490 495

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly AlaThr Lys Tyr His
500 505 510

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly Val AlaMet AlaThr
515 520 525

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Va Leu Met
530 535 540

Phe Gly Arg GIn Gly AlaGly Arg Asp AsnVal Asp Tyr Ser Ser Val
545 550 555 560

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lle Arg Thr Thr Asn Pro Val AlaThr
565 570 575

GluGIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn Leu GIn GIn GIn Asn AlaAla
580 585 590

ProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly AlaLeu Pro Gly Met Va
595 600 605

TrpGln Asn Arg AspVal Tyr Leu GInGly Prolle Trp AlaLyslle
610 615 620

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

Gly Leu LysHisProProPro GInlleLeu lleLysAsn Thr Pro Va
645 650 655
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Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln AlaLys Leu Ala Ser Phe
660 665 670

lle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Va Glu lle Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn LysGlu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu lle GIn Tyr Thr
690 695 700

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe AlaVal Asn Thr Glu
705 710 715 720

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu

<210> 7

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 7
Met AlaAlaAsp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

GluGly lle Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly AlaPro Lys Pro
20 25 30

LysAlaAsn GIn Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60
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Va Asn AlaAlaAsp AlaAlaAlaLeu Glu HisAsp Arg AlaTyr Asp
65 70 75 80

Gln GIn Leu GIn AlaGly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn HisAla
85 90 95

Asp AlaGlu Phe GIn Glu Arg Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg AlaVa Phe GIn AlaLysLysArg Va Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly LeuVal Glu Ser Pro Val Arg Thr AlaPro Gly LysLys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle
145 150 155 160

Gly LysArg Gly GIn GIn Pro AlaArg Lys Arg Leu Asn Phe Gly GIn
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro AlaAlaPro Ser Gly Va Gly Pro Asn Thr Met AlaAlaGly Gly
195 200 205

Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly AlaAsp Gly Va Gly Ser
210 215 220

Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val
225 230 235 240
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lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro Thr Tyr Asn Asn His
245 250 255

Leu Tyr Arg Gln lle Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp
260 265 270

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn
275 280 285

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn
290 295 300

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe LysLeu Phe Asn
305 310 315 320

lleGInVal LysGluVa Thr GIn Asn Glu Gly Thr Arg Thr [le Ala
325 330 335

AsnAsnLeuThr Ser Thr lle Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr GIn
340 345 350

Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe
355 360 365

Pro AlaAsp Va Phe Met llePro GIn Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn
370 375 380

Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr
385 390 395 400

Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr
405 410 415

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser
420 425 430
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LeuAsp ArgLeuMet AsnPro Leu lle Asp GIn Tyr Leu Tyr Tyr Leu
435 440 445

Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu
450 455 460

Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser AlaGIn AlaLysAsn Trp
465 470 475 480

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg GIn GIn Arg Va Ser Thr Thr Leu Ser
485 490 495

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly AlaThr Lys Tyr His
500 505 510

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly Val AlaMet AlaThr
515 520 525

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Va Leu Met
530 535 540

Phe Gly Lys GIn Gly AlaGly Arg Asp AsnVa Asp Tyr Ser Ser Val
545 550 555 560

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lle Arg Thr Thr Asn Pro Val AlaThr
565 570 575

GluGIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn Leu GIn GIn GIn Asn AlaAla
580 585 590

ProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly AlaLeu Pro Gly Met Va
595 600 605
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TrpGlIn Asn Arg AspVal Tyr Leu GInGly Prolle Trp AlaLyslle
610 615 620

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

Gly Leu LysHisProProProGInlleLeu lleLysAsn Thr Pro Va
645 650 655

Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln AlaLys Leu Ala Ser Phe
660 665 670

lle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Va Glu lle Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn LysGlu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu lle GIn Tyr Thr
690 695 700

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe AlaVal Asn Thr Glu
705 710 715 720

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu

<210> 8

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 8

Met AlaAlaAsp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15
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GluGly lle Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly AlaPro Lys Pro
20 25 30

LysAlaAsn GIn Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Va Asn AlaAlaAsp AlaAlaAlaLeu Glu HisAsp Arg AlaTyr Asp
65 70 75 80

Gln GIn Leu GIn AlaGly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn HisAla
85 90 95

Asp AlaGlu Phe GIn Glu Arg Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg AlaVa Phe GIn AlaLysLysArg Va Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Ser Pro Val Arg Thr AlaPro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle
145 150 155 160

Gly LysArg Gly GIn GIn Pro AlaLysLysArg Leu Asn Phe Gly GIn
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro AlaAlaPro Ser Gly Va Gly Pro Asn Thr Met AlaAlaGly Gly
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195 200 205

Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly AlaAsp Gly Va Gly Ser
210 215 220

Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val
225 230 235 240

lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro Thr Tyr Asn Asn His
245 250 255

Leu Tyr Arg Gln lle Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp
260 265 270

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn
275 280 285

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn
290 295 300

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe LysLeu Phe Asn
305 310 315 320

lleGInVal LysGluVa Thr GIn Asn Glu Gly Thr Arg Thr [le Ala
325 330 335

AsnAsnLeuThr Ser Thr lle Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr GIn
340 345 350

Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe
355 360 365

Pro AlaAsp Va Phe Met llePro GIn Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn
370 375 380
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Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr
385 390 395 400

Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr
405 410 415

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser
420 425 430

LeuAsp ArgLeuMet AsnPro Leu lle Asp GIn Tyr Leu Tyr Tyr Leu
435 440 445

Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu
450 455 460

Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser AlaGIn AlaLysAsn Trp
465 470 475 480

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg Gln GIn Arg Va Ser Thr Thr Leu Ser
485 490 495

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly AlaThr Lys Tyr His
500 505 510

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly Val AlaMet AlaThr
515 520 525

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Va Leu Met
530 535 540

Phe Gly Arg GIn Gly AlaGly Arg Asp AsnVal Asp Tyr Ser Ser Val
545 550 555 560

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lle Arg Thr Thr Asn Pro Val AlaThr
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565 570 9575

GluGIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn Leu GIn GIn GIn Asn AlaAla
580 585 590

ProlleVal Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly AlaLeu Pro Gly Met Va
595 600 605

TrpGln Asn Arg Asp Val Tyr Leu GInGly Prolle Trp AlaLyslle
610 615 620

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

Gly Leu LysHisProProProGInlleLeu lleLysAsn Thr Pro Va
645 650 655

Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln AlaLys Leu Ala Ser Phe
660 665 670

lle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Va Glu lle Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu lle GIn Tyr Thr
690 695 700

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe AlaVal Asn Thr Glu
705 710 715 720

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu
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<210> 9

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 9
Met AlaAlaAsp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

GluGly lle Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly AlaPro Lys Pro
20 25 30

LysAlaAsn GIn Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Va Asn AlaAlaAsp AlaAlaAlaLeu Glu HisAsp Arg AlaTyr Asp
65 70 75 80

Gln GIn Leu GIn AlaGly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn HisAla
85 90 95

Asp AlaGlu Phe GIn Glu Arg Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg AlaVa Phe GIn AlaLysLysArg Va Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly LeuVal Glu Ser Pro Val Arg Thr AlaPro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle
145 150 155 160
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Gly LysArg Gly GIn GIn Pro AlaLysLysArg Leu Asn Phe Gly GIn
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro AlaAlaPro Ser Gly Va Gly Pro Asn Thr Met AlaAlaGly Gly
195 200 205

Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly AlaAsp Gly Va Gly Ser
210 215 220

Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val
225 230 235 240

lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro Thr Tyr Asn Asn His
245 250 255

Leu Tyr Arg Gln lle Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp
260 265 270

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn
275 280 285

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn
290 295 300

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe LysLeu Phe Asn
305 310 315 320

lleGInVal LysGluVa Thr GIn Asn Glu Gly Thr Arg Thr [le Ala
325 330 335
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AsnAsnLeuThr Ser Thr lle Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr GIn
340 345 350

Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe
355 360 365

Pro AlaAsp Va Phe Met llePro GIn Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn
370 375 380

Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr
385 390 395 400

Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr
405 410 415

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser
420 425 430

LeuAsp ArgLeuMet AsnProLeulle Asp GIn Tyr Leu Tyr Tyr Leu
435 440 445

Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu
450 455 460

Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser AlaGIn AlaLysAsn Trp
465 470 475 480

Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg GIn GIn Arg Va Ser Thr Thr Leu Ser
485 490 495

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly AlaThr Lys Tyr His
500 505 510

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly Val AlaMet AlaThr
515 520 525
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His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Va Leu Met
530 535 540

Phe Gly LysGIn Gly AlaGly Arg Asp AsnVa Asp Tyr Ser Ser Val
545 550 555 560

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lle Arg Thr Thr Asn Pro Val AlaThr
565 570 575

GluGIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn Leu GIn GIn GIn Asn AlaAla
580 585 590

ProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly AlaLeu Pro Gly Met Va
595 600 605

TrpGlIn Asn Arg AspVal Tyr LeuGInGly Prolle Trp AlaLyslle
610 615 620

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

Gly Leu LysHisProProPro GInlleLeu lleLysAsn Thr Pro Va
645 650 655

Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln AlaArg Leu Ala Ser Phe
660 665 670

lle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Va Glu lle Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu lle GIn Tyr Thr
690 695 700
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Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe AlaVal Asn Thr Glu
705 710 715 720

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu

<210> 10

<211> 738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 10
Met AlaAlaAsp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

GluGly lle Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly AlaPro Lys Pro
20 25 30

LysAlaAsn GIn Gln Arg Gln Asp Asn Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Arg Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Va Asn AlaAlaAsp AlaAlaAlaLeu Glu HisAsp Arg AlaTyr Asp
65 70 75 80

Gln GIn Leu GIn AlaGly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn HisAla
85 90 95

Asp AlaGlu Phe GIn Glu Arg Leu GIn Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110
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Asn Leu Gly Arg AlaVal Phe GIn AlaLysLysArg Va Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly LeuVal Glu Ser Pro Val Arg Thr AlaPro Gly LysLys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro GIn Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly lle
145 150 155 160

Gly LysLysGly GIn GIn Pro AlaLysLys Arg Leu Asn Phe Gly GIn
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Va Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro AlaAlaPro Ser Gly Va Gly Pro Asn Thr Met AlaAlaGly Gly
195 200 205

Gly AlaPro Met AlaAsp Asn Asn Glu Gly AlaAsp Gly Va Gly Ser
210 215 220

Ser Ser Gly Asn Trp HisCys Asp Ser Thr Trp Leu Gly Asp Arg Val
225 230 235 240

lle Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp AlaLeu Pro Thr Tyr Asn Asn His
245 250 255

Leu Tyr Arg Gln lle Ser Asn Gly Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Asp
260 265 270

Asn Thr Tyr Phe Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Gly Tyr Phe Asp Phe Asn
275 280 285

Arg Phe His Cys His Phe Ser Pro Arg Asp Trp GIn Arg Leu lle Asn
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290 295 300

Asn Asn Trp Gly Phe Arg Pro Lys Arg Leu Asn Phe LysLeu Phe Asn
305 310 315 320

lleGInVal LysGluVa Thr GIn Asn Glu Gly Thr Arg Thr [le Ala
325 330 335

AsnAsnLeuThr Ser Thr lle Gln Val Phe Thr Asp Ser Glu Tyr GIn
340 345 350

Leu Pro Tyr Va Leu Gly Ser AlaHis GIn Gly Cys Leu Pro Pro Phe
355 360 365

Pro AlaAsp Va Phe Met lle Pro GIn Tyr Gly Tyr Leu Thr Leu Asn
370 375 380

Asn Gly Ser GIn AlaVal Gly Arg Ser Ser Phe Tyr CysLeu Glu Tyr
385 390 395 400

Phe Pro Ser GIn Met Leu Arg Thr Gly Asn Asn Phe Glu Phe Ser Tyr
405 410 415

Asn Phe Glu Asp Val Pro Phe His Ser Ser Tyr AlaHis Ser Gln Ser
420 425 430

LeuAsp ArgLeuMet AsnProLeulle Asp GIn Tyr Leu Tyr Tyr Leu
435 440 445

Ser Arg Thr GIn Ser Thr Gly Gly Thr AlaGly Thr GIn Gln Leu Leu
450 455 460

Phe Ser GIn AlaGly Pro Asn Asn Met Ser AlaGIn AlaLysAsn Trp
465 470 475 480
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Leu Pro Gly Pro Cys Tyr Arg GIn GIn Arg Va Ser Thr Thr Leu Ser
485 490 495

Gln Asn Asn Asn Ser Asn Phe AlaTrp Thr Gly AlaThr Lys Tyr His
500 505 510

Leu Asn Gly Arg Asp Ser Leu Va Asn Pro Gly Va AlaMet AlaThr
515 520 525

His Arg Asp Asp Glu Glu Arg Phe Phe Pro Ser Ser Gly Va Leu Met
530 535 540

Phe Gly Arg GIn Gly AlaGly Arg Asp AsnVal Asp Tyr Ser Ser Val
545 550 555 560

Met Leu Thr Ser Glu Glu Glu lle Arg Thr Thr Asn Pro Val AlaThr
565 570 575

GluGIn Tyr Gly Va Va AlaAsp Asn Leu GIn GIn GIn Asn AlaAla
580 585 590

ProlleVa Gly AlaVa Asn Ser GIn Gly AlaLeu Pro Gly Met Va
595 600 605

TrpGlIn Asn Arg AspVal Tyr Leu GInGly Prolle Trp AlaLyslle
610 615 620

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

Gly Leu LysHisProProProGInlleLeu lleLysAsn Thr Pro Va
645 650 655

Pro AlaAsp Pro Pro Thr Thr Phe Asn GIn AlaArg Leu Ala Ser Phe
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660 665 670

lle Thr GIn Tyr Ser Thr Gly GIn Val Ser Va Glu lle Glu Trp Glu
675 680 685

Leu GIn Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu lle GIn Tyr Thr
690 695 700

Ser Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe AlaVal Asn Thr Glu
705 710 715 720

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro lle Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu

<210> 11

<211> 2214

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<400> 11
atggctgecg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctetctga gggeattcge . 60

gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaagcaggac 120
aacggceggg gtetggtgct tectggcetac aagtacctcg gacecttcaa cggactcgac 180
aagggggage ccgtcaacge ggecggacgca geggeccteg agcacgacaa ggectacgac 240
cagcagctcce aagcgggtga caatcegtac ctgeggtata atcacgecga cgeegagttt 300
caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggegegc agtcttccag 360
gccaaaaagc gggttctcga acctetgggc ctggttgaat cgecggttaa gacggetect 420

ggasagaaga gaccggtaga gecatcacce cagegctcte cagactecte tacgggeate 480

ggcaagaaag gccagcagee cgcasaaaag agactcaatt ttgggeagac tggcgactca 540
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gagtcagtce ccgaccetca accaatcgga gaaccaccag cagecccctc tggtgtggga 600
CCtaatacaa tggctgcagg cggtggegct ccaatggcag acaataacga aggcgecgac 660
ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggetggg cgacagagtc 720
atcaccacca gcaccegeac ctgggceectg cccacctaca acaaccacct ctacasgcaa 780
atctccaacg ggacctcggg aggaageacc aacgacaaca cctacttegg ctacagcacc 840
ccectgggagt attttgactt caacagattc cactgecact tttcaccacg tgactggcag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa getcttcaac 960
atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccaaga ccatcgcecaa taaccttacc 1020
agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggeg 1080
caccagggct gcctgectcc gttceceggeg gacgtcttca tgattectca gtacgggtac 1140
ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtegt ccttctactg cctggagtac 1200
tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac 1260
gtgcccttce acagcagcta cgegcacage cagagectgg accggctgat gaaccctctc 1320
atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggeggtac tgcaggaact 1380
cagcagttgc tattttctca ggccgggect aacaacatgt cggctcaggce caagaactgg 1440
ctacccggtc cctgcetaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac 1500
agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctetctggtg 1560
aatcctggceg ttgecatggce tacccacaag gacgacgaag agcgattttt tccatccage 1620
ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaaaagaca acgtggactatagcagcgtg 1680
atgctaacca gcgaggaaga aatasagacc accaacccag tggccacaga acagtacgge 1740
gtggtggceceg ataacctgca acagcaaaac gecgctecta ttgtaggggc cgtcaatagt 1800
caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc 1860

tgggccaaga ttectcatac ggacggcaac tttcatcect cgecgetgat gggaggcettt 1920
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ggactgaagc atccgcctec tcagatcctg attaaaaaca cacctgttce cgeggatcct 1980
ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tetttcatca cgcagtacag taccggccag 2040
gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcaaacgctg gaacccagag 2100
attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag 2160
ggtacttatt ccgagcctcg ccccattgge accegttacce tcaccegtaa tetg 2214

<210> 12

<211> 2217

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<400> 12
atggctgecg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctetctga gggeattcge . 60

gagtggtggg acctgaaacc tggageeceg asacccaaag ccaaccagca aaggcaggac 120

aacggccggg gtetggtget tectggetac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac 180

aagggggage ccgtcaacgc ggcggacgca gcggecctcg agcacgacag ggcctacgac 240

cagcagctcc aagcgggtga caatcegtac ctgeggtata atcacgecga cgeegagttt 300
caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggegegc agtcttccag 360
gccaaaaagc gggttctcga acctetgggc ctggttgaat cgecggttag gacggetect 420
ggaaagaaga gaccggtaga gecatcacce cagcegctcte cagactecte tacgggeatc 480
ggcaagaaag gccagcagcc cgcaagaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca 540
gagtcagtce ccgaccetca accaatcgga gaaccaccag cagecccctc tggtgtggga 600
CCtaatacaa tggctgcagg cggtggegcet ccaatggcag acaataacga aggcgecgac 660
ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggetggg cgacagagtc 720
atcaccacca geaccegeac ctgggeectg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa 780

atctccaacg ggacctcggg aggaageace aacgacaaca cetacttcgg ctacagcacc 840
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ccctgggagt attttgactt caacagattc cactgecact tttcaccacg tgactggcag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa getcttcaac 960
atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaataaccttacc 1020
agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggeg 1080
caccagggct gcctgcctcc gttcceggeg gacgtcttca tgattectca gtacgggtac 1140
ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtegt ccttctactg cctggagtac 1200
tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac 1260
gtgcccttce acagcagcta cgegcacage cagagectgg accggctgat gaaccctctc 1320
atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggeggtac tgcaggaact 1380
cagcagttgc tattttctca ggccgggect aacaacatgt cggctcaggce caagaactgg 1440
ctacccggtc cctgcetaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac 1500
agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctetctggtg 1560
aatcctggceg ttgecatggce tacccacagg gacgacgaag agcegattttt tccatccage 1620
ggagtcttaa tgtttgggag acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagegtg 1680
atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacgge 1740
gtggtggceceg ataacctgca acagcaaaac gecgctecta ttgtaggggc cgtcaatagt 1800
caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc 1860
tgggccaaga ttectcatac ggacggcaac tttcatcect cgecgetgat gggaggcettt 1920
ggactgaagc atccgcctec tcagatcctg attaaaaaca cacctgttce cgeggatcct 1980
ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tetttcatca cgcagtacag taccggecag 2040
gtcagegtgg agatcgagty ggagcetgcag aaggagaaca gcasacqcty gaacccagag 2100
attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag 2160

ggtacttatt ccgagcctcg ccccattgge accegttace tcaccegtaa tetgtaa 2217
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<210> 13

<211> 2217

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<400> 13
atggctgecg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctetctga gggeattcge . 60

gagtggtggg acctgaaacc tggageeceg asacccaaag ccaaccagea aaggcaggac 120

aacggccggg gtetggtget tectggetac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac 180

aagggggagc ccgtcaacge ggeggacgca geggeecteg agcacgacag ggectacgac 240

cagcagctcce aagcgggtga caatcegtac ctgeggtata atcacgecga cgeegagttt 300
caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggegegc agtcttccag 360
gccaaaaagc gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgecggttag gacggetect 420
ggaaagaaga gaccggtaga gecatcacce cagcegctcte cagactecte tacgggeatc 480
ggcaagagag gccagcagcc cgcaagaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca 540
gagtcagtce ccgaccetca accaatcgga gaaccaccag cagecccctc tggtgtggga 600
CCtaatacaa tggctgcagg cggtggegct ccaatggcag acaataacga aggcgecgac 660
ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggetggg cgacagagtc 720
atcaccacca geaccegeac ctgggceectg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa 780
atctccaacg ggacctcggg aggaageacc aacgacaaca cctacttegg ctacagcacc 840
ccctgggagt attttgactt caacagattc cactgecact tttcaccacg tgactggcag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa getcttcaac 960
atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaataaccttacc 1020
agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggeg 1080
caccagggct gcctgcctcc gttceceggeg gacgtcttca tgattectca gtacgggtac 1140

ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtegt ccttctactg cctggagtac 1200
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tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac 1260
gtgcccttce acagcagcta cgegcacage cagagectgg accggctgat gaaccctctc 1320
atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggeggtac tgcaggaact 1380
cagcagttgc tattttctca ggccgggect aacaacatgt cggctcaggce caagaactgg 1440
ctacccggtc cctgcetaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac 1500
agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctetctggtg 1560
aatcctggceg ttgecatggce tacccacagg gacgacgaag agcegattttt tccatccage 1620
ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaagagaca acgtggactatagcagcgtg 1680
atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacgge 1740
gtggtggceceg ataacctgca acagcaaaac gecgctecta ttgtaggggc cgtcaatagt 1800
caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc 1860
tgggccaaga ttectcatac ggacggcaac tttcatcect cgecgetgat gggaggcettt 1920
ggactgaagc atccgcctec tcagatcctg attaaaaaca cacctgttce cgeggatcct 1980
ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tetttcatca cgcagtacag taccggccag 2040
gtcagegtgg agatcgagty ggagcetgcag aaggagaaca gcasacqcty gaacccagag 2100
attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag 2160
ggtacttatt ccgagcctcg ccccattggce accegttace tcaccegtaa tetgtaa 2217
<210> 14

<211> 2217

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<400> 14
atggctgecg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctetctga gggeattcge . 60

gagtggtggg acctgaaacc tggageeceg aaacccaaag ccaaccagea aaggcaggac 120
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aacggccggg gtetggtget tectggetac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac 180

aagggggagc ccgtcaacge ggeggacgcea geggeecteg agcacgacag ggectacgac 240

cagcagctcce aagcgggtga caatcegtac ctgeggtata atcacgecga cgecgagttt 300
caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggegegc agtcttccag 360
gccaaaaagC gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgecggttag gacggetect 420
ggaaagaaga gaccggtaga gecatcacce cagcegctcete cagactecte tacgggeatc 480
ggcaagagag gccagcagcc cgcaaaaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca 540
gagtcagtce ccgaccetca accaatcgga gaaccaccag cagecccctc tggtgtggga 600
CCtaatacaa tggctgcagg cggtggegct ccaatggcag acaataacga aggcgecgac 660
ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggetggg cgacagagtc 720
atcaccacca geaccegeac ctgggceectg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa 780
atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttegg ctacagcacc 840
ccectgggagt attttgactt caacagattc cactgecact tttcaccacg tgactggcag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa getcttcaac 960
atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaataaccttacc 1020
agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggeg 1080
caccagggct gcctgcctcc gttceceggeg gacgtcttca tgattectca gtacgggtac 1140
ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtegt ccttctactg cctggagtac 1200
tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac 1260
gtgcccttce acagcagcta cgegcacage cagagectgg accggctgat gaaccctctc 1320
atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggeggtac tgcaggaact 1380
cagcagttgc tattttctca ggccgggect aacaacatgt cggctcaggce caagaactgg 1440

ctacccggtc cctgcetaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac 1500
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agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctetctggtg 1560
aatcctggceg ttgecatggce tacccacagg gacgacgaag agcegattttt tccatccage 1620
ggagtcttaa tgtttgggag acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagegtg 1680
atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacgge 1740
gtggtggceceg ataacctgca acagcaaaac gecgctecta ttgtaggggc cgtcaatagt 1800
caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc 1860
tgggccaaga ttectcatac ggacggcaac tttcatcect cgecgetgat gggaggcettt 1920
ggactgaagc atccgcctec tcagatcctg attaaaaaca cacctgttce cgeggatcct 1980
ccgaccacct tcaatcaggc caagctggct tetttcatca cgcagtacag taccggccag 2040
gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcasacgctg gaacccagag 2100
attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag 2160
ggtacttatt ccgagectcg ccccattggce accegttace tcaccegtaa tetgtaa 2217
<210> 15

<211> 2217

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<400> 15
atggctgecg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctetctga gggeattcge . 60

gagtggtggg acctgaaacc tggageeceg asacccaaag ccaaccagca aaggcaggac 120

aacggccggg gtetggtget tectggetac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac 180

aagggggagc ccgtcaacge ggeggacgcea geggeecteg agcacgacag ggectacgac 240

cagcagctce aagegggtga caatcegtac ctgeggtata atcacgecga cgecgagttt 300

caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggegegc agtcttccag 360

gccasaaagc gggttctega acctetgggc ctggttgaat cgecggttag gacggetect 420

ggasagaaga gaccggtaga gecatcacce cagegctcte cagactecte tacgggeate 480

file:///U)/Patentes RADICACIONES%20LINEA/20...L O-21563-841-002-1/L ISTADO%20SECUENCIAS. TXT (46 de 50)27/01/2016 11:55:46 am.



file:///U}/Patentes RADICACIONESY%20L INEA/2016/ENERO/COL O-21563-841-002-1/LI STADO%20SECUENCIAS.TXT

ggcaagagag gccagcagcc cgcaaaaaag agactcaatt ttgggcagac tggcgactca 540

gagtcagtce ccgaccetca accaatcgga gaaccaccag cagecccctc tggtgtggga 600
CCtaatacaa tggctgcagg cggtggegct ccaatggcag acaataacga aggcgecgac 660
ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggetggg cgacagagtc 720
atcaccacca gcaccegeac ctgggeectg cccacctaca acaaccacct ctacaggcaa 780
atctccaacg ggacctcggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttegg ctacagcacc 840
ccectgggagt attttgactt caacagattc cactgecact tttcaccacg tgactggcag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa getcttcaac 960
atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaataaccttacc 1020
agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggeg 1080
caccagggct gcctgectcc gttceceggeg gacgtcttca tgattectca gtacgggtac 1140
ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtegt ccttctactg cctggagtac 1200
tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac 1260
gtgcccttce acagcagcta cgegcacage cagagcctgg accggctgat gaaccctctc 1320
atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggeggtac tgcaggaact 1380
cagcagttgc tattttctca ggccgggect aacaacatgt cggctcaggce caagaactgg 1440
ctacccggtc cctgcetaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac 1500
agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctetctggtg 1560
aatcctggceg ttgecatggce tacccacagg gacgacgaag agcegattttt tccatccage 1620
ggagtcttaa tgtttgggaa acagggagct ggaagagaca acgtggactatagcagcgtg 1680
atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacgge 1740
gtggtggceceg ataacctgca acagcaaaac gecgctecta ttgtaggggc cgtcaatagt 1800

caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc 1860
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tgggccaaga ttectcatac ggacggcaac tttcatcect cgecgetgat gggaggcettt 1920
ggactgaagc atccgcctec tcagatcctg attaaaaaca cacctgttce cgeggatcct 1980
ccgaccacct tcaatcaggc caggctggct tctttcatca cgcagtacag taccggecag 2040
gtcagegtgg agatcgagty ggagcetgcag aaggagaaca gcasacqcty gaacccagag 2100
attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag 2160
ggtacttatt ccgagcctcg ccccattgge accegttace tcaccegtaa tetgtaa 2217
<210> 16

<211> 2217

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<400> 16
atggctgecg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctetctga gggeattcge . 60

gagtggtggg acctgaaacc tggagecceg asacccaaag ccaaccagca aaggcaggac 120

aacggccggg gtetggtget tectggetac aggtacctcg gacccttcaa cggactcgac 180

aagggggagc ccgtcaacge ggeggacgcea geggeecteg agcacgacag ggectacgac 240

cagcagctcc aagcgggtga caatcegtac ctgeggtata atcacgecga cgeegagttt 300
caggagcgtc tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tcgggegegc agtcttccag 360
gccaaaaagC gggttctcga acctctgggc ctggttgaat cgecggttag gacggetect 420
ggaaagaaga gaccggtaga gecatcacce cagcegctcte cagactecte tacgggeatc 480
ggcaagaaag gccagcagee cgcasaaaag agactcaatt ttgggcagac tggegactca 540
gagtcagtce ccgaccetca accaatcgga gaaccaccag cagecccctc tggtgtggga 600
CCtaatacaa tggctgcagg cggtggegct ccaatggcag acaataacga aggcgecgac 660

ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggetggg cgacagagtc 720

atcaccacca gecaccegeac ctgggecctg cecacctaca acaaccacct ctacaggcaa 780
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atctccaacg ggacctcggg aggaageacc aacgacaaca cctacttegg ctacagcacc 840
ccctgggagt attttgactt caacagattc cactgecact tttcaccacg tgactggcag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagaggc tcaacttcaa getcttcaac 960
atccaagtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccagga ccatcgccaataaccttacc 1020
agcacgattc aggtctttac ggactcggaa taccagctcc cgtacgtgct cggctcggeg 1080
caccagggct gcctgectcc gttceceggeg gacgtcttca tgattectca gtacgggtac 1140
ctgactctga acaatggcag tcaggctgtg ggccggtegt ccttctactg cctggagtac 1200
tttccttctc aaatgctgag aacgggcaac aactttgaat tcagctacaa cttcgaggac 1260
gtgcccttce acagcagcta cgegcacage cagagectgg accggctgat gaaccctctc 1320
atcgaccagt acttgtacta cctgtcccgg actcaaagca cgggeggtac tgcaggaact 1380
cagcagttgc tattttctca ggccgggect aacaacatgt cggctcaggce caagaactgg 1440
ctacccggtc cctgcetaccg gcagcaacgc gtctccacga cactgtcgca gaacaacaac 1500
agcaactttg cctggacggg tgccaccaag tatcatctga atggcagaga ctetctggtg 1560
aatcctggceg ttgecatggce tacccacagg gacgacgaag agcegattttt tccatccage 1620
ggagtcttaa tgtttgggag acagggagct ggaagagaca acgtggacta tagcagegtg 1680
atgctaacca gcgaggaaga aataaggacc accaacccag tggccacaga acagtacgge 1740
gtggtggceceg ataacctgca acagcaaaac gecgctecta ttgtaggggc cgtcaatagt 1800
caaggagcct tacctggcat ggtgtggcag aaccgggacg tgtacctgca gggtcccatc 1860
tgggccaaga ttectcatac ggacggcaac tttcatcect cgecgetgat gggaggcettt 1920
ggactgaagc atccgcctec tcagatcctg attaaaaaca cacctgttce cgeggatcct 1980
ccgaccacct tcaatcaggce caggctggct tctttcatca cgcagtacag taccggecag 2040
gtcagcgtgg agatcgagtg ggagctgcag aaggagaaca gcasacgctg gaacccagag 2100

attcagtaca cttccaacta ctacaaatct acaaatgtgg actttgctgt caatactgag 2160
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ggtacttatt ccgagcctcg ccccattgge accegttace tcaccegtaa tetgtaa 2217
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VARIANTE AAV Y COMPOSICIONES, METODOSY USOSPARA TRANSFERENCIA
DE GEN A CELULAS, ORGANOSY TEJIDOS

RESUMEN

[0202] La invencion se refiere a un virus adeno-asociado (AAV) serotipo AAV-Rh74 y vectores
relacionados AAV, un vector AAV-Rh74 y AAV relacionado mediado por métodos de transferencia
de genesy usos. En particular, AAV-Rh74 y vectores AAV relacionados dirigen a polinucledtidos
diana a las células, tejidos u 6rganos para la expresion (transcripcion) de los genes que codifican
proteinas terapéuticas y péptidos, y polinucledtidos que funcionan como o se transcriben en

secuencias de &cidos nucleicos inhibidores.
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TGTGGACTTTGCTGTCAATACTGAGGGTACTTATTCCGAGCCTCGCCCCATTGGCACCCGTTACC
TCACCCGTAATCTGTAA

Aminoacido VEZ Rh74 (SEQ ID NO:3):

TAPGEFERPVEPSPORSPDSSTGIGEKGOOPARKKRLNEFGOTGDSESVEDPOPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMAD
NNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRYV ITTSTRTWALFPTYNNHLYKQI SNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNREH
CHESPRDWORLINNNWGFRPKRLNFKLEFNIQVKEVTQNEGTKTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLEPFE
PADVFMIPOYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSOQMLRTGNNFEFSYNFEDVPFHSSYAHSOSTLDRIMNPL IDOQYL
YYLSRTOSTGGTAGTOOLLESQAGPNNMS AQAKNWLEPGPCYROQRVSTTLSONNNSNEFAWTGATKYHLNGRD SLVINE
GVAMATHKDDEERFEFPSSGVLMEFGEOGAGKDN VDY SSVMLTSEEEIKTTNEPVATEQYGVVADNLOOONAAPTVGAVN
SOGALPGMVWONRDVYLOGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGEFGLKHPPPOILIKNTPVPADPPTTEFNQAKLASEITOY
STGOVSVEIEWELOKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTHNVDFAVNTEGTY SEPRPIGTRYLTRNL

Zminocacido VP3 Rh74 (SEQ ID NO:4):

MAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQI SNGTSGGSTNDNTYFGY ST
PWGYFDFNRFHCHESPRDWORLINNNWGFRPERLNFEKLFNIQVEEVTONEGTETTANNLTSTIOQVETDSEYQLPYVL
GESAHOGCLPPFPADVEFMIPOQYGYLTLNNGSOAVGRSSEFYCLEYFPSOMLRTGNNEFEFSYNFEDVPFHSSYAHSQSLD
RLMNPLIDOYLYYLSRTOSTGGTAGTQOLLEFSQAGPNNMSAQAKNWLPGPCYROORVSTTLSONNNSNFAWTGATKY
HLNGRDSLVNPGVAMATHEKDDEERFFPSSGVLMEFGROGAGKDNYVDYSSVMLTSEEEIKTTNEVATEQYGVVADNLOQ
ONAAP IVGAVNSQGALPGMVWONRDVYLOGPIWAK I PHTDGNFHPSPLMGGFGLEHPPPQI LI KNTPVPADPPTTEN
CAKLASFITQYSTGOVSVEI EWELOKENSKRWNPEIQYTSNY YKSTNVDFAVNTEGTYSEPRPIGTRYLTRNL

Zminoacido VP1 RHM4-1 (SEQ ID NO:5)

1 maadgylpdwlednl segirewwdlkpgapkpkanggkgdngrglvlpgykylgpfngld
61 kgepvnaadaaalehdkaydgglgagdnpylrynhadaefgerlgedtafggnlgraviqg
121 akkrvleplglvespvktapgkkrpvepspgrepdsstgigkkgggpakkrlnfggtgds
181 esvpdpgpigeppaapsgvgpntmaagggapmadnnegadgvgssegnwhedstwlgdry
241 ittstrtwalptynnhlvkgisngtsggstndntyfgystpwgyfdinrfhechfsprdwg
301 rlinnnwgfrpkrlnfklfnigvkevtgnegtktiannltstigvitdseyglpyvlgsa
361 hggclppfpadvimipgyvgyltlnngsgav gresfyeleyvipesgmlrtgnnfefsynfed
421 vpfhessyahsgeldrlmnplidgylyylsrtgstggtagtqgllfsgagpnnmsagaknw
481 lpgpeyrggrvsttlagnnnesnfawtgatkyvhlngrdelvnpgvamathkddeerffpas
541 gvlmfgkggagkdnvdyssvmltseeeikttnpvateqgygvvadnlggqgnaapivgavns
601 ggalpgmvwgnrdvylggpiwakiphtdgnfhpsplmggfglkhpppgilikntpvpadp
661 pttfingaklasfitgystggveveiewelgkenskrwnpeigytsnyykstnvdfavnte
721 gtyseprpigtryltrnl
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Figura 3 (SEQ ID NOs:1-5)

Aminoécido VP1 Rh74 (SEQ ID NO:1):
MAADGYLPDWIEDNLSEGIREWWDILKPGAPKPKANQQKQDNGRGL VLPG YK YLGPFNGLDKG
EPVNAADAAALEHDKAYDQQLQAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRY
LEPLGL VESPVKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGE
PPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYN
NHL YKQISNGTSGGSTNDNTYFG YSTPWG YFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFK
LFNIQVKEVTQNEGTK TIANNLTSTIQVFTDSE YQLPY VLGSAHQGCLPPFPAD VFMIPQYG YLTL
NNGSQAVGRSSFY CLEYFPSQMLRTGNNFEFS YNFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLS
RTQSTGGTAGTQQLLFSQAGPNNMSAQAKNWLPGPCYRQQRVSTTLSQNNNSNFAWTGATKYH
LNGRDSLVNPG VAMATHK DDEERFFPSSG VL MFGKQGAGKDN VD YSSVMIL TSEEEIKTTNPVAT
EQYGVVADNLQQQNAAPIVGAVNSQGALPGMVWQNRD VYL QGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGG
FGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQAKLASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTS
NYYKSTNVDFAVNTEGTYSEPRPIGTR YLTRNL

ADN VP1 Rh74 (SEQ ID NO:2):

ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACAACCTCTCTGAGGGCATTCGCGAGTG
GTGGGACCTGAAACCTGGAGCCCCGAAACCCAAAGCCAACCAGCAAAAGCAGGACAACGGCCGS
GG T TGO TG T T TE G TAC AL TACCTC S G ACECTTCAACEGACTCC ACAAGEECEANCCCET
CAACGCGGCGGACGCAGCGGCCCTCOGAGCACCACAAGGCCTACGACCAGCAGCTCCAAGCGGGTG
ACAATCCGTACCTGUGGTATAATCACGCCGACGCCGAGTTTCAGGAGCGTCTGCAAGAAGATAC
GTCTTITGGGGGCAACCTCGGGCGCGCAGTCTTCCAGGCCAAAAAGCGGGTTCTCGAACCTCTGG
GCCTGGTTGAATCGCCGGTTAAGACGGCTCCTGGAAAGAAGAGACCGOTAGAGCCATCACCCCA
GCGCTCTCCAGACTCCTCTACGGGCATCGGCAAGAAAGGCCAGCAGCCCGCAAAAAAGAGACTCA
ATTTTGGGCAGACTGGCGACTCAGAGTCAGTCCCCGACCCTCAACCAATCGGAGAACCACCAGCA
GGCCCCTCTGGTCTGGGATCTGGTACAATGGCTGCAGGCGGTGGCGCTCCAATGGCAGACAATAA
CGAAGGCGCCGACGGAGTGGGTAGTTICCTCAGGAAATTGGCATTGCGATTCCACATGGCTGGGC
GACAGAGTCATCACCACCAGCACCCGCACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAACCACCTCTACAA
GCAAATCTCCAACGGGACCTCGGGAGGAAGCACCAACGACAACACCTACTTCGGCTACAGCACCC
CCTGGGGGTATTTTGACTTCAACAGATTCCACTGCCACTTTTCACCACGTGACTGGCAGCGACTC
ATCAACAACAACTGGGGATTCCGGCCCAAGAGGCTCAACTTCAAGCTCTTCAACATCCAAGTCAA
GGAGGTCACGCAGAATGAAGGCACCAAGACCATCGCCAATAACCTTACCAGCACGATTCAGGTC
TTTACGGACTCGGAATACCAGCTCCCGTACGTGCTCGGCTCGGCGCACCAGGGCTGCCTGCCTCC
GTTCCCGGCGGACGTCTTCATGATTCCTCAGTACGGGTACCTGACTCTGAACAATGGCAGTCAGG
CTGTGGGCCGGTCGTCCITCTACTGCCTGGAGTACTTTCCTTCTCAAATGCTGAGAACGGGCAAC
AACTTTGAATTCAGCTACAACTTCGAGGACGTGCCCTTCCACAGCAGCTACGCGCACAGCCAGAG
CCTGGACCGGCTGATGAACCCTCTCATCGACCAGTACTTGTACTACCTGTCCCGGACTCAAAGCA
CGGGCGGTACTGCAGGAACTCAGCAGTTGCTATTTTCTCAGGCCGGGCCTAACAACATGTCGGCT
CAGGCCAAGAACTGGCTACCCGGTCCCTGCTACCGGCAGCAACGCGTCTCCACGACACTGTCGCA
GAACAACAACAGCAACTTTGCCTGGACGGGTGCCACCAAGTATCATCTGAATGGCAGAGACTCT
CTGGTGAATCCTGGCGTTGCCATGGCTACCCACAAGGACGACGAAGAGCGATTTITTICCATCCAG
CGGAGTCTTAATGTTTGGGAAACAGCGAGCTGGAAAAGACAACGTGGACTATAGCAGCGTGATG
CTAACCAGCGAGGAAGAAATAAAGACCACCAACCCAGTGGCCACAGAACAGTACGGCGTGGTGG
CCGATAACCTGCAACAGCAAAACGCCGCTCCTATTGTAGGGGCCGTCAATAGTCAAGGAGCCTTA
CCTGGCATGGTGTGGCAGAACCGGGACGTGTACCTGCAGGGTCCCATCTGGGCCAAGATTCCTCA
RO AC G A T TTEATCCCTE OGO TR ATE G ACE T TG ACTE AR GEATCCBOOTECTE
AGATCCTGATTAAAAACACACCTGTTCCCGCGGATCCTCCGACCACCTTCAATCAGGCCAAGCTG
GCTTCTTTCATCACGCAGTACAGTACCGGCCAGGTCAGCGTGGAGATCGAGTGGGAGCTGCAGA
AGGAGAACAGCAAACGCTGGAACCCAGAGATTCAGTACACTTCCAACTACTACAAATCTACAAA
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