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PARTICULAS VIRALES MODIFICADAS Y USOS DE ESTAS

REFERENCIA A UN LISTADO DE SECUENCIAS
PRESENTADO COMO UN ARCHIVO DE TEXTO A TRAVES DE EFS WEB
El listado de secuencias escrito en el archivo 10364WO01_ ST25.txt tiene 269 kilobytes, se creo el

19 de mayo de 2020, y se incorpora como referencia.

CAMPO TECNICO

La descripcion en la presente descripcion se refiere a los métodos para elaborar y usar particulas de
AAYV recombinantes que comprenden las proteinas de la capside de un AAV de animal no primate

y/o un AAV remoto.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El suministro de genes en células diana particulares se ha convertido en una de las tecnologias mas
importantes en medicina moderna para el tratamiento potencial de una variedad de enfermedades
cronicas y genéticas. Hasta el momento, el progreso en la aplicacion clinica de la terapia génica se
ha limitado por la falta de vehiculos de suministro génico ideales.

Idealmente, un vehiculo de suministro de genes es capaz de (1) introducir material genético de
manera estable en las células deseadas, (2) evitar la introduccion de material genético en células
que no son la diana y (3) escapar de la neutralizacién por parte del sistema inmunoldégico de un
paciente, por ejemplo, los anticuerpos de un paciente. Aunque actualmente se encuentran
disponibles varios vehiculos no patogénicos, la capacidad de estos vehiculos para transducir
células especificas y permanecer invisibles para las respuestas inmunitarias del huésped sigue
siendo menos que ideal.

Por ejemplo, las particulas virales basadas en virus adenoasociados (AAV) aisladas de primates,
particularmente humanos, por ejemplo, los serotipos de AAV AAV2, AAV4, AAV6, AAV7,
AAVS y AAVY, han sido foco de muchas investigaciones, ya que los AVV son capaces de
transducir una amplia gama de especies y tejidos de primates in vivo sin evidencia de toxicidad o
patogenicidad. (Muzyczka, y otros. (1992) Current Topics in Microbiology and Immunology,
158:97-129). Ademas, el AAV se transduce de manera segura en tejidos posmitdticos. Aunque el
virus puede integrarse ocasionalmente en los cromosomas del huésped, lo hace con muy poca

frecuencia en un locus de puerto seguro en el cromosoma humano 19, y solo cuando las proteinas
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de replicacion (Rep) se suministran en trans. Los genomas de AAV circulan rapidamente y se
concatenan en las células infectadas, y existen en un estado episomal estable en las células
infectadas para proporcionar la expresion estable a largo plazo de sus cargas sueltas.
Adicionalmente, en los ltimos afios se ha logrado manipular y redirigir la infeccion por AAV de
primates a células especificas. Muchos de los avances en la terapia génica dirigida mediante el uso
de particulas virales pueden resumirse como modificaciones no recombinantes (no genéticas) o
recombinantes (genéticas) de la particula viral, lo que da como resultado el pseudotipado,
expansion y/o redireccionamiento del tropismo natural de la particula viral. (Revisado en Nicklin y
Baker (2002) Curr. Gene Ther. 2:273-93; Verheiji y Rottier (2012) Advances Virol 2012:1-15).

En un enfoque de direccionamiento recombinante directo, un ligando de direccionamiento se
inserta directamente en, o se acopla a, una capside viral, es decir, los genes de céapsides virales de
proteinas se modifican para expresar proteinas de la capside viral que comprenden un ligando de
direccionamiento heterdlogo. Luego, el ligando de direccionamiento se redirige, por ejemplo, se
une a un receptor o marcador expresado preferentemente o exclusivamente en una célula diana.
(Stachler y otros. (2006) Gene Ther. 13:926-931; White y otros. (2004) Circulation 109:513-519;
véase también Park y otros, (2007) Frontiers in Bioscience 13:2653-59; Girod y otros. (1999)
Nature Medicine 5:1052-56; Grifman y otros. (2001) Molecular Therapy 3:964-75; Shi y otros.
(2001) Human Gene Therapy 12:1697-1711; Shi y Bartlett (2003) Molecular Therapy 7:515-525).
En enfoques recombinantes indirectos, una capside viral se modifica con un “andamio” heter6logo,
que luego se une a un adaptador que incluye un ligando de direccionamiento. El adaptador se une
al andamio y a la célula diana. (Amold y otros. (2006) Mol. Ther. 5:125-132; Ponnazhagen y otros.
(2002) J. Virol. 76:12900-907; véase también el documento WO 97/05266). Andamios tales como
(1) moléculas de union a Fc (por ejemplo, receptores de Fc, proteina A, etc.), que se unen al Fc de
adaptadores de anticuerpos, (2) (estrepto)avidina, que se une a adaptadores biotinilados, (3)
biotina, que se une a adaptadores fusionados con (estrepto)avidina, (4) una etiqueta detectable, que
es util para la deteccion y/o aislamiento de particulas virales, unido por un adaptador biespecifico
capaz de unir no covalentemente la etiqueta detectable y la molécula diana, y recientemente (5) se
han descrito pares de union de proteina: proteina que forman enlaces isopéptidos para una variedad
de particulas virales. (Véase, por ejemplo, Gigout y otros. (2005) Molecular Therapy 11:856—865;
Stachler y otros. (2008) Molecular Therapy 16:1467-1473; Quetglas y otros. (2010) Virus
Research 153:179-196; Ohno y otros. (1997) Nature Biotechnology 15:763—767; Klimstra y otros.
(2005) Virology 338:9-21).
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A pesar de los avances que proporcionan la capacidad de dirigir la infeccion por AAV, el AAV
reorientado como vehiculo de suministro de genes sigue siendo menos que ideal debido a la
presencia de anticuerpos neutralizantes contra las capsides de AAV (NAb). La presencia de NAb
de AAV en nifios sugiere que la infeccion con un AAV ocurre en la vida temprana (Calcedo y
otros. (2011) ASGCT; Huser y otros. (2017) J. Virol. 91: €02137-16). Se ha demostrado que los
anticuerpos generados por infeccion por AAV en la vida temprana pueden comprometer el uso
posterior de un vector de terapia génica de AAV derivado de AAV que es reconocido y
neutralizado por esos anticuerpos preexistentes. (Hurlbut y otros. (2010) Mol. Ther. 18:1983-94;
Jiang y otros. (2006) Blood 108:3321-8; Manno y otros. (2006) Nat. Med. 12:342-7; Scallan y
otros. (2006) Blood 107:1810-7; Wang y otros. (2010) Mol. Ther. 18:126-34). Ademas, la
presencia de titulos de anticuerpos neutralizantes contra un serotipo de AAV es clinicamente
significativa, ya que los pacientes con titulos altos se consideran inelegibles para cualquier
tratamiento que implique ese serotipo. (Jeune y otros. (2013) Hum Gene Ther Methods 24:59-67).

Por lo tanto, existe una necesidad de sistemas virales que sean no patogénicos, adaptables para la
transferencia dirigida de acidos nucleicos de interés a una variedad de células diana, y que superen

el obstaculo que suponen los anticuerpos preexistentes en pacientes que necesitan tratamiento.

SUMARIO DE LA INVENCION

En la presente descripcion se describe una estrategia que puede mitigar simultaneamente varios
problemas asociados con enfoques de tratamiento previos y actuales con particulas de virus
adenoasociados (AAV). Sin desear limitarse a la teoria, se espera que la mayoria de los seres
humanos carezcan de NAb preexistentes contra un AAV, cuya exposicion previa por parte de los
seres humanos sea baja. Sin embargo, la capacidad de dichos serotipos de AAV de manipularse
con €xito para su uso como un vector de terapia génica capaz de dirigirse a células especificas, e
infectarlas, y/o de evitar la reactividad cruzada por cualquier anticuerpo preexistente en la
poblacion humana permanecié hasta ahora desconocida.

En la presente descripcion se muestra que una proteina de la cépside de AAV de una especie
animal no primate puede modificarse para permitir la introduccion dirigida de un nucleétido de
interés en células de mamifero de una especie animal diferente. Ademas, lo que se muestra en la
presente descripcion es una prueba de que una particula de AAV de un animal no primate asi
modificada sigue siendo menos probable que las modalidades terapéuticas actuales de AAV, que

se basan en serotipos de AAV humanos bien caracterizados, de ser reconocida y/o detectada por
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anticuerpos preexistentes que son encontrados en la poblacion humana. En consecuencia, en la
presente descripcion se describen las particulas virales de AAV que son capaces de infectar una
célula de eleccion y muy capaces de evadir la neutralizacion por parte de anticuerpos preexistentes.
En la presente descripcion se describen las particulas virales de AAV recombinantes que
comprenden (i) una capside de AAV que comprende las proteinas de la capside de AAV VP1, VP2
y VP3, y (i1) empaquetadas dentro de la capside de AAV, una secuencia de 4cido nucleico que
comprende una secuencia de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV,
en donde al menos uno de:

a) laproteina de la capside de AAV VPI,

b) cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VPI1,

c) laproteina de la capside de AAV VP2,

d) cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP2,

e) laproteina de la capside de AAV VP3,y

f) cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP3,
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de una proteina de la
capside de un AAV de animal no primate o una porcion de este, o un AAV remoto o una porcion
de este,

en donde
I. al menos una de las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3 comprende
una modificacion seleccionada del grupo que consiste en:

(a) un primer miembro de un par de union proteina: proteina, en donde el
par de union proteina: proteina dirige el tropismo de la particula viral de AAV,

(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacioén puntual, preferentemente en donde la mutacién puntual
reduce el tropismo natural de la particula viral de AAV y/o crea una etiqueta
detectable,

(d) una secuencia de aminoacidos quimérica y

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d), y/o

II. la secuencia de ITR, o porcion de esta, comprende una secuencia de acido
nucleico que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un

95 % de identidad, con la secuencia de ITR de un segundo AAV o porcion de este, en

4



10

15

20

25

30

donde el segundo AAV no es el mismo que el de AAV de animal no primate o el
AAV remoto, y
en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped mamifero,
preferentemente un huésped primate.
En algunas modalidades, una particula viral de AAV recombinante comprende (i) una capside de
AAV que comprende las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada
dentro de la capside de AAV, una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV,
en donde al menos uno de:
a) laproteina de la capside de AAV VP1,
b) laproteina de la capside de AAV VP2, y
c) laproteina de la capside de AAV VP3,
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de una proteina de la
capside de un AAV de animal no primate o un AAV remoto,
en donde
I. al menos una de las proteinas de la capside de AAV VP1, VP2 y VP3 comprende
una modificacion seleccionada del grupo que consiste en:

(a) un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina, en donde el
par de unidn proteina: proteina dirige el tropismo de la particula viral de AAV,

(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacioén puntual, preferentemente en donde la mutacién puntual
reduce el tropismo natural de la particula viral de AAV y/o crea una etiqueta
detectable,

(d) una secuencia de aminoacidos quimérica y

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d), y/o

I1. la secuencia de ITR, o porcidon de esta, comprende una secuencia de acido nucleico
que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad, con la secuencia de ITR de un segundo AAV o porcion de este, en donde el

segundo AAV no es el mismo que el de AAV de animal no primate o el AAV remoto,
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en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped mamifero,
preferentemente un huésped primate.
En algunas modalidades, una particula viral de AAV recombinante comprende (i) una capside de
AAV que comprende las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada
dentro de la capside de AAV, una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV,
en donde al menos uno de:
a. cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VPI,
b. cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP2, y
c. cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP3,
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de una proteina de la
capside de un AAV de animal no primate o una porcion de este, o un AAV remoto o una porcion
de este,
en donde
I. al menos una de las proteinas de la capside de AAV VP1, VP2 y VP3 comprende
una modificacion seleccionada del grupo que consiste en:

(a) un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina, en donde el
par de union proteina: proteina dirige el tropismo de la particula viral de AAV,

(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacioén puntual, preferentemente en donde la mutacién puntual
reduce el tropismo natural de la particula viral de AAV y/o crea una etiqueta
detectable,

(d) una secuencia de aminoacidos quimérica y

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d), y/o

II. la secuencia de ITR, o porcion de esta, comprende una secuencia de acido nucleico
que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad, con la secuencia de ITR de un segundo AAV o porcidn de este, en donde el
segundo AAV no es el mismo que el de AAV de animal no primate o el AAV remoto,
y

en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped mamifero,

preferentemente un huésped primate
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En algunas modalidades de particulas virales de AAV recombinantes, la particula viral
recombinante comprende (i) una capside de AAV que comprende las proteinas de la capside de
AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada dentro de la cadpside de AAV, una secuencia de acido
nucleico que comprende una repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, en donde al menos una
de las proteinas de la capside de AAV VP1, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV
VP1, la proteina de la capside de AAV VP2, cualquier porcion de la proteina de la cépside de
AAV VP2, la proteina de la capside de AAV VP3 y cualquier porcion de la proteina de la capside
de AAV VP3 comprende una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de secuencia
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminodcidos de una
proteina de la capside de un AAV de animal no primate o una porcion de esta, y en donde al menos
una de las proteinas de la capside de AAV VPI, VP2 y VP3 comprende una modificacion
seleccionada del grupo que consiste en:
(a) un primer miembro de un par de union proteina: proteina, en donde el par de unioén
proteina: proteina dirige el tropismo de la particula viral de AAV,
(b) una etiqueta detectable,
(c) una mutacion puntual, preferentemente en donde la mutacion puntual reduce el
tropismo natural de la particula viral de AAV y/o crea una etiqueta detectable,
(d) una secuencia de aminoacidos quimérica y
(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d),
en donde la secuencia de ITR completa o una porcion de la secuencia de ITR comprende una
secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad, con la ITR del AAV de animal no primate, opcionalmente en donde
la secuencia de ITR comprende un secuencia de acido nucleico quimérico, y en donde una porcion
de la secuencia de acido nucleico quimérico que tiene una identidad de secuencia significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la ITR del AAV de no primates o porcion de esta esta
operativamente unida a una porcion de la secuencia de acido nucleico quimérico que tiene una
identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la ITR de un
segundo AAV o porcion de este, en donde el segundo AAV no es el mismo que el AAV de animal
no primate, y en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped
mamifero, preferentemente un huésped primate.
En algunas modalidades, una particula viral de AAV recombinante comprende (i) una capside de

AAV que comprende las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada
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dentro de la capside de AAV, una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, en donde al menos una de la proteina de la capside de
AAV VP1, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP1, la proteina de la capside
de AAV VP2, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP2, la proteina de la
capside de AAV VP3 y cualquier porcion de la VP3 de AAV la proteina de la cadpside comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminodcidos de una proteina de la capside de un
AAV de animal no primate o una porcion de esta,

en donde la secuencia ITR, o porcidon de esta, comprende una secuencia de acido nucleico
que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad,
con la secuencia ITR de un segundo AAV o porcidn de esta, en donde el segundo AAV no es el
mismo que AAV de animal no primate,

en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped
mamifero, preferentemente un huésped primate, y

opcionalmente en donde al menos una de las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y
VP3 comprende una modificacion seleccionada del grupo que consiste en:

(a) un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, en donde el par de unidén
proteina: proteina dirige el tropismo de la particula viral de AAV,

(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacion puntual, preferentemente en donde la mutacién puntual reduce el tropismo
natural de la particula viral de AAV y/o crea una etiqueta detectable, y

(e) cualquier combinacion de (a)-(c).
En algunas modalidades, una particula viral de AAV recombinante comprende (i) una capside de
AAV que comprende las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada
dentro de la capside de AAV, una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, en donde al menos una de la proteina de la capside de
AAV VP1, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VPI1, la proteina de la capside
de AAV VP2, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP2, la proteina de la
capside de AAV VP3 y cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP3 comprende una
secuencia de aminoacidos quimérica que comprende (A) una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la

secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de AAV de un animal no primate, o una

8



10

15

20

25

30

porcion de esta, operativamente unida a (B) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de
aminoacidos de una segunda proteina de la cépside de AAV, o una porcion de esta, en donde el
segundo AAV no es el mismo que AAV de animal no primate, en donde en la particula viral de
AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped mamifero, preferentemente un huésped
primate, y opcionalmente en donde al menos una de las proteinas de la capside de AAV VPI,
cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VPI, la proteina de la capside de AAV
VP2, cualquier porcidon de la proteina de la cédpside de AAV VP2, la proteina de la capside de
AAV VP3 y cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP3 que comprenda una
secuencia de aminoacidos quimérica comprende ademas una modificacion seleccionada del grupo
que consiste en
(a) un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina,
(b) una etiqueta detectable, y
(c) una combinacion de (a) y (b).
En algunas modalidades de particulas virales de AAV recombinantes, la particula viral
recombinante comprende (i) una capside de AAV que comprende las proteinas de la capside de
AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada dentro de la cadpside de AAV, una secuencia de acido
nucleico que comprende una repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, en donde al menos una
de la proteina de la capside de AAV VPI1, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV
VP1, la proteina de la capside de AAV VP2, cualquier porcion de la proteina de la cépside de
AAV VP2, la proteina de la capside de AAV VP3 y cualquier porcion de la proteina de la capside
de AAV VP3 comprende una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de secuencia
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de una
proteina de la capside de un AAV remoto o porcion de este, y en donde al menos una de las
proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3 comprende una modificacion seleccionada del
grupo que consiste en:
(a) un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, en donde el par de unioén
proteina: proteina dirige el tropismo de la particula viral de AAV,
(b) una etiqueta detectable,
(c) una mutacion puntual, preferentemente en donde la mutacion puntual reduce el
tropismo natural de la particula viral de AAV y/o crea una etiqueta detectable,

(d) una secuencia de aminoacidos quimérica y
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(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d),

en donde la secuencia de ITR completa o una porcion de la secuencia de ITR comprende una
secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad, con la ITR del AAV remoto, opcionalmente en donde la secuencia de
ITR comprende una secuencia de acido nucleico quimérica, y en donde una porcion de la
secuencia de acido nucleico quimérico que tiene una identidad de secuencia significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la ITR del AAV remoto o una porcion de este esta
enlazada operativamente a una porcion de la secuencia de acido nucleico quimérico que tiene una
identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la ITR de un
segundo AAV o porcion de este, en donde el segundo AAV no es el mismo que el AAV remoto, y
en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped mamifero,
preferentemente un primate huésped.
En algunas modalidades, una particula viral de AAV recombinante comprende (i) una capside de
AAV que comprende las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada
dentro de la capside de AAV, una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, en donde al menos una de la proteina de la capside de
AAV VP1, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VPI1, la proteina de la capside
de AAV VP2, cualquier porcion de la proteina de la cépside de AAV VP2, la proteina de la
capside de AAV VP3 y cualquier porcion de la proteina de la capside VP3 de AAV comprende una
secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminodcidos de una proteina de la capside de un
AAV remoto o una porcion de este,

en donde la secuencia de ITR, o porcion de esta, comprende una secuencia de acido nucleico
que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad,
con la secuencia ITR de un segundo AAV o porcion de esta, en donde el segundo AAV no es el
mismo que el AAV remoto,

en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar a un huésped
mamifero, preferentemente un huésped primate, y

opcionalmente en donde al menos una de las proteinas de la cépside de AAV VPI1, VP2 y
VP3 comprende una modificacion seleccionada del grupo que consiste en:

(a) un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, en donde el par de unidén

proteina: proteina dirige el tropismo de la particula viral de AAV,
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(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacion puntual, preferentemente en donde la mutacién puntual reduce el tropismo
natural de la particula viral de AAV y/o crea una etiqueta detectable, y

(d) cualquier combinacion de (a)-(c).
En algunas modalidades, una particula viral de AAV recombinante comprende (i) una capside de
AAV que comprende las proteinas de la capside de AAV VPI1, VP2 y VP3, y (ii) empaquetada
dentro de la capside de AAV, una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, en donde al menos una de la proteina de la capside de
AAV VPI, cualquier porcion de la proteina de la capside de AAV VP, la proteina de la capside
de AAV VP2, cualquier porcion de la proteina de la cépside de AAV VP2, la proteina de la
capside de AAV VP3 y cualquier porcion de la proteina de la capside VP3 de AAV comprende una
secuencia de aminoacidos quimérica que comprende (A) una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la
secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de AAV remoto, o una porcion de esta,
enlazada operativamente a (B) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de una
segunda proteina de la capside de AAV, o una porcion de esta, en donde el segundo AAV no es el
mismo que el AAV remoto, en donde la particula viral de AAV recombinante es capaz de infectar
a un huésped mamifero, preferentemente un huésped primate, y opcionalmente en donde al menos
una de las proteinas de la capside de AAV VPI1, cualquier porcion de la proteina de la capside de
AAV VP1, la proteina de la capside de AAV VP2, cualquier porcion de AAV VP2 proteina de la
capside, la proteina de la capside de AAV VP3 y cualquier porcion de la proteina de la capside de
AAV VP3 que comprende una secuencia de aminoacidos quimérica comprende ademds una
modificacion seleccionada del grupo que consiste en

(a) un primer miembro de un par de uniodn proteina: proteina,

(b) una etiqueta detectable, y

(c) una combinacion de (a) y (b).
En algunas modalidades de la invencidn, una particula viral de AAV comprende una capside de
AAYV, en donde al menos una proteina de la capside de AAV (por ejemplo, una proteina de la
capside VP1 de AVV, una proteina de la capside VP2 de AVV y/o una proteina de la capside VP3
de AVV) de dicha cépside de AAV comprende al menos una porcion de una secuencia de

aminoacidos de una proteina de la capside seleccionada del grupo que consiste en una proteina de
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la capside de un AAV de animal no primate, una proteina de la capside de un AAV remoto, y una
de sus combinaciones, y en donde al menos una proteina de la capside de AAV de dicha capside de
AAYV se modifica para comprender (a) al menos un primer miembro de un par de uniéon proteina:
proteina, (b) una etiqueta detectable, (¢) una mutacién puntual, (d) una secuencia de aminoacidos
quiméricos que comprende una porcion de una secuencia de aminoacidos de otra proteina de la
capside de AAV enlazada operativamente a dicha secuencia de aminoécidos de la proteina de la
capside seleccionada del grupo que consiste en la proteina de la capside del AAV de animal no
primate, la proteina de la capside de un AAV remoto o una de sus combinaciones, y (€) cualquier
combinacion de (a), (b), (c) y (d). En algunas modalidades de la invencion, una particula viral de
AAYV comprende una capside de AAV, en donde al menos una proteina de la capside de AAV (por
ejemplo, una proteina de la capside VP1 de AVV, una proteina de la capside VP2 de AVV y/o una
proteina de la capside VP3 de AVV) de dicha capside de AAV comprende al menos una porcion
de esta tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo al menos 95 % de identidad, con
una proteina de la capside seleccionada del grupo que consiste en una proteina de la capside de un
AAV de animal no primate, una porciéon de una proteina de la capside del AAV de animal no
primate, una proteina de la capside de un AAV remoto, un porcion de la proteina de la capside de
un AAV remoto, y una de sus combinaciones, y en donde la al menos una proteina de la capside
del VAA de dicha cépside del VAA se modifica para comprender (a) al menos un primer miembro
de un par de union proteina: proteina, (b) una etiqueta detectable, (¢) una mutacion puntual, (d) una
secuencia de aminoacidos quimérica que comprende una porcidon de una secuencia de aminoacidos
de otra, por ejemplo, una segunda proteina de la capside de AAV que esta enlazada operativamente
a dicha secuencia de aminoacidos de la proteina de la cépside seleccionada del grupo que consiste
en la proteina de la cépside del AAV de animal no primate, la proteina de la capside del AAV
remoto, o la combinacién de estas, y (e) cualquier combinacién de (a), (b), (c) y (d). En algunas
modalidades de la invencion, una particula viral de AAV comprende una capside de AAV, en
donde al menos una proteina de la capside de AAV (por ejemplo, una proteina de la capside VP1
de AVV, una proteina de la capside VP2 de AVV y/o una proteina de la capside VP3 de AVV) de
dicha capside de AAV comprende al menos una porcion de una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la capside de un AAV de animal no primate (por ejemplo, en donde al menos una
proteina de la capside de AAV comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de secuencia significativa, por ejemplo. al menos 95 % de identidad de secuencia, con una proteina

de la capside de un AAV de animal no primate) en donde al menos una proteina de la capside de
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dicha capside de AAV se modifica para comprender (a) al menos un primer miembro de un par de
unién proteina: proteina, (b) una etiqueta detectable, (c) una mutacién puntual, (d) una secuencia
de aminoacidos quiméricos que comprende una porcion de una secuencia de aminoacidos de una
otra, por ejemplo, una segunda, proteina de la capside de AAV enlazada operativamente a dicha
secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside de AAV de animal no primate, y (e)
cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

En algunas modalidades de la invencidn, una particula viral de AAV comprende una capside de
AAV, en donde al menos una proteina de la capside de AAV (por ejemplo, una proteina de la
capside VP1 de AVV, una proteina de la capside VP2 de AVV y/o una proteina de la capside VP3
de AVV) de dicha cépside de AAV comprende al menos una porcion de una secuencia de
aminodcidos de una proteina de la capside de un AAV remoto (por ejemplo, en donde al menos
una proteina de la capside de AAV comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con
la proteina de la cépside de un AAV remoto), en donde al menos una proteina de la capside de
AAYV de dicha cépside de AAV se modifica para comprender (a) al menos un primer miembro de
un par de union proteina: proteina, (b) una etiqueta detectable, (c) una mutacion puntual, (d) una
secuencia de aminoacidos quiméricos que comprende una porcion de una secuencia de
aminoacidos de una otra, por ejemplo, una segunda, proteina de la capside de AAV enlazada
operativamente a dicha secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside de AAV remoto y
(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

En algunas modalidades de la invencion, una particula viral de AAV comprende (A) al menos una
proteina de la capside de AAV, por ejemplo, una proteina de la capside VP1 de AVV, una proteina
de la capside VP2 de AVV y/o una proteina de la capside VP3 de AVV, que comprende una
secuencia de aminodcidos. idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos
un 95 % de identidad de secuencia, a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en (i) una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal
no primate, (ii) un secuencia de aminoacidos de una proteina de la cépside de un AAV de primate
remoto, y (ii1) una secuencia de aminoacidos de una de sus combinaciones, y (B) un genoma de
AAV que comprende un nucleoétido de interés y una ITR de AAV que comprende al menos una
porcion de una secuencia de ITR de otro, por ejemplo, un segundo AAV, en donde el otro AAV no

es idéntico al AAV de animal no primate y tampoco es idéntico al AAV de primate remoto.
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En algunas modalidades de la invencion, una particula viral de AAV comprende (A) al menos una
proteina de la capside de AAV (por ejemplo, una proteina de la capside VP1 de AVV, una proteina
de la capside VP2 de AVV y/o una proteina de la capside VP3 de AVV) que comprende una
secuencia de aminodcidos. idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos
un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoicidos de una proteina de la
capside de un AAV de animal no primate, y (B) un genoma de AAV que comprende un nucle6tido
de interés y una ITR de AAV que comprende al menos una porcion de una secuencia de ITR de
otro AAV, por ejemplo, un segundo AAV, en donde el otro AAV no es idéntico al AAV de animal
no primate.

En algunas modalidades de la invencion, una particula viral de AAV comprende (A) al menos una
proteina de la capside de AAV (por ejemplo, una proteina de la capside VP1 de AVV, una proteina
de la capside VP2 de AVV y/o una proteina de la capside VP3 de AVV) que comprende una
secuencia de aminodcidos. idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos
un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de una proteina de la
capside de un AAV remoto, y (B) un genoma de AAV que comprende un nucledtido de interés y
una ITR de AAV que comprende al menos un porcion de una secuencia de ITR de otro AAV, por
ejemplo, un segundo AAV, en donde el otro AAV no es idéntico al AAV de primate remoto.

En algunas modalidades de la invencion de particulas virales de AAV, la proteina de la capside
comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de la
proteina de la capside del AAV de animal no primate, la proteina de la capside del AAV remoto, o
una de sus combinaciones, se modifica para comprender (a) al menos un primer miembro de un par
de unidn proteina: proteina, (b) una etiqueta detectable, (c) una mutacion puntual.

En algunas modalidades de la invencion de particulas virales de AAV, la proteina de la capside que
comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de la
proteina de la capside, el AAV de un animal no primate, la proteina de la capside del AAV remoto,
o una de sus combinaciones, comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una
identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una
secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 del AAV de un animal no primate y/o
una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 del AAV remoto. En algunas

modalidades, la proteina de la capside comprende una secuencia de aminoécidos idéntica a o que
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tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con la
secuencia de aminodcidos de la proteina de la capside del AAV de animal no primate, la proteina
de la capside del AAV remoto, o una de sus combinaciones, comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad de secuencia, a una secuencia de aminodcidos de una proteina de la capside VP2 del
AAYV de un animal no primate y/o un secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP2
del AAV remoto. En algunas modalidades, la proteina de la capside comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad de secuencia, con la secuencia de aminodcidos de la proteina de la capside del AAV de
animal no primate, la proteina de la capside del AAV remoto, o una de sus combinaciones,
comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, a una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la capside VP1 del AAV de un animal no primate y/o un secuencia de aminoacidos de
una proteina de la capside VP1 del AAV remoto.

En algunas modalidades de particulas virales de AAV de la invencion, la capside de dicha particula
comprende (i) una proteina de la capside VP1 que es (a) una proteina de la capside VP1 de AAV
quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de la cépside VP1 quimérica comprende una
region unica de VP1 (VPl-u) de un otro AAV, por ejemplo, segundo, AAV enlazada
operativamente a una region comin VP1/VP2 y una region VP3 del AAV de no primate o el AAV
remoto, o (b) una proteina de la capside VP1 del AAV de no primate o el AAV remoto, (ii) una
proteina de la capside VP2 que es (a) una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV,
opcionalmente, en donde la proteina de la capside VP2 quimérica comprende una region comun
VP1/VP2 de un otro, por ejemplo, segundo AAV enlazada operativamente a una region VP3 del
AAV de no primate o el AAV remoto, o (b) una proteina de la capside VP2 del AAV de no
primate o el AAV remoto, y (iii) la proteina de la capside VP3 del AAV de no primate o el AAV
remoto. En algunas modalidades, la capside de dicha particula comprende (i) una proteina de la
capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de la capside VP1 quimérica
comprende una region unica de VP1 (VP1-u) de un otro, por ejemplo, segundo, AAV enlazada
operativamente a una region comin VP1/VP2 y una regiéon de VP3 del AAV de no primate o el
AAYV remoto, (ii) una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV, opcionalmente, en donde la
proteina de la cépside VP2 quimérica comprende una region comun VP1/VP2 de otro, por

ejemplo, segundo, AAV enlazada operativamente a una region de VP3 del AAV de no primate o el
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AAYV remoto, y (iii) la proteina de la capside VP3 del AAV de no primate o el AAV remoto. En
algunas modalidades, la capside de dicha particula comprende (i) una proteina de la capside VPI
de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de la capside VP1 quimérica comprende
una region unica de VP1 (VP1-u) de otro AAV enlazada operativamente a una region comun
VP1/VP2 y una regién de VP3 del AAV de no primate o el AAV remoto, (ii) una proteina de la
capside VP2 del AAV de no primate o el AAV remoto, y (ii1) la proteina de la capside VP3 del
AAV de primate o el AAV remoto. En algunas modalidades, la capside comprende (i) una proteina
de la capside VP1 del AAV de no primate o del AAV remoto, (ii) una proteina de la capside VP2
del AAV de no primate o del AAV remoto, y (iii) una proteina de la capside VP3 del AAV de no
primate o del AAV remoto, y opcionalmente en donde la particula comprende un genoma de AAV
que comprende una ITR de AAV que comprende al menos una porcion de una secuencia de ITR de
otro, por ejemplo, un segundo, AAV, dentro de la capside. En algunas modalidades, el otro AAV
no es idéntico al AAV de animal no primate.

En algunas modalidades de particulas virales de AAV recombinantes, (i) la proteina de la capside
VP1 comprende (a) una secuencia de aminoacidos quimérica, en donde opcionalmente la region
unica de VP1 (VPl-u) de la proteina de la capside VP1 de AAV quimérica comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de la VP1-u de un segundo AAV 'y
en donde la region comun VP1/VP2 y la region VP3 de la capside VP1 de AAV quimérica
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de la regiéon comun
VP1/VP2 y la region de VP3 de un AAV de animal no primate, o (b) una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad, con la proteina de la capside VP1 del AAV de animal no primate, (ii) la proteina de la
capside VP2 comprende (a) una secuencia de aminoacidos quimérica, en donde opcionalmente la
region comun VP1/VP2 de la proteina de la capside VP2 de AAV quimérico comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de la region comtin VP1/VP2 de un
segundo AAV y en donde la region VP3 de la proteina de la capside VP2 quimérica comprende al
menos un 95 % de identidad con la region VP3 del AAV de animal no primate, o (b) una secuencia
de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 %

de identidad, con la proteina de la capside VP2 del AAV de animal no primate, y (iii) la proteina
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de la capside VP3 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con una secuencia de
aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate. En algunas
modalidades, (i) la proteina de la cédpside VP1 comprende una secuencia de aminoacidos
quimérica, en donde opcionalmente la regién tinica de VP1 (VP1-u) de la proteina de la cépside
VP1 de AAV quimérica comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
secuencia significativa, por ejemplo, en al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de
aminodcidos de la VP1-u de un segundo AAV y en donde la region comin VP1/VP2 y la region
VP3 de la capside VP1 de AAV quimérica comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia significativa, por ejemplo, en al menos un 95 % de identidad, con la
secuencia de aminoacidos de la region comin VP1/VP2 y la region VP3 de un AAV de animal no
primate, (ii) la proteina de la capside VP2 comprende una secuencia de aminoacidos quimérica, en
donde opcionalmente la region comun VP1/VP2 de la proteina de la capside VP2 del AAV
quimérico comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de aminoacidos de la
region comun VP1/VP2 de un segundo AAV y en donde la region VP3 de la proteina de la cépside
VP2 quimérica comprende al menos un 95 % de identidad con la region VP3 del AAV de un
animal no primate, y (iii) la proteina de la capside VP3 comprende una secuencia de aminoécidos
que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad,
con una secuencia de aminoacidos. de la proteina de la capside VP3 del AAV de animal no
primate. En algunas modalidades, (i) la proteina de la capside VP1 de AAV comprende una
secuencia de aminodcidos quimérica, en donde opcionalmente la region tnica de VP1 (VP1-u) de
la proteina de la capside VP1 de AAV quimérica comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la
secuencia de aminoéacidos de VP1-u de un segundo AAV y en donde la regiéon comun VP1/VP2 y
la region VP3 de la capside VP1 de AAV quimérica comprende una secuencia de aminodcidos que
tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la
secuencia de aminodcidos de la region comun VP1/VP2 y la region VP3 del AAV de un animal no
primate, (ii) la proteina de la cdpside VP2 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con una
secuencia de aminoécidos de la proteina de la capside VP2 del AAV de animal no primate, y (iii)

la proteina de la capside VP3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de
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secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de
aminodcidos de una proteina de la capside VP3 del AAV del animal no primate. En algunas
modalidades, (i) la proteina de la capside VP1 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con una
secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP1 del AAV de un animal no primate, (ii)
la proteina de la capside VP2 comprende una secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de
secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con una secuencia de
aminodcidos de la proteina de la capside VP2 del AAV de animal no primate, y (iii) la proteina de
la capside VP3 comprende un secuencia de aminodcidos que tiene una identidad de secuencia
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con una secuencia de aminodacidos de la
proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate, y opcionalmente en donde la particula
comprende un genoma de AAV que comprende una ITR de AAV que comprende al menos una
porcidn de una secuencia de ITR de otra, por ejemplo, un segundo, AAV, dentro de la capside. En
algunas modalidades, el otro AAV no es idéntico al AAV de animal no primate.

En algunas modalidades de particulas virales de AAV de la invencion, el otro AAV es un AAV de
primate o una combinacion de AAV de primate. En algunas modalidades, el otro AAV se
selecciona del grupo que consiste en AAVI, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6, AAVT,
AAVS, AAV9, AAVI10, AAVI1I, AAV12, AAVI3 y una de sus combinaciones. En algunas
modalidades, el otro AAV es AAV2.

En algunas modalidades de particulas virales de AAV de la invencion, el AAV de animal no
primate es un AAV de no primate enumerado en la Tabla 2. En algunas modalidades, el AAV de
no primate es un AAV de ave (AAAV), un AAV de lobo marino o un AAV de dragon barbudo. En
algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un AAAV y, opcionalmente, una secuencia
de aminodcidos de una proteina de la capside de AAAV comprende una modificacion en la
posicion 1444 o 1580 de una proteina de la capside VP1 de AAAV. En algunas modalidades, el
AAV de animal no primate es un AAV de animal escamoso, por ejemplo, un AAV de dragon
barbudo y, opcionalmente, una secuencia de aminoacidos de un AAV de dragoén barbudo
comprende una modificacion en la posicion 1573 o 1436 de una proteina de la capside VP1 de un
AAYV de dragon barbudo. En algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un AAV de
mamifero, por ejemplo, un AAV de lobo marino y, opcionalmente, una secuencia de aminoacidos

de un AAV de lobo marino comprende una modificacién en una posicion seleccionada del grupo
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que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437 y A565 de una proteina de la capside
VPI1 de un AAV de lobo marino.

En algunas modalidades de particulas virales de AAV de la invencion, el par de unidén proteina:
proteina se selecciona de SpyTag: SpyCatcher, SpyTag: KTag, Isopeptag: pilin C, SnoopTag:
SnoopCatcher y SpyTag002:SpyCatcher002. En algunas modalidades, el primer miembro de un
par de unidn proteina: proteina comprende c-myc que comprende una secuencia establecida como
la SEQ ID NO:44. En algunas modalidades, la etiqueta detectable comprende el epitopo B1 que
comprende una secuencia de aminoacidos de IGTRYLTR (SEQ ID NO: 45).

En algunas modalidades, una particula de AAV de la invencion comprende una proteina de la
capside VP3 del AAV de animal no primate, el AAV remoto, o la combinacion de estos, en donde
la proteina de la cépside VP3 se modifica para comprender (a) al menos un primer miembro de un
par de union proteina: proteina, opcionalmente, en donde el par de unioén proteina: proteina se
selecciona del grupo que consiste en SpyTag:SpyCatcher, SpyTag:KTag, Isopeptag:pilin C,
SnoopTag:SnoopCatcher 'y  SpyTag002:SpyCatcher002, (b) una etiqueta detectable,
opcionalmente, en donde la etiqueta detectable comprende la secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 44 o la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO:45, (¢)
una mutacion puntual o (d) cualquier combinacion de (a), (b) y (c). En algunas modalidades, la
proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate, el AAV remoto, o la combinacion de
estos se modifica para comprender (a) al menos SpyTag que comprende una secuencia de
aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 43 y/o (b) una etiqueta detectable que comprende la
secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 45.

En algunas modalidades, una particula de AAV de la invencion comprende un primer y/o segundo
enlazador que enlaza operativamente un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina y/o
una etiqueta detectable a una proteina de la cépside de dicha particula de AAV. En algunas
modalidades, el primer y el segundo enlazador no son idénticos. En algunas modalidades, el primer
y el segundo enlazador son idénticos. En algunas modalidades, el primer y/o segundo enlazador
tiene 10 aminoacidos de longitud.

En algunas modalidades de particulas virales de la invencién, al menos una las proteinas de la
capside VP1, VP2 y VP3, opcionalmente, al menos la capside VP3, se modifica para comprender
(a) un primer miembro de un par de union proteina: proteina, (b) una etiqueta detectable, (c) una
mutacion puntual o (d) cualquier combinacién de (a), (b) y/o (c¢). En algunas modalidades, el

primer miembro de un par de unién proteina: proteina y/o la etiqueta detectable o la mutacion
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puntual se coloca dentro de una region variable de la proteina de la cépside. En algunas
modalidades, el primer miembro de un par de union proteina: proteina o la etiqueta detectable esta
flanqueado por un primer enlazador y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, el primer
y/o segundo enlazador tiene 1-10 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, el primer y el
segundo enlazador no son idénticos. En algunas modalidades, el primer y el segundo enlazador son
idénticos.

En algunas modalidades de particulas virales, una proteina de la cépside VP3 de AAAV
comprende una modificacion, opcionalmente un primer miembro de un par de union proteina:
proteina, en donde opcionalmente la modificacion estd en una o mas posiciones 1444 (por ejemplo,
G444) y/o 1580 (por ejemplo, K580). En algunas modalidades, una proteina de la capside VP3 de
AAAV comprende una modificacion, opcionalmente, un primer miembro de un par de union
proteina: proteina, opcionalmente, en donde la modificacion estd en una o mas posiciones de 1444
(por ejemplo, G444) y/o 1580 (por ejemplo, K580). En algunas modalidades, una proteina de la
capside VP3 de AAV de dragén barbudo comprende una modificacion, opcionalmente, un primer
miembro de un par de union proteina: proteina, opcionalmente, en donde la modificacion esta en
una o mas posiciones de I573 (por ejemplo, T573) y/o 1436 (por ejemplo, G436). En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP3 de lobo marino comprende una modificacion,
opcionalmente, un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, opcionalmente, en donde
la modificacion estd en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429 (por ejemplo,
N429), 1430 (por ejemplo, P430), 1431 (por ejemplo,T431), 1432 (por ejemplo, G432), 1433 (por
ejemplo, S433), 1434 (por ejemplo, T434), 1436 (por ejemplo, R436), 1437 (por ejemplo, D437) e
1565 (A565).

En algunas modalidades de particulas virales de la invencion, al menos una proteina de la capside,
opcionalmente, al menos la proteina de la capside VP3, se modifica para comprender un primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina. En algunas modalidades, el primer miembro de un
par de unidn proteina: proteina comprende un primer miembro de un par de unidén proteina:
proteina. En algunas modalidades, el primer miembro de un par de unidén proteina: proteina
comprende un segundo miembro cognado del par de unién proteina: proteina. En algunas
modalidades, el primer y el segundo miembro del par de union proteina: proteina se unen mediante
un enlace covalente, por ejemplo, un enlace isopeptidico. En algunas modalidades, el primer
miembro del par de unioén proteina: proteina es SpyTag y, opcionalmente, el segundo miembro del

par de union proteina: proteina es SpyCatcher o KTag. En algunas modalidades, el primer
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miembro del par de unioén proteina: proteina es KTag y, opcionalmente, el segundo miembro del
par de unidn proteina: proteina es SpyTag. En algunas modalidades, el primer miembro de un par
de uniodn proteina: proteina es SnoopTag y el segundo miembro del par de union proteina: proteina
es SnoopCatcher. En algunas modalidades, el primer miembro del par de union proteina: proteina
es isopeptag y el segundo miembro del par de union proteina: proteina es Pilin-C. En algunas
modalidades, el primer miembro del par de union proteina: proteina es SpyTag002 y el segundo
miembro del par de union proteina: proteina es SpyCatcher002. En algunas modalidades, el
segundo miembro del par de unidn proteina: proteina se une a un ligando de direccionamiento, por
ejemplo, un resto de union, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de este. En algunas
modalidades, el ligando de direccionamiento puede fusionarse con un segundo miembro de un par
de union proteina: proteina, por ejemplo, SpyCatcher, opcionalmente, a través de un enlazador en
el extremo C del segundo miembro, y el enlazador se fusiona con SpyCatcher en el extremo C del
enlazador. En algunas modalidades, el enlazador comprende la secuencia GSGESG (SEQ ID NO:
49). En algunas modalidades, el primer miembro de un par de union proteina: proteina comprende
una etiqueta detectable. En algunas modalidades, el primer miembro de un par de unién proteina:
proteina comprende la etiqueta detectable c-myc.

En algunas modalidades de particulas virales de la invencion, al menos una proteina de la capside,
opcionalmente, al menos la proteina de la capside VP3, se modifica para comprender una etiqueta
detectable. En algunas modalidades, la etiqueta detectable comprende el epitopo B1 de AAV, por
ejemplo, la secuencia de aminoacidos IGTRYLTR (SEQ ID NO: 45).

En algunas modalidades de particulas virales de la invencion, al menos una proteina de la capside,
opcionalmente, al menos la proteina de la capside VP3, se modifica para comprender

(a) un primer miembro de un par de unioén proteina: proteina que comprende al menos un
miembro de un par de unién proteina: proteina, opcionalmente, en donde el par de union proteina:
proteina se selecciona del grupo que consiste en SpyTag: SpyCatcher, SpyTag: KTag, Isopeptag:
pilin-C, SnoopTag: SnoopCatcher, SpyTag002:SpyCatcher002 y c-myc: anticuerpo anti-c-myc.

(b) la etiqueta detectable, opcionalmente, en donde la etiqueta detectable comprende la
secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 44 o la secuencia de aminoacidos
establecida como la SEQ ID NO: 45,

(c) una mutacién puntual o

(d) cualquier combinacion de (a), (b) y (¢).
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En algunas modalidades de particulas virales de la invencion, al menos una proteina de la capside,
opcionalmente, al menos la proteina de la capside VP3, se modifica para comprender

(a) un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina que comprende al menos
SpyTag que comprende una secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO:43 y/o

(b) una etiqueta detectable que comprende la secuencia de aminoécidos establecida como la
SEQ ID NO: 45.
En algunas modalidades, una particula de AAV de la invencion comprende una proteina de la
capside que comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en (a)
una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 2, (b) una secuencia de
aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 4, (¢) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 6, (d) una secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 8, (e)
una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 10, (f) una secuencia de
aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 12, (g) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 14, (h) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 16,
(i) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 18, (j) una secuencia de
aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 20, (k) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 22, (I) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 24,
(m) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 26, (n) una secuencia de
aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 28, (0) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 30, (p) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 32,
(q) una secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 34, (r) una secuencia de
aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 36, (s) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 53, (t) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 55,
(u) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 57, (v) una secuencia de
aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 59, (w) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 61, (x) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 63,
(y) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 65, (z) una secuencia de
aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 67, (aa) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 69, (bb) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 71,
(cc) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:26,
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SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:53,
SEQ ID NO:55, SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:61, SEQ ID NO:63, SEQ ID NO:65,
SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:69 o SEQ ID NO:71, y (dd) una secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las porciones de VP2 y/o VP3 de las secuencias de aminodcidos establecidas en
cualquiera de (a)-(cc).

En algunas modalidades de particulas virales de la invencidén, en donde al menos una de las
proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 de AAV comprende una modificacion, por ejemplo, un
primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, la particula viral comprende ademas una
proteina de la capside de referencia, opcionalmente una proteina de la capside correspondiente a la
al menos una de las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 de AAV excepto por la modificacion,
de manera que la capside es una cdpside de mosaico. En algunas modalidades, una capside de
mosaico comprende una proteina de la capside VP1 modificada con un primer miembro de un par
de unién proteina: proteina y una proteina de la capside VP1 de referencia. En algunas
modalidades, una cépside de mosaico comprende una proteina de la capside VP2 modificada con
un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina y una proteina de la capside VP2 de
referencia. En algunas modalidades, una cépside de mosaico comprende una proteina de la capside
VP3 modificada con un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina y una proteina de la
capside VP3 de referencia.

También se describen particulas virales de la invencion que comprenden proteinas de la capside de
AAV de la invencion. En algunas modalidades de la invencion, una proteina de la capside de AAV
de la invencién comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a o que tiene una identidad
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de
aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de un animal no primate o un AAV remoto,
en donde la proteina de la capside de AAV se selecciona del grupo que consiste en (a) una proteina
de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente en donde la proteina de la capside VP1 de
AAV de animal quimérico se modifico para comprender al menos un primer miembro de un par de
uniodn proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacion puntual, (b) una proteina de la
capside VP1 de AAV no quimérica modificada para comprender al menos un primer miembro de
un par de union proteina: proteina y/o una etiqueta detectable, (c) una proteina de la capside VP2
quimérica, opcionalmente en donde la proteina de la capside VP2 de AAV quimérico se modifica
para comprender al menos un primer miembro de un par de union proteina: proteina, una etiqueta

detectable y/o una mutacion puntual, (d) una proteina de la capside deVP2 de un AVV no
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quimérico modificada para comprender al menos un primer miembro de un par de unioén proteina:
proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacidon puntual, (e) una proteina de la capside VP3 de
AAV quimérico modificada para comprender al menos un primer miembro de un par de union
proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacién puntual, y (f) una proteina de la
capside VP3 de AAV no quimérico modificada para comprender al menos un primer miembro de
un par de union proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacioén puntual.

En algunas modalidades de proteinas de la capside de AAV de la invencion, el primer miembro de
un par de union proteina: proteina y/o la etiqueta detectable estd flanqueado en uno o ambos lados,
respectivamente, por un primer y/o un segundo enlazador que enlaza el primer miembro de un par
de union proteina: proteina y/o la etiqueta detectable a la proteina de la capside, en donde cada uno
del primer y/o segundo enlazador tiene, independientemente, al menos un aminoacido de longitud.
En algunas modalidades, el primer y el segundo enlazador no son idénticos. En algunas
modalidades, el primer y el segundo enlazador son idénticos y tienen 10 aminoacidos de longitud.
En algunas modalidades, una proteina de la capside de AAV de la invencién comprende una
etiqueta detectable, opcionalmente, en donde la etiqueta detectable comprende un epitopo B1 que
comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 45. En algunas
modalidades, una etiqueta detectable comprende c-myc.

En algunas modalidades, una proteina de la capside de AAV de la invencion comprende un primer
miembro y un segundo miembro cognado del par de union proteina: proteina, opcionalmente, en
donde el primer y el segundo miembro se unen mediante un enlace covalente, opcionalmente, un
enlace isopeptidico. En algunas modalidades, el primer miembro del par de uniéon proteina:
proteina es SpyTag y, opcionalmente, el segundo miembro cognado es SpyCatcher o KTag. En
algunas modalidades, el primer miembro es KTag y el segundo miembro cognado es SpyTag. En
algunas modalidades, el primer miembro es SnoopTag y el segundo miembro cognado es
SnoopCatcher. En algunas modalidades, el primer miembro es isopeptag y el segundo miembro
cognado es Pilin-C. En algunas modalidades, el primer miembro es SpyTag002 y el segundo
miembro cognado es SpyCatcher002. En algunas modalidades, el primer miembro comprende una
etiqueta detectable, tal como, de modo no taxativo, c-myc en donde su par de unidén es un
anticuerpo anti-c-myc o una porcion de este. En algunas modalidades, el segundo miembro se
enlaza operativamente a un ligando de direccionamiento, opcionalmente, en donde el ligando de
direccionamiento es un resto de uniéon que, opcionalmente, se dirige a un marcador de células. En

algunas modalidades, el resto de unién es un anticuerpo o una porcion de este. En algunas
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modalidades, el resto de union se enlaza operativamente a un segundo miembro del par de union
proteina: proteina, opcionalmente, a través de un enlace covalente (tal como, pero que no se limita
a, un enlace disulfuro y/o un enlace isopeptidico) o un enlazador. En algunas modalidades, el resto
de unién se fusiona con un segundo miembro del par de union proteina: proteina a través de un
enlazador fusionado en el extremo C del resto de union, en donde el enlazador se fusiona con el
segundo miembro mediante el extremo C del enlazador, opcionalmente, en donde el enlazador
comprende una secuencia establecida como la SEQ ID NO:49 (GSGESG). En algunas
modalidades, el primer miembro del par de unidon proteina: proteina se encuentra en una posicion
de aminodacido que se encuentra en VR I, VR II, VR III, VR IV, VR V, VR VI, VR VII, VR VIII
VR IX o el bucle HI de la proteina de a cépside, opcionalmente, la VR VIII o VR IV de la proteina
de la céapside

En algunas modalidades de proteinas de la capside de AAV de la invencion, el AAV de animal no
primate es un AAV de no primate enumerado en la Tabla 2. En algunas modalidades, el AAV de
no primate es un AAV de ave (AAAV), un AAV de lobo marino o un AAV de dragon barbudo. En
algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un AAAV y, opcionalmente, una secuencia
de aminoacidos de una proteina de la capside de AAAV comprende una modificacion en la
posicion 1444 o 1580 de una proteina de la capside VP1 de AAAV. En algunas modalidades, el
AAV de animal no primate es un AAV de animal escamoso, por ejemplo, un AAV de dragéon
barbudo y, opcionalmente, una secuencia de aminoacidos de un AAV de dragoén barbudo
comprende una modificacion en la posicion 1573 o 1436 de una proteina de la capside VP1 de un
AAYV de dragon barbudo. En algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un AAV de
mamifero, por ejemplo, un AAV de lobo marino y, opcionalmente, una secuencia de aminoacidos
de un AAV de lobo marino comprende una modificacién en una posicion seleccionada del grupo
que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437 y A565 de una proteina de la capside
VP1 de un AAV de lobo marino.

Las proteinas de la capside VP3 de animal no primate de la invencion incluyen las capsides de VP3
de no primates (a) que encapsulan un genoma de un otro, por ejemplo, segundo, AAV y/o (b)
poseen mutaciones. En algunas modalidades, la proteina de la capside VP3 de AAV de animal no
humano de la invencién encapsula el genoma de un segundo AAV que no es del animal no
primate. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate
de la invencion puede enlazarse operativamente a un primer miembro de un par de unién proteina:

proteina (opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador) y/o comprender una
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mutacion puntual, por ejemplo, de modo que el tropismo natural de la proteina de la capside se
reduzca hasta eliminarse y/o de modo que la proteina de la capside comprenda una etiqueta
detectable. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unién proteina: proteina
comprende una etiqueta detectable. En algunas modalidades, el primer miembro de un par de union
proteina: proteina comprende la etiqueta detectable que comprende c-myc (SEQ ID NO: 44). En
algunas modalidades, el primer miembro de un par de union proteina: proteina comprende el
primer miembro y, opcionalmente, el segundo miembro de un par de union proteina: proteina que
forma un enlace covalente. En algunas modalidades, el par de union proteina: proteina se
selecciona del grupo que consiste en (a) SpyTag: SpyCatcher, (b) SpyTag: KTag, (c) Isopeptag:
pilin C, (d) SnoopTag: SnoopCatcher y SpyTag002:SpyCatcher002. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate puede comprender (a) un epitopo Bl
(SEQ ID NO: 45), (b) SpyTag, (c) SpyCatcher o cualquier combinacién de (a)-(c).

En algunas modalidades, una proteina de la cdpside VP3 de un AAV de animal no primate de la
invencion comprende un primer miembro de un par de unién proteina: proteina enlazado
operativamente a ella, opcionalmente, a través de un primer o un segundo enlazador. En algunas
modalidades, un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina se enlaza operativamente a
una capside VP3 de un AAV de animal no primate en una posicion de aminoacido que se
encuentra en una region variable (VR) o una porcion de esta de la proteina de la capside VP3,
opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de unidn proteina: proteina se enlaza a la
capside VP3 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer
miembro de un par de unién proteina: proteina se enlaza operativamente a una capside VP3 de un
AAV de animal no primate en una posicion de aminodcido que se encuentra en VR I, VR I, VR
II, VR IV, VR V, VR VI, VR VII, VR VIII VR IX o el bucle HI de la proteina de la capside VP3,
opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de unioén proteina: proteina se enlaza a la
capside VP3 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina se enlaza operativamente a una capside VP3 de un
AAYV de animal no primate en una posicion de aminoacido que se encuentra en VR VIII o VR IV
de la proteina de la capside VP3, opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de union
proteina: proteina se enlaza a la capside VP3 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En
algunas modalidades, una proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate es una
proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate seleccionado de los AAV de animal

no primate que se proporcionan en la Tabla 2. En algunas modalidades, una proteina de la capside
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VP3 de un AAV de animal no primate es la proteina de la capside VP3 de un AAV de aves
(AAAYV). En algunas modalidades, una proteina de la capside VP3 de AAAV comprende un
primer miembro de un par de unidon proteina: proteina (por ejemplo, SpyTag) enlazado
operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador, en la posicion
1444 o 1580. En algunas modalidades, una proteina de la cadpside VP3 de un AAV de animal no
primate es la proteina de la capside VP3 de un AAV de dragon barbudo. En algunas modalidades,
una proteina de la capside VP3 de un AAV de dragén barbudo comprende un primer miembro de
un par de union proteina: proteina (por ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente,
a través de un primer y/o un segundo enlazador, en la posicion 1573 o 1436. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate es la proteina de la
capside VP3 de un AAV de lobo marino. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP3
de un AAV de lobo marino comprende un primer miembro de un par de union proteina: proteina
(por ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un
segundo enlazador, en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432,
1433, 1434, 1436, 1437 e 1565 y, opcionalmente, en una posicion seleccionada del grupo que
consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1436 ¢ 1437; opcionalmente en 1432.

Las proteinas de la capside VP2 de animal no primate de la invencion incluyen las capsides de VP2
de no primates (a) que encapsulan un genoma de un otro, por ejemplo, segundo, AAV y/o (b)
poseen mutaciones. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 de AAV de animal no
primate de la invencion encapsula el genoma de otro AAV. En algunas modalidades, una proteina
de la capside VP2 de un AAV de animal no primate de la invenciéon puede enlazarse
operativamente a un primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o comprender una
mutacion puntual, por ejemplo, de modo que el tropismo natural de la proteina de la cépside se
reduzca hasta eliminarse y/o de modo que la proteina de la capside comprenda una etiqueta
detectable. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unién proteina: proteina
comprende una etiqueta detectable. En algunas modalidades, el primer miembro de un par de uniéon
proteina: proteina comprende una etiqueta detectable que comprende c-myc (SEQ ID NO: 44). En
algunas modalidades, el primer miembro de un par de union proteina: proteina comprende el
primer miembro y, opcionalmente, el segundo miembro de un par de unidon proteina: proteina que
forma un enlace covalente. En algunas modalidades, el par de union proteina: proteina se
selecciona del grupo que consiste en (a) SpyTag: SpyCatcher, (b) SpyTag: KTag, (c) Isopeptag:
pilin C, (d) SnoopTag: SnoopCatcher y (e) SpyTag002:SpyCatcher002. En algunas modalidades,
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una proteina de la capside VP2 de un AAV de animal no primate puede comprender (a) un epitopo
B1 (SEQ ID NO: 45), (b) SpyTag, (c¢) SpyCatcher o cualquier combinacion de (a)-(c).

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 de un AAV de animal no primate de la
invencion comprende un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina enlazado
operativamente a ella, opcionalmente, a través de un primer y un segundo enlazador. En algunas
modalidades, un primer miembro de un par de union proteina: proteina se enlaza operativamente a
una céapside VP2 de un AAV de animal no primate en una posicion de aminoacido que se
encuentra en una region variable (VR) o una porcion de esta de la proteina de la capside VP2,
opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de unioén proteina: proteina se enlaza a la
capside VP2 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina se enlaza operativamente a una capside VP2 de un
AAYV de animal no primate en una posicion de aminoacido que se encuentra en VR I, VR II, VR
III, VR IV, VR V, VR VI, VR VII, VR VIII VR IX o el bucle HI de la proteina de la capside VP2,
opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de unidn proteina: proteina se enlaza a la
capside VP2 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina se enlaza operativamente a una capside VP2 de un
AAYV de animal no primate en una posiciéon de aminoacido que se encuentra en VR VIII o VR IV
de la proteina de la capside VP2, opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de union
proteina: proteina se enlaza a la capside VP2 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En
algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 de un AAV de animal no primate es una
proteina de la capside VP2 de un AAV de animal no primate seleccionado de los AAV de animal
no primate que se proporcionan en la Tabla 2. En algunas modalidades, una proteina de la capside
VP2 de un AAV de animal no primate es la proteina de la capside VP2 de un AAV de aves
(AAAYV). En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 de AAAV comprende un
primer miembro de un par de union proteina: proteina (por ejemplo, SpyTag) enlazado
operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador, en la posicion
1444 o 1580. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 de un AAV de animal no
primate es la proteina de la capside VP2 de un AAV de dragon barbudo. En algunas modalidades,
una proteina de la capside VP2 de un AAV de dragon barbudo comprende un primer miembro de
un par de union proteina: proteina (por ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente,
a través de un primer y/o un segundo enlazador, en la posicion 1573 o I436. En algunas

modalidades, una proteina de la capside VP2 de un AAV de animal no primate es la proteina de la
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capside VP2 de un AAV de lobo marino. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2
de un AAV de lobo marino comprende un primer miembro de un par de unidén proteina: proteina
(por ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente a través de un primer y/o segundo
enlazador, en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433,
1434, 1436, 1437 e 1565; opcionalmente en una posicion seleccionada del grupo que consiste en
1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1436 e 1437; opcionalmente en 1431.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 de la invencion puede ser una proteina de
la capside VP2 quimérica, que comprende un enlace operativo en una porcion de una proteina de la
capside VP2 del AAV de animal no primate y una porcion de una proteina de la capside VP2 de un
otro, por ejemplo, segundo, AAV. En algunas modalidades, una proteina de la cépside VP2
quimérica comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una porcion de la proteina de la
capside VP2 de un otro, por ejemplo, segundo AAV enlazada operativamente a (b) una porcion de
la capside VP2 del AAV de animal no primate que comprende al menos la secuencia de
aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica puede comprender, desde el extremo N al
extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de la region comtn VP1/VP2 del otro AAV enlazado
operativamente a (b) una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de
animal no primate. En algunas modalidades, el otro AAV es un AAV de animal no primate. En
algunas otras modalidades, el otro AAV es un AAV de primate.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de la invencion comprende (a)
una porcion de la proteina de la capside VP2 de un AAV de primate enlazado operativamente a (b)
una porcion de la cépside VP2 de un AAV de animal no primate que comprende al menos la
secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate. En
algunas modalidades, una proteina de la cépside VP2 quimérica puede comprender, desde el
extremo N al extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de la region comtn VP1/VP2 de un
AAV de primate enlazado operativamente a (b) una secuencia de aminoacidos de una proteina de
la capside VP3 de un AAV de animal no primate. En algunas modalidades, el AAV de primate es
AAVI1. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV2. En algunas modalidades, el AAV
de primate es AAV3. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV4. En algunas
modalidades, el AAV de primate es AAVS. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV6.
En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV7. En algunas modalidades, el AAV de
primate es AAVS8. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV9. En algunas
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modalidades, el AAV de animal no primate se selecciona del grupo de AAV de animal no primate
que se proporciona en la Tabla 2. En algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un
AAYV de ave, un AAV de dragon barbudo o un AAV de lobo marino.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de la invencion comprende (a)
una porcién de la proteina de la capside VP2 de AAV2 enlazado operativamente a (b) una porcion
de la capside VP2 de un AAV de animal no primate que comprende al menos la secuencia de
aminodcidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica puede comprender, desde el extremo N al
extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de la region comun VP1/VP2 de AAV?2 enlazado
operativamente a (b) una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 de un AAV
de animal no primate.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAAV de la
invencion comprende (a) una porcion de la proteina de la capside VP2 de AAV2 enlazado
operativamente a (b) una porcion de la capside VP2 de un AAV de ave (AAAV) que comprende al
menos la secuencia de aminoacidos de la proteina de la céapside VP3 del AAAV. En algunas
modalidades, una proteina de la cépside VP2 quimérica de AAV2/AAAV puede comprender,
desde el extremo N al extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de la region comtin VP1/VP2
de AAV2 enlazado operativamente a (b) una secuencia de aminoacidos de una proteina de la
capside VP3 del AAAV.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
de la invencion comprende (a) una porcion de la proteina de la capside VP2 de AAV2 enlazado
operativamente a (b) una porcion de la capside VP2 de un AAV de lobo marino que comprende al
menos la secuencia de aminoécidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de lobo marino. En
algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
puede comprender, desde el extremo N al extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de la
region comun VP1/VP2 de AAV?2 enlazado operativamente a (b) una secuencia de aminoacidos de
una proteina de la capside VP3 del AAV de lobo marino.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAV de dragon
barbudo de la invencion comprende (a) una porcion de la proteina de la capside VP2 de AAV2
enlazado operativamente a (b) una porcion de la capside VP2 de un AAV de dragdn barbudo que
comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de

dragon barbudo. En algunas modalidades, una proteina de la cépside VP2 quimérica de
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AAV2/AAV de dragén barbudo puede comprender, desde el extremo N al extremo C, (a) una
secuencia de aminoécidos de la region comun VP1/VP2 de AAV2 enlazado operativamente a (b)
una secuencia de aminoécidos de una proteina de la capside VP3 de un AAV de dragon barbudo.
En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de la invencion puede
enlazarse operativamente a un primer miembro de un par de unidén proteina: proteina y/o
comprender una mutacion puntual, por ejemplo, de modo que el tropismo natural de la proteina de
la capside se reduzca hasta eliminarse y/o de modo que la proteina de la capside comprenda una
etiqueta detectable. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unidén proteina:
proteina comprende una etiqueta detectable. En algunas modalidades, el primer miembro de un par
de unién proteina: proteina comprende la etiqueta detectable que comprende c-myc (SEQ ID NO:
44). En algunas modalidades, el primer miembro de un par de unidn proteina: proteina comprende
el primer miembro y, opcionalmente, el segundo miembro de un par de unién proteina: proteina
que forma un enlace covalente. En algunas modalidades, el par de union proteina: proteina se
selecciona del grupo que consiste en (a) SpyTag: SpyCatcher, (b) SpyTag: KTag, (c) Isopeptag:
pilin C, (d) SnoopTag: SnoopCatcher y (e) SpyTag002:SpyCatcher002. En algunas modalidades,
una proteina de la capside VP2 quimérica puede comprender (a) un epitopo B1 (SEQ ID NO: 45),
(b) SpyTag, (c) SpyCatcher o cualquier combinacion de (a)-(c).

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de animal primate/no primate
de la invencion (por ejemplo, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAAV, una
proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino, una proteina de la capside
VP2 quimérica de AAV2/AAV de dragon barbudo, etc.) comprende un primer miembro de un par
de union proteina: proteina enlazado operativamente a esta, opcionalmente, a través de un primer o
un segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unién proteina:
proteina se enlaza operativamente a una proteina de la capside VP2 quimérica de animal
primate/no primate (por ejemplo, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAAV, una
proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino, una proteina de la capside
VP2 quimérica de AAV2/AAV de dragén barbudo, etc.) en una posicion de aminoacido que se
encuentra en una region variable (VR) o una porcion de esta de la proteina de la capside VP2
quimérica de primate/no primate, opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de union
proteina: proteina se enlaza a la proteina de la capside VP2 quimérica de primate/no primate a
través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer miembro de un

par de union proteina: proteina se enlaza operativamente a una proteina de la capside VP2

31



10

15

20

25

30

quimérica de primate/no primate en una posicion de aminoacido que se encuentra en VR I, VR II,
VR III, VR IV, VR V, VR VI, VR VII, VR VIII VR IX o el bucle HI de la proteina de la capside
VP2 quimérica de primate/no primate, opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de
unién proteina: proteina se enlaza a la capside VP2 a través de un primer y/o un segundo
enlazador. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de union proteina: proteina se
enlaza operativamente a una proteina de la capside VP2 quimérica de primate/no primate (por
ejemplo, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAAV, una proteina de la cépside
VP2 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino, una proteina de la capside VP2 quimérica de
AAV2/AAV de dragon barbudo, etc.) en una posicion de aminoacido que se encuentra en VR VIII
o VR IV de la proteina de la capside VP2 quimérica de primate/no primate, opcionalmente, en
donde el primer miembro de un par de union proteina: proteina se enlaza a la proteina de la capside
VP2 quimérica de primate/no primate a través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV2/AAAV comprende un primer
miembro de un par de union proteina: proteina (por ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente,
opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador, en la posicion 1444 o 1580. En
algunas modalidades, una proteina de la cépside VP2 quimérica de AAV2/AAV de dragéon
barbudo comprende un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina (por ejemplo,
SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador,
en la posicion 1573 o 1436. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP2 quimérica de
AAV2/AAV de lobo marino comprende un primer miembro de un par de unioén proteina: proteina
(por ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un
segundo enlazador, en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432,
1433, 1434, 1436, 1437 e 1565; opcionalmente en una posicion seleccionada del grupo que consiste
en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1436 e 1437; opcionalmente en 1431.

Las proteinas de la capside VP1 de animal no primate de la invencion incluyen las capsides de VP1
de no primates (a) que encapsulan un genoma de un otro, por ejemplo, segundo, AAV y/o (b)
poseen mutaciones. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 de AAV de animal no
primate de la invencion encapsula un genoma de un otro, por ejemplo, segundo, AAV. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP1 de un animal no primate de la invencion puede
enlazarse operativamente a un primer miembro de un par de unidén proteina: proteina y/o
comprender una mutacion puntual, por ejemplo, de modo que el tropismo natural de la proteina de

la capside se reduzca hasta eliminarse y/o de modo que la proteina de la capside comprenda una
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etiqueta detectable. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unidon proteina:
proteina comprende una etiqueta detectable. En algunas modalidades, el primer miembro de un par
de unién proteina: proteina comprende la etiqueta detectable que comprende c-myc (SEQ ID NO:
44). En algunas modalidades, el primer miembro de un par de unidn proteina: proteina comprende
el primer miembro y, opcionalmente, el segundo miembro de un par de union proteina: proteina
que forma un enlace covalente. En algunas modalidades, el par de union proteina: proteina se
selecciona del grupo que consiste en (a) SpyTag: SpyCatcher, (b) SpyTag: KTag, (c) Isopeptag:
pilin C, (d) SnoopTag: SnoopCatcher y (e) SpyTag002:SpyCatcher002. En algunas modalidades,
una proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate puede comprender (a) un epitopo
B1 (SEQ ID NO: 45), (b) SpyTag, (c) SpyCatcher o cualquier combinacion de (a)-(c).

En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unién proteina: proteina se enlaza
operativamente a una capside VP1 de un AAV de animal no primate de la invencion en una
posicion de aminodcido que se encuentra en una region variable (VR) o una porcion de esta de la
proteina de la capside VPI1, opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de unioén
proteina: proteina se enlaza a la capside VPI1 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En
algunas modalidades, un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina se enlaza
operativamente a una capside VP1 de un AAV de animal no primate en una posicion de
aminoacido que se encuentra en VR I, VR II, VR III, VR IV, VR V, VR VI, VR VII, VR VIII VR
IX o el bucle HI de la proteina de la capside VP1, opcionalmente, en donde el primer miembro de
un par de union proteina: proteina se enlaza a la cadpside VP1 a través de un primer y/o un segundo
enlazador. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unién proteina: proteina se
enlaza operativamente a una capside VP1 de un AAV de animal no primate en una posicion de
aminoacido que se encuentra en VR VIII o VR IV de la proteina de la capside VPI,
opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de unioén proteina: proteina se enlaza a la
capside VP1 a través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP1 de un AAV de animal no primate es una proteina de la capside VP1 de
un AAV de no primate seleccionado del grupo de los AAV de no primate que se proporcionan en
la Tabla 2. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 de un AAV de animal no
primate es la proteina de la capside VP1 de un AAV de aves (AAAV). En algunas modalidades,
una proteina de la capside VP1 de AAAV comprende un primer miembro de un par de union
proteina: proteina (por ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente, a través de un

primer y/o un segundo enlazador, en la posicion 1444 o I580. En algunas modalidades, una
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proteina de la capside VP1 de un AAV de animal no primate es la proteina de la capside VP31 de
un AAV de dragon barbudo. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 de un AAV
de dragén barbudo comprende un primer miembro de un par de union proteina: proteina (por
ejemplo, SpyTag) enlazado operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo
enlazador, en la posicion 1573 o 1436. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 de
un AAV de animal no primate es la proteina de la capside VP1 de un AAV de lobo marino. En
algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 de un AAV de lobo marino comprende un
primer miembro de un par de unidén proteina: proteina (por ejemplo, SpyTag) enlazado
operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador, en una posicioén
seleccionada del grupo que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437, e 1565;
opcionalmente en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432,
1433, 1436 e 1437; opcionalmente en 1431.

En algunas otras modalidades, una proteina de la capside VP1 de la invencion puede ser una
proteina de la capside VP1 quimérica, que comprende en enlace operativo una porcion de una
proteina de la capside VP1 del AAV de animal no primate y una porciéon de la proteina de la
capside VP1 de otro AAV, en donde el otro AAV no es el AAV de animal no primate. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica comprende, desde el extremo N al extremo
C, (a) una porcion de la proteina de la capside VP1 del otro AAV que comprende al menos un
dominio PLA; del otro AAV y (b) una porcion de la capside VP1 del AAV de animal no primate
que comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de
animal no primate. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica comprende,
desde el extremo N al extremo C, (a) una porcidén de la proteina de la capside VP1 del otro AAV
que comprende al menos un dominio VP1-u del otro AAV y (b) una porcion de la capside VP1 del
AAV de animal no primate que comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina de
la capside VP3 del AAV de animal no primate. En algunas modalidades, una proteina de la capside
VP1 quimérica comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de
un dominio VP1-u y una regiéon comun VP1/VP2 de un otro, por ejemplo, segundo AAV y (b) una
secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate. En
algunas modalidades, el otro AAV es un AAV de animal no primate. En algunas otras
modalidades, el otro AAV es un AAV de primate.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica comprende, desde el extremo

N al extremo C, (a) una porcion de la proteina de la capside VP1 de un AAV de primate que
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comprende al menos un dominio PLA> del AAV de primate y (b) una porcion de la capside VPI
del AAV de animal no primate que comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la
proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate. En algunas modalidades, una proteina
de la capside VP1 quimérica comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una porcién de la
proteina de la capside VP1 de un AAV de primate que comprende al menos un dominio VP1-u del
AAV de primate y (b) una porcion de la capside VP1 del AAV de animal no primate que
comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del AAV de
animal no primate. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica comprende,
desde el extremo N al extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de un dominio VP1-u y una
region comun VP1/VP2 de un AAV de primate y (b) una secuencia de aminoacidos de la proteina
de la capside VP3 del AAV de animal no primate. En algunas modalidades, el AAV de primate es
AAV1. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV2. En algunas modalidades, el AAV
de primate es AAV3. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV4. En algunas
modalidades, el AAV de primate es AAVS. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV6.
En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV7. En algunas modalidades, el AAV de
primate es AAVS8. En algunas modalidades, el AAV de primate es AAV9. En algunas
modalidades, el AAV de animal no primate se selecciona del grupo de AAV de animal no primate
que se proporciona en la Tabla 2. En algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un
AAYV de ave, un AAV de dragon barbudo o un AAV de lobo marino.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica comprende, desde el extremo
N al extremo C, (a) una porcion de la proteina de la capside VP1 de AAV2 que comprende al
menos un dominio PLA, de AAV2 y (b) una porcion de la capside VP1 del AAV de animal no
primate que comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del
AAV de animal no primate. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica
comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una porcion de la proteina de la capside VP1 de
AAV?2 que comprende al menos un dominio VP1-u de AAV2 y (b) una porcion de la capside VP1
del AAV de animal no primate que comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la
proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate. En algunas modalidades, una proteina
de la capside VP1 quimérica comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una secuencia de
aminoacidos de un dominio VP1-u y una regiéon comun VP1/VP2 de AAV2 y (b) una secuencia de

aminoacidos de la proteina de la capside VP3 del animal no primate.
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En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV comprende,
desde el extremo N al extremo C, (a) una porcidn de la proteina de la capside VP1 de AAV2 que
comprende al menos un dominio PLA; de AAV2 y (b) una porcion de la capside VP1 de un AAV
de ave (AAAV) que comprende al menos la secuencia de aminoéacidos de la proteina de la cépside
VP3 del AAAV. En algunas modalidades, una proteina de la capside VPl quimérica de
AAV2/AAAV comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una porcion de la proteina de la
capside VP1 de AAV2 que comprende al menos un dominio VP1-u de AAV2 y (b) una porcion de
la capside VP1 de un AAAV que comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina
de la capside VP3 del AAAV. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica
de AAV2/AAAV comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos
de un dominio VP1-u y una regiéon comun VP1/VP2 de AAV2 y (b) una secuencia de aminoacidos
de la proteina de la capside VP3 de un AAAV. En algunas modalidades, una proteina de la capside
VP1 quimérica de AAV2/AAAV comprende la secuencia de aminoacidos establecida como la
SEQ ID NO: 2.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/lobo marino
comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una porcion de la proteina de la capside VP1 de
AAV2 que comprende al menos un dominio PLA; de AAV2 y (b) una porcién de la capside VP1
de un AAV de lobo marino que comprende al menos la secuencia de aminoacidos de la proteina de
la capside VP3 de lobo marino. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica
de AAV2/lobo marino comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una porcion de la proteina
de la capside VP1 de AAV2 que comprende al menos un dominio VP1-u de AAV2 y (b) una
porcion de la capside VP1 de lobo marino que comprende al menos la secuencia de aminoacidos
de la proteina de la capside VP3 de lobo marino. En algunas modalidades, una proteina de la
capside VP1 quimérica de AAV2/lobo marino comprende, desde el extremo N al extremo C, (a)
una secuencia de aminoacidos de un dominio VP1-u y una regiéon comin VP1/VP2 de AAV2 y (b)
una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 de un lobo marino. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/lobo marino comprende una
secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 4.

En algunas modalidades, una proteina de la cépside VP1 quimérica de AAV2/dragoén barbudo
comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una porcion de la proteina de la capside VP1 de
AAV2 que comprende al menos un dominio PLA; de AAV2 y (b) una porcién de la capside VP1

de un AAV de dragon barbudo que comprende al menos la secuencia de aminoécidos de la
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proteina de la capside VP3 de dragon barbudo. En algunas modalidades, una proteina de la capside
VP1 quimérica de AAV2/dragdn barbudo comprende, desde el extremo N al extremo C, (a) una
porcion de la proteina de la capside VP1 de AAV2 que comprende al menos un dominio VP1-u de
AAV2 y (b) una porcion de la capside VP1 de dragdén barbudo que comprende al menos la
secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside VP3 de dragon barbudo. En algunas
modalidades, una proteina de la cépside VP1 quimérica de AAV2/dragon barbudo comprende,
desde el extremo N al extremo C, (a) una secuencia de aminoacidos de un dominio VP1-u y una
region comun VP1/VP2 de AAV2 y (b) una secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside
VP3 de un dragon barbudo. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de
AAV2/dragon barbudo comprende la secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO:
6.

En algunas modalidades, una proteina de la cépside VPl quimérica puede enlazarse
operativamente a un primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o comprender una
mutacion puntual, por ejemplo, de modo que el tropismo natural de la proteina de la capside se
reduzca hasta eliminarse y/o de modo que la proteina de la cdpside comprenda una etiqueta
detectable. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unioén proteina: proteina
comprende una etiqueta detectable. En algunas modalidades, el primer miembro de un par de union
proteina: proteina comprende la etiqueta detectable que comprende c-myc (SEQ ID NO: 44). En
algunas modalidades, el primer miembro de un par de unién proteina: proteina comprende el
primer miembro y, opcionalmente, el segundo miembro de un par de union proteina: proteina que
forma un enlace covalente. En algunas modalidades, el par de union proteina: proteina se
selecciona del grupo que consiste en (a) SpyTag: SpyCatcher, (b) SpyTag: KTag, (c) Isopeptag:
pilin C, (d) SnoopTag: SnoopCatcher y (e) SpyTag002:SpyCatcher002. En algunas modalidades,
una proteina de la capside VP1 quimérica puede comprender (a) un epitopo B1 (SEQ ID NO: 45),
(b) SpyTag, (c) SpyCatcher y cualquier combinacion de (a)-(c).

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de animal primate/no primate
(por ejemplo, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV, una proteina de la
capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino, una proteina de la capside VP1 quimérica
de AAV2/AAV de dragon barbudo, etc.) comprende un primer miembro de un par de unidén
proteina: proteina enlazado operativamente a esta, opcionalmente, a través de un primer o un
segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de uniéon proteina:

proteina se enlaza operativamente a una proteina de la capside VP1 quimérica de animal
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primate/no primate (por ejemplo, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV, una
proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino, una proteina de la capside
VPI1 quimérica de AAV2/AAV de dragén barbudo, etc.) en una posicion de aminoacido que se
encuentra en una region variable (VR) o una porcion de esta de la proteina de la capside VP1
quimérica de primate/no primate, opcionalmente, en donde el primer miembro de un par de union
proteina: proteina se enlaza a la proteina de la capside VP1 quimérica de primate/no primate a
través de un primer y/o un segundo enlazador. En algunas modalidades, un primer miembro de un
par de unidn proteina: proteina se enlaza operativamente a una capside VP1 de una proteina de la
capside VP1 quimérica de primate/animal no primate en una posicion de aminodcido que se
encuentra en VR I, VR II, VR III, VR IV, VR V, VR VI, VR VII, VR VIII VR IX o el bucle HI de
la proteina de la capside VP1 quimérica de primate/animal no primate, opcionalmente, en donde el
primer miembro de un par de union proteina: proteina se enlaza a la capside de la proteina de la
capside VP1 quimérica de primate/animal no primate a través de un primer y/o un segundo
enlazador. En algunas modalidades, un primer miembro de un par de unién proteina: proteina se
enlaza operativamente a una proteina de la capside VP1 quimérica de primate/no primate (por
ejemplo, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV, una proteina de la capside
VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino, una proteina de la cépside VP1 quimérica de
AAV2/AAV de dragén barbudo, etc.) en una posicion de aminoacido que se encuentra en VR VIII
o VR IV de la proteina de la capside VP1 quimérica de primate/no primate, opcionalmente, en
donde el primer miembro de un par de union proteina: proteina se enlaza a la proteina de la capside
VP1 quimérica de primate/no primate a través de un primer y/o un segundo enlazador.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV comprende
un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina enlazado operativamente, opcionalmente,
a través de un primer y/o un segundo enlazador, en la posicion 1444 o 1580. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV comprende SpyTag
enlazado operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia
enlazadora, en la posicion 1444. En algunas modalidades, una proteina de la capside VPI
quimérica de AAV2/AAAV comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ
ID NO: 8. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV
comprende SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una

segunda secuencia enlazadora, en la posicion I580. En algunas modalidades, una proteina de la
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capside VP1 quimérica de AAV2/AAAV comprende una secuencia de aminodcidos establecida
como la SEQ ID NO: 10.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
comprende un primer miembro de un par de union proteina: proteina enlazado operativamente,
opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador, en una posicion seleccionada del
grupo que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437 e I565; opcionalmente en una
posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1436 e 1437,
opcionalmente en 1432. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de
AAV2/AAV de lobo marino comprende SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través
de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1432. En algunas modalidades,
una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una
secuencia de aminoécidos establecida como la SEQ ID NO: 12. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende SpyTag enlazado
operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la
posicion 1565. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV
de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 14. En
algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
comprende SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una
segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1429. En algunas modalidades, una proteina de la
capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos
establecida como la SEQ ID NO: 16. En algunas modalidades, una proteina de la capside VPI
quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende SpyTag enlazado operativamente,
opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1430.
En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 18. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende
SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia
enlazadora, en la posicion 1431. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1
quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 20. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de
AAV2/AAV de lobo marino comprende SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través

de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1433. En algunas modalidades,
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una proteina de la capside VPl quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una
secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 22. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende SpyTag enlazado
operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la
posicion 1434. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV
de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 24. En
algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
comprende SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una
segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1435. En algunas modalidades, una proteina de la
capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos
establecida como la SEQ ID NO: 26. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1
quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende SpyTag enlazado operativamente,
opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1436.
En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 28. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende
SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia
enlazadora, en la posicion 1437. En algunas modalidades, una proteina de la capside VPI
quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 30. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de
AAV2/AAV de lobo marino comprende SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través
de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1432. En algunas modalidades,
una proteina de la capside VPl quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una
secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 32. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de
aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 53. En algunas modalidades, una proteina de la
capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos
establecida como la SEQ ID NO: 55. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1
quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 57. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de
AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoéacidos establecida como la SEQ

ID NO: 59. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de
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lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 61. En
algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino
comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 63. En algunas
modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende
una secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 65. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de
aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 67. En algunas modalidades, una proteina de la
capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos
establecida como la SEQ ID NO: 69. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1
quimérica de AAV2/AAV de lobo marino comprende una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 71.

En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de dragéon
barbudo comprende un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina enlazado
operativamente, opcionalmente, a través de un primer y/o un segundo enlazador, en la posicion
1436 o 1573. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de
dragén barbudo comprende SpyTag enlazado operativamente, opcionalmente, a través de una
primera y una segunda secuencia enlazadora, en la posicion 1436. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de dragon barbudo comprende una secuencia
de aminoécidos establecida como la SEQ ID NO: 34. En algunas modalidades, una proteina de la
capside VP1 quimérica de AAV2/AAV de dragon barbudo comprende SpyTag enlazado
operativamente, opcionalmente, a través de una primera y una segunda secuencia enlazadora, en la
posicion 1573. En algunas modalidades, una proteina de la capside VP1 quimérica de AAV2/AAV
de dragdn barbudo comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 36.
En algunas modalidades, una proteina de la capside de la invencién comprende ademds un primer
miembro y un segundo miembro de un par de union proteina: proteina, opcionalmente, en donde el
segundo miembro se enlaza operativamente a un ligando de direccionamiento, opcionalmente, en
donde el ligando de direccionamiento es un resto de unioén. En algunas modalidades, el resto de
unién es un anticuerpo o una porcion de este. En algunas modalidades, el anticuerpo, o porcion de
este, se fusiona con el segundo miembro, por ejemplo, SpyCatcher. En algunas modalidades, el
anticuerpo o porcion de este se fusiona en su extremo C con un enlazador, opcionalmente, un

enlazador que comprende una secuencia establecida como la SEQ ID NO: 49 (GSGESG), y el
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enlazador se fusiona con el segundo miembro, por ejemplo, SpyCatcher, en el extremo C del
enlazador.

En algunas modalidades, una proteina de la capside de la invencién puede comprender una etiqueta
detectable, dicha etiqueta detectable puede actuar, opcionalmente, como un primer miembro de un
par de unidn proteina: proteina y/o para la deteccion y/o el aislamiento de la proteina de la capside.
En algunas modalidades, la etiqueta detectable es c-myc. En algunas modalidades, la etiqueta
detectable comprende el epitopo Bl de AAV, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
IGTRYLTR (SEQ ID NO: 45).

Una proteina de la cépside de AAV de la invencion puede comprender una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en (a) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 2, (b) una secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 4, (¢)
una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 6, (d) una secuencia de
aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 8, (e) una secuencia de aminodcidos establecida
como la SEQ ID NO: 10, (f) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 12,
(g) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 14, (h) una secuencia de
aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 16, (i) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 18, (j) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 20,
(k) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 22, (I) una secuencia de
aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 24, (m) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 26, (n) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 28,
(o) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 30, (p) una secuencia de
aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 32, (q) una secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 34, (r) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 36,
(s) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 53, (t) la secuencia de
aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 55, (u) la secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 57, (v) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 59,
(w) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: SEQ ID NO: 61, (x) la
secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 63, (y) la secuencia de aminoacidos
establecida como la SEQ ID NO: 65, (z) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID
NO: 67, (aa) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 69, (bb) la secuencia
de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 71, (cc) una secuencia de aminoacidos que tiene

una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, a SEQ ID
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NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO:
36, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69 o SEQ ID NO: 71 y (dd) una secuencia
de aminoécidos de cualquiera de las porciones de VP2 y/o VP3 de las secuencia de aminoécidos
establecidas en cualquiera de (a)-(cc).

En algunas modalidades, una proteina de la capside de la invencion es codificada por una molécula
de acido nucleico de la invencion. En la presente descripcion también se proporcionan moléculas
de acido nucleico que codifican las proteinas de la capside de la invencion.

En la presente descripcion se describen las moléculas de acido nucleico que comprenden un gen
cap de AAV que codifica una proteina de la capside de AAV VPI, una proteina de la capside de
AAV VP2 y/o una proteina de la capside de AAV VP3, en donde el gen de cap de AAV, o una
porcion de este, comprende una secuencia de acido nucleico que tiene una secuencia de identidad
de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de acido
nucleico de un gen cap de un AAV de animal no primate o una porcion de este, o un AAV remoto
o una porcion de este, y en donde el gen cap del AAV se modifica adicionalmente para
comprenden (a) una secuencia de nucledtidos que codifica un primer miembro de un par de uniéon
proteina: proteina, (b) una secuencia de nucleotidos que codifica una etiqueta detectable, (c) una
mutacion puntual, (d) una secuencia de nucledtidos quimérica o (e) cualquier combinacion de (a),
(b), (¢) y (d). En algunas modalidades de moléculas de acido nucleico, el acido nucleico
comprende un gen rep de AAV y un gen cap de AAV, en donde todo el gen cap de AAV
comprende una primera secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de secuencia
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia de 4acido nucleico de
un gen cap de un AAV de animal no primate o un AAV remoto, y en donde el gen rep de AAV, o
una porcion de este, comprende una segunda secuencia de acido nucleico que tiene una identidad
de secuencia significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad, con la secuencia d acido
nucleico de un gen rep de un segundo AAV, o porcion de este, en donde el AAV de animal no
primate no es idéntico al segundo AAV. En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico
de la invencion comprende un gen cap de AAV que codifica una proteina de la cépside de AAV,
en donde el gen cap de AAV comprende al menos una secuencia de nucleoétidos idéntica a o que

tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, a al
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menos una porcion de la secuencia de nucledtido de un gen cap seleccionado del grupo que
consiste en (i) un gen cap de un AAV de animal no primate, (ii) un gen cap de un AAV remoto, o
(i) una de sus combinaciones, en donde dicho gen cap de AAV se modifica, ademas, para
comprender (a) una secuencia de nucleotidos que codifica un primer miembro de un par de unioén
proteina: proteina, (b) una secuencia de nucledtidos que codifica una etiqueta detectable, (c) una
mutacién puntual, (d) una secuencia de nucleotidos quimérica que comprende una porcion de una
secuencia de nucleotidos de otro gen cap de AAV que se enlaza operativamente a dicha secuencia
de nucleotidos del gen cap de AAV que se selecciona del grupo que consiste en el gen cap de un
AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, (e) cualquier
combinacioén de (a), (b), (¢) y (d).

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico de la invencion comprende un gen cap de
AAV que codifica una proteina de la capside de AAV, en donde el gen cap de AAV comprende
una secuencia de nucledtidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad de secuencia, a al menos una porcion de la secuencia de nucledtidos
de un gen cap de un AAV de animal no primate, en donde dicho gen cap de AAV se modifica,
ademas, para comprender (a) una secuencia de nucledtidos que codifica un primer miembro de un
par de unidon proteina: proteina, (b) una secuencia de nucledtidos que codifica una etiqueta
detectable, (c) una mutacion puntual, (d) una secuencia de nucledtidos quimérica que comprende
una porcion de una secuencia de nucledtidos de otro gen cap de AAV que se enlaza
operativamente a dicha secuencia de nucleotidos del gen cap de un AAV de animal no primate, (e)
cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico de la invencion comprende un gen cap de
AAV que codifica una proteina de la capside de AAV, en donde el gen cap de AAV comprende
una secuencia de nucledtidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad de secuencia, al menos una porcion de la secuencia de nucleotidos de
un gen cap de un AAV de animal remoto, en donde dicho gen cap de AAV se modifica, ademas,
para comprender (a) una secuencia de nucledtidos que codifica un primer miembro de un par de
unién proteina: proteina, (b) una secuencia de nucleétidos que codifica una etiqueta detectable, (c)
una mutacion puntual, (d) una secuencia de nucle6tidos quimérica que comprende una porcion de
una secuencia de nucleotidos de otro gen cap de AAV que se enlaza operativamente a dicha

secuencia de nucledtidos del gen cap de un AAV de animal remoto, () cualquier combinacion de

(a), (b), (c) y (d).
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En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico de la invencion comprende un gen rep de
AAV y un gen cap de AAV, en donde el gen cap de AAV comprende una primera secuencia de
nucledtidos idéntica a o que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo, al menos
un 95 % de identidad de secuencia a una secuencia de nucleétido de un gen cap seleccionado del
grupo que consiste en (i) un gen cap de un AAV de animal no primate, (ii) un gen cap de un AAV
de primate remoto, y (iv) una de sus combinaciones, en donde el gen rep de AAV comprende una
segunda secuencia de nucledtidos de un gen rep de AAV de otro AAV.

En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico de la invencion comprende un gen rep de
AAV y un gen cap de AAV, en donde el gen cap de AAV comprende una primera secuencia de
nucleotidos, una secuencia de nucledtidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, a una secuencia de nucleotidos de un gen
cap de un AAV de animal no primate, en donde el gen rep de AAV comprende una segunda
secuencia de nucleétidos, una secuencia de nucledtidos idéntica a o que tiene una identidad
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de
nucledtidos de un gen rep de AAV de un otro, por ejemplo, un segundo AAV.

En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico de la invencion comprende un gen rep de
AAV y un gen cap de AAV, en donde el gen cap de AAV comprende una secuencia de
nucleotidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad de secuencia, a una primera secuencia de nucleotidos de un gen cap de un AAV animal
remoto, en donde el gen rep de AAV comprende una secuencia de nucleo6tidos idéntica a o que
tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con
una segunda secuencia de nucle6tidos de un gen rep de AAV de un otro, por ejemplo, un segundo
AAV.

En algunas modalidades de moléculas de acido nucleico de la invencidén, una secuencia de
nucleotidos del gen cap que comprende una secuencia de nucledtidos idéntica a o que tiene una
identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una
secuencia de nucledtidos del AAV de animal no primate, el gen cap una secuencia de nucledtidos
idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de
secuencia, con una secuencia de nucleotidos del AAV remoto, o una de sus combinaciones, se
modifica para comprender (a) una secuencia de nucledtidos que codifica al menos un primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina, (b) una secuencia de nucledtidos que codifica una

etiqueta detectable y/o (c) una secuencia de nucleétidos que codifica una mutacion puntual.
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En algunas modalidades de 4cido nucleico, el par de union proteina: proteina se selecciona de
SpyTag: SpyCatcher, SpyTag: KTag, Isopeptag: pilin-C, SnoopTag: SnoopCatcher vy
SpyTag002:SpyCatcher002. En algunas modalidades, el primer miembro de un par de union
proteina: proteina comprende una etiqueta detectable, por ejemplo, c-myc, que comprende una
secuencia establecida como la SEQ ID NO: 44,

En algunas modalidades de acidos nucleicos, una secuencia de nucledtidos de un gen cap del AAV
de animal no primate, el gen cap del AAV remoto, o una de sus combinaciones, se modifica para
comprender el epitopo B1 que comprende una secuencia de aminoacidos de IGTRYLTR (SEQ ID
NO: 45).

En algunas modalidades de moléculas de acido nucleico de la invencidén, una secuencia de
nucledtidos de un gen cap del AAV de animal no primate, el gen cap del AAV remoto, o una de
sus combinaciones, comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de la
capside VP3, o una porcion de esta, que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que
tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con
una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate
y/o una secuencia de aminoéacidos de una proteina de la capside VP3 del AAV remoto. En algunas
modalidades, una secuencia de nucledtidos de un gen del cap de AAV de animal no primate, el gen
cap del AAV remoto, o una de sus combinaciones, comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica una proteina de la capside VP2, o una porcion de esta, que comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP2 del
AAV de animal no primate y/o una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP2
del AAV remoto. En algunas modalidades, una secuencia de nucleotidos de un gen del cap de
AAV de animal no primate, el gen cap de AAV remoto, o una de sus combinaciones, comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de la capside VP1, o una porciéon de esta,
que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa,
por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de
una proteina de la capside VP1 del AAV de animal no primate y/o una secuencia de aminoacidos
de una proteina de la capside VP1 del AAV remoto.

En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico de la invencion comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina de la capside VP3 de animal no primate de la invencion.

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico de la invencion comprende una secuencia
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de nucleotidos que codifica una proteina de la capside VP3 de animal no primate de la invencion y
una proteina de la capside VP2 de animal no primate de la invencion. En algunas modalidades, una
molécula de acido nucleico de la invencion comprende una secuencia de nucledtidos que codifica
una proteina de la capside VP3 de animal que no es un primate de la invencion, una proteina de la
capside VP2 de la invencidn y una proteina de la capside VP1 de la invencion.

En algunas modalidades, el gen cap de una molécula de acido nucleico de la invencion codifica (i)
una proteina de la capside VP1 que es (a) una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica,
opcionalmente en donde la proteina de la capside VP1 quimérica comprende una region unica de
VP1 (VPI-u) que comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a o que tiene una identidad
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de
aminodacidos de otro, por ejemplo, un segundo AAV operativamente unido a una regién comun
VP1/VP2 y una region de VP3 que comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a o que tiene
una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una
secuencia de aminoacidos del AAV que no es de primates o el AAV remoto, o (b) una proteina de
la capside VP1 que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de
aminoacidos de una proteina de la capside VP1 del AAV que no es de primates o el AAV remoto,
(i1) una proteina de la capside VP2 que es (a) una proteina de la capside VP2 de AAV quimérica,
opcionalmente en donde la proteina de la capside VP2 quimérica comprende una region comuin
VP1/VP2 que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de
aminodcidos de otro, por ejemplo, un segundo AAV enlazado operativamente a una region VP3
que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa,
por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, a una secuencia de aminoacidos del
AAV de no primate o (b) una proteina de la capside VP2 que comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP2 de
AAV de primate y/o (iii) una proteina de la cdpside VP3 que comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 del

AAYV de no primate o el AAV remoto.
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En algunas modalidades, un gen cap de una molécula de acido nucleico de la invencion codifica (i)
una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente en donde la proteina de la
capside VP1 quimérica comprende una region tUnica de VPl (VPl-u) que comprende una
secuencia de aminoéacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos
un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de un otro, por ejemplo,
AAV enlazado operativamente a una regiéon comun VP1/VP2 y una regiéon VP3 que comprende
una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al
menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos del AAV de no
primate o del AAV remoto, (ii) una proteina de la capside VP2 de AAV quimérica, opcionalmente
en donde la proteina de la capside VP2 quimérica comprende una region comin VP1/VP2 que
comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por
ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminodcidos de un
otro, por ejemplo, un AAV enlazado operativamente a una region VP3 del AAV de no primate o
del AAV remoto, y/o (iii) la proteina de la capside VP3 que comprende un secuencia de
aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
identidad de secuencia, a una secuencia de aminoacidos del AAV de no primate o del AAV
remoto.

En algunas modalidades, el gen cap de una molécula de acido nucleico de la invencion codifica (i)
una proteina de la cépside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente en donde la proteina de la
capside VP1 quimérica comprende una region unica de VP1 (VPIl-u) que comprende una
secuencia de aminodcidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos
un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos de otro AAV enlazado
operativamente a una regiéon comtin VP1/VP2 y una region VP3 que comprende una secuencia de
aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de
secuencia identidad, a una secuencia de aminoacidos del AAV de no primates o del AAV remoto,
(i1) una proteina de la capside VP2 que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que
tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con
una secuencia de aminoacidos del AAV de no primates o del AAV remoto, y (iii) la proteina de la
capside VP3 que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de

aminoacidos del AAV de primate o del AAV remoto.
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En algunas modalidades, el gen cap de una molécula de acido nucleico de la invencion codifica (i)
una proteina de la capside VP1 que comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a o que
tiene una identidad significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con
una secuencia de aminoacidos del AAV de no primate o el AAV remoto, (ii) una proteina de la
capside VP2 que comprende una secuencia de aminodcidos idéntica a o que tiene una identidad
significativa, por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de
aminodcidos del AAV de no primate o del AAV remoto, y/o (ii1) una proteina de la capside VP3
que comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a o que tiene una identidad significativa,
por ejemplo, al menos un 95 % de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos del
AAYV de no primate o del AAV remoto.

En algunas modalidades de moléculas de acido nucleico de la invencion, el otro, segundo AAV es
un AAV de primate o una combinacién de AAV de primate. En algunas modalidades, el otro AAV
se selecciona del grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6, AAV7T,
AAVS, AAV9, AAV10, AAVI1I, AAV12, AAVI13 y una de sus combinaciones. En algunas
modalidades, el otro AAV es AAV2.

En algunas modalidades de moléculas de acido nucleico de la invencion, el AAV de animal no
primate es un AAV de no primate enumerado en la Tabla 2. En algunas modalidades, el AAV de
no primate es un AAV de ave (AAAV), un AAV de lobo marino o un AAV de dragon barbudo. En
algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un AAAV y, opcionalmente, una secuencia
de nucledtidos de una proteina de la capside de AAAV comprende una modificacion en la posicion
1444 o 1580 de una proteina de la capside VP1 de AAAV. En algunas modalidades, el AAV de
animal no primate es un AAV de animal escamoso, por ejemplo, un AAV de dragon barbudo vy,
opcionalmente, una secuencia de nucledtidos de un AAV de dragén barbudo comprende una
modificacion en la posicion 1573 o 1436 de una proteina de la capside VP1 de un AAV de dragon
barbudo. En algunas modalidades, el AAV de animal no primate es un AAV de mamifero, por
ejemplo, un AAV de lobo marino y, opcionalmente, una secuencia de nucledtidos de un AAV de
lobo marino comprende una modificacion en una posicion seleccionada del grupo que consiste en
1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437 y A565 de una proteina de la capside VP1 de un
AAYV de lobo marino.

Las modalidades de moléculas de acido nucleico de la invencién pueden comprender una
secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en (a) la secuencia de nucledtidos

establecida como la SEQ ID NO: 1, (b) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID
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NO: 3, (c) la secuencia de nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 5, (d) la secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 7, (e) la secuencia de nucledtidos establecida como
la SEQ ID NO: 9, (f) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 11, (g) la
secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 13, (h) la secuencia de nucledtidos
establecida como la SEQ ID NO: 15, (i) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID
NO: 17, (j) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 19, (k) la secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 21, (1) la secuencia de nucledtidos establecida como
la SEQ ID NO: 23, (m) la secuencia de nucleo6tidos establecida como la SEQ ID NO: 25, (n) la
secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 27, (o) la secuencia de nucleotidos
establecida como la SEQ ID NO: 29, (p) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID
NO: 31, (q) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 33, (r) la secuencia de
nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 35, (s) la secuencia de nucleétidos establecida como
la SEQ ID NO: 52, (t) la secuencia de nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 54, (u) la
secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 56, (v) la secuencia de nucleotidos
establecida como la SEQ ID NO: 58, (w) la secuencia de nucleodtidos establecida como la SEQ ID
NO: 60, (x) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 62, (y) la secuencia de
nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 64, (z) la secuencia de nucleotidos establecida como
la SEQ ID NO: 66, (aa) la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 68, (bb) la
secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 70, (cc) una secuencia de nucledtidos
que tiene al menos un 95 % de identidad con la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ
IDNO: 1,3,5,7,9,11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66,
68 o0 70, (dd) cualquier porcion de la secuencia de nucleétidos de (a)-(cc) que codifica una VP2
proteina de la capside y / o una proteina de la capside VP3.

En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucle6tidos
establecida como la SEQ ID NO: 1, una porcion de esta que codifica una proteina de la capside
VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido
nucleico comprende una secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 3, una porcion
de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En
algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleo6tidos
establecida como la SEQ ID NO: 5, una porcion de esta que codifica una proteina de la capside
VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido

nucleico comprende una secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 7, una porcion
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de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En
algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucledtidos
establecida como la SEQ ID NO: 9, una porcion de esta que codifica una proteina de la capside
VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido
nucleico comprende una secuencia de nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 11, una
porcidn de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de
estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 13, una porcién de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 15,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 17, una porcion de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 19,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 21, una porcién de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 23,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 25, una porcidn de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 27,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 29, una porcion de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 31,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas

de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
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nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 33, una porcién de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 35,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 52, una porcion de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucle6tidos establecida como la SEQ ID NO: 54,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 56, una porcion de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucle6tidos establecida como la SEQ ID NO: 58,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 60, una porcion de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 62,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de 4cido nucleico comprende una secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 64, una porcion de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 66,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas. En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 68, una porcion de esta que codifica una proteina de
la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas de estas. En algunas modalidades, una molécula
de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 70,
una porcion de esta que codifica una proteina de la capside VP2 y/o VP3, y variantes modificadas
de estas.

En algunas modalidades, la secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de la capside VP1

de la invencion y, opcionalmente, una proteina de la capside VP2 y/o VP3 de la invencion se
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enlaza operativamente a un promotor. En algunas modalidades, el promotor se selecciona de un
promotor viral, un promotor bacteriano, un promotor de mamifero (por ejemplo, humano o no
humano), un promotor de ave, un promotor de pez, un promotor de insecto, y cualquier
combinacion de estos. En algunas modalidades, el promotor se selecciona de p40, SV40, EF,
CMV, B19p6 y CAG. En algunas modalidades, el promotor es un promotor de p40 de AAV. En
algunas modalidades, el promotor dirige la expresion de las una o mas proteinas de la capside en
una célula de empaquetamiento.

En algunas modalidades, el gen cap de una molécula de acido nucleico de la invencién se enlaza
operativamente a un promotor. En algunas modalidades, el promotor dirige la expresion de las una
o mas proteinas de la capside en una célula de empaquetamiento. En algunas modalidades, el
promotor se selecciona de p40, SV40, EF, por ejemplo, EF1a CMV, B19p6 y CAG.

En algunas modalidades, una molécula de acido nucleico de la invenciéon comprende ademas una
segunda secuencia de nucle6tidos que codifica una o mas proteinas Rep de AAV, opcionalmente,
en donde la segunda secuencia de nucledtidos se enlaza operativamente a un promotor. En algunas
modalidades, las una o mas proteinas Rep son proteinas Rep de AAV de animal primate. En
algunas modalidades, las una o mas proteinas Rep son proteinas Rep de AAV de animal no
primate. En algunas modalidades, las una o mas proteinas Rep se seleccionan de Rep78, Rep68,
Rep52 y Rep40, opcionalmente, las una o mas proteinas Rep comprenden Rep78. En algunas
modalidades, el promotor enlazado operativamente a la segunda secuencia de nucledtidos, que
codifica una o mas proteinas Rep de AAV, se selecciona de un promotor viral, un promotor
bacteriano, un promotor de mamifero (por ejemplo, humano o no humano), un promotor de ave, un
promotor de pez, un promotor de insecto, y cualquier combinacion de estos. En algunas
modalidades, el promotor enlazado operativamente a la segunda secuencia de nucledtidos que
codifica una o mas proteinas Rep de AAV, se selecciona de p19, p5, p40, SV40, EF, por ejemplo,
EFla CMV, B19p6 y CAG. En algunas modalidades, el promotor dirige la expresion de las una o
mas proteinas de la capside en una célula de empaquetamiento. En algunas modalidades, el
promotor enlazado operativamente a la segunda secuencia de nucledtidos, que codifica una o mas
proteinas Rep de AAV, se selecciona de p19 y/o p5.

Las composiciones y células de empaquetamiento que comprenden, y las proteinas de la capside
codificadas a partir de las moléculas de acido nucleico de la invencion, también son parte de la
invencion. También se describen particulas virales expresadas por las células de empaquetamiento

de la invencion.
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Las composiciones y las células de empaquetamiento para producir particulas virales de AAV de la
invencion, en algunas modalidades, comprenden una molécula de 4cido nucleico de la invencion,
que comprende un gen cap de la invencion que codifica una proteina de la capside de la invencion.
En algunas modalidades, una composicion y/o célula de empaquetamiento de la invencion
comprende una molécula de &cido nucleico de la invencion. En algunas modalidades, el gen cap
comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en la secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 1, la secuencia de nucleétidos establecida como la
SEQ ID NO: 3, la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 5, la secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 7, la secuencia de nucleétidos establecida como la
SEQ ID NO: 9, la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 11, la secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 13, la secuencia de nucleotidos establecida como la
SEQ ID NO: 15, la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 17, la secuencia de
nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 19, la secuencia de nucleétidos establecida como la
SEQ ID NO: 21, la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 23, la secuencia de
nucleo6tidos establecida como la SEQ ID NO: 25, la secuencia de nucleoétidos establecida como la
SEQ ID NO: 27, la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 29, la secuencia de
nucleo6tidos establecida como la SEQ ID NO: 31, la secuencia de nucleoétidos establecida como la
SEQ ID NO: 33, la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 35, la secuencia de
nucleo6tidos establecida como la SEQ ID NO: 52, la secuencia de nucleoétidos establecida como la
SEQ ID NO: 54, la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 56, la secuencia de
nucleo6tidos establecida como la SEQ ID NO: 58, la secuencia de nucleotidos establecida como la
SEQ ID NO: 60, la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 62, la secuencia de
nucleo6tidos establecida como la SEQ ID NO: 64, la secuencia de nucleoétidos establecida como la
SEQ ID NO: 66, la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 68, la secuencia de
nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 70, cualquier porcion de la secuencia de nucleotidos
establecida como la SEQ ID NO: 1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 52,
54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68 o 70, que codifica una capside de VP2, cualquier porcioén de la
secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68 o 70 que codifican una capside VP3 y
cualquier combinacion de estas.

En algunas modalidades, las composiciones y las células de empaquetamiento comprenden,

ademas, una molécula de acido nucleico que comprende un gen rep que codifica una o mas
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proteinas Rep de AAV, en donde dicho gen rep se enlaza operativamente a un promotor,
opcionalmente, en donde el gen rep y el gen cap son de dos AAV diferentes. En algunas
modalidades, el promotor enlazado operativamente al gen rep dirige la expresion de las una o mas
proteinas Rep en la célula de empaquetamiento, por ejemplo, el promotor se selecciona de pS5, p19,
SV40, EF, CMV, B19p6 y CAG. En algunas modalidades, las una o mas proteinas Rep se
seleccionan de Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40, opcionalmente, las una o maés proteinas Rep
comprenden Rep78. En algunas modalidades, las una o mas proteinas Rep son proteinas Rep de
AAV de animal primate. En algunas otras modalidades, las una o més proteinas Rep son proteinas
Rep de AAV de animal no primate. En algunas modalidades, las una o mas proteinas Rep
comprenden ambos.

En algunas modalidades, las composiciones y las células de empaquetamiento de la invencion
comprenden, ademads, una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos de un nucledtido de interés flanqueado en al menos un lado por al menos una
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, que es reconocida por la una o mas proteinas Rep. En
algunas modalidades, el nucleotido de interés esta flanqueado en el otro lado por una segunda ITR
del mismo AAV que la al menos una ITR. En algunas modalidades, el nucledtido de interés esta
flanqueado en el otro lado por una segunda ITR, en donde la segunda ITR y la primera ITR son de
AAYV diferentes.

[0002] En algunas modalidades, una composicion y/o célula de empaquetamiento de la
invencion comprende ademas una molécula de 4cido nucleico que comprende un nucledtido de
interés (por ejemplo, secuencia de nucledtidos de un transgén) flanqueado por repeticiones
terminales invertidas (ITR) de AAV 5’ y 3°, de modo que las particulas virales de interés
comprenden, ademas, un genoma que comprende el nucledtido de interés flanqueado por las ITR
de AAV 5’y 3.

En algunas modalidades, una composicion y/o célula de empaquetamiento de la invencion
comprende ademas una secuencia de nucleotidos que codifica una proteina de la capside de
referencia.

En consecuencia, en algunas modalidades, una composicion, célula de empaquetamiento, y/o
particula viral de la invencién comprende ademés un genoma que comprende de 5° a 3’: una ITR
5’, un nucledtido de interés, y una ITR 3°. En algunas modalidades, el genoma comprende ademas

un promotor enlazado operativamente al nucleotido de interés. En algunas modalidades, las ITR 5’
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y 3’ son de AAV de la misma especie. En algunas modalidades, las ITR 5’ y 3’ son de AAV de dos
especies diferentes.

En algunas modalidades, el nucleotido de interés es un gen reportero. En algunas modalidades, el
gen reportero codifica B-galactosidasa, proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente
verde potenciada (efe), MmGFP, proteina fluorescente azul (BFP), proteina fluorescente azul
potenciada (eBFP), mPlum, mCherry, tdTomato, mStrawberry, J-Red, DsRed, mOrange, mKO,
mCitrine, Venus, YPet, proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente amarilla
potenciada (eYFP), Emerald, CyPet, proteina fluorescente cian (CFP), Cerulean, T-Sapphire,
luciferasa, fosfatasa alcalina, o una de sus combinaciones.

En algunas modalidades, el nucledtido de interés codifica una proteina terapéutica, un gen suicida,
un anticuerpo o un fragmento de este, un sistema CRISPR/Cas o una(s) porcidén(ones) de este, un
oligonucledtido antisentido, una ribozima, una molécula de ARNi o un ARNhp.

En la presente descripcion se describe un método para elaborar una particula viral de AAV de la
invencion, el método comprende cultivar una célula de empaquetamiento bajo condiciones
suficientes para la produccion de particulas virales, la célula de empaquetamiento comprende (1) al
menos una secuencia de nucledtidos que codifica una o mas proteinas Rep de AAV, por ejemplo,
un gen rep, y (2) una primera secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de la capside VP1
de AAV, opcionalmente, una segunda secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de la
capside VP2 de AAV, y una tercera secuencia de nucleotidos que codifica una proteina de la
capside VP3 de AAV de animal no primate, (por ejemplo, una primera, una segunda y una tercera
molécula de nucleodtidos de la invencion) y, opcionalmente, (3) un nucleotido de interés flanqueado
por una primera y/o una segunda ITR de un segundo AAV, en donde las una o méas proteinas Rep
de AAV reconocen un sitio de reconocimiento de la primera y/o la segunda ITR del segundo AAV,
en donde la tercera secuencia de nucledtidos codifica una proteina de la capside VP3 de AAV de
animal no primate de la invencion y, opcionalmente, en donde la primera secuencia de nucledtidos
codifica una proteina de la capside VP1 de AAV y/o la segunda secuencia de nucleétidos codifica
una proteina de la capside VP2 de AAV de la invencion. En algunas modalidades, un tinico gen
cap de la invencidon comprende la primera, la segunda y la tercera secuencia de nucledtidos. En
algunas modalidades, un tnico plasmido de empaquetamiento comprende la al menos una
secuencia de nucleétidos que codifica una o mas proteinas Rep de AAV y cualquier combinacion

del primer, el segundo y el tercer nucledtido, respectivamente, que codifica una proteina de la
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capside VP1 de AAYV, una proteina de la capside VP2 de AAV, y proteina de la capside VP3 de
AAYV de un animal no primate.

En algunas modalidades, el método comprende cultivar una célula de empaquetamiento de la
invencion. En algunas modalidades, el método comprende cultivar una célula de empaquetamiento
de la invencién que comprende una molécula de 4cido nucleico de la invencion, en donde la célula
de empaquetamiento comprende, opcionalmente, ademas, un plasmido auxiliar y/o un plasmido de
transferencia que comprende un nucleétido de interés.

Algunas modalidades del método comprenden, ademads, aislar particulas virales adenoasociadas
autocomplementarias del sobrenadante de cultivo y/o lisado celular. Algunas modalidades del
método comprenden, ademas, lisar la célula de empaquetamiento y aislar las particulas virales
adenoasociadas de cadena simple del sobrenadante de cultivo y/o lisado celular. Algunas
modalidades comprenden ademés a. limpiar los restos celulares, b. tratar el sobrenadante que
contiene las particulas virales con Benzonasa o DNasa [ y MgCl2, c. concentrar las particulas
virales, d. purificar las particulas virales, y e. cualquier combinacion de a.-d.

En algunas modalidades, la particula viral de mosaico se genera mediante la transfeccion de
mezclas de un primer gen cap que codifica una proteina de la capside VP que comprende un
primer miembro de un par de unién proteina: proteina y al menos un gen cap de referencia que
codifica una proteina de la capside VP de referencia en las células de empaquetamiento en una
relacion determinada. En algunas modalidades, puede generarse una particula viral de mosaico de
la invencion con mezclas de un gen cap: genes cap de referencia. En algunas modalidades, el gen
cap modificado codifica al menos una de las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 de AAV que
comprende una modificacion, por ejemplo, un primer miembro de un par de unidon proteina:
proteina y el gen cap de referencia codifica una proteina de la capside de referencia
correspondiente a al menos una de las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 de AAV
modificadas, excepto por la modificacion. En algunas modalidades, un gen cap modificado
codifica una proteina de la capside VP1 modificada con un primer miembro de un par de unién
proteina: proteina y un gen cap de referencia codifica una proteina de la capside VP1 de referencia
que carece de la modificacion. En algunas modalidades, un gen cap modificado codifica una
proteina de la capside VP2 modificada con un primer miembro de un par de unidén proteina:
proteina y un gen cap de referencia codifica una proteina de la capside VP2 de referencia que
carece de la modificacion. En algunas modalidades, un gen cap modificado codifica una proteina

de la capside VP3 modificada con un primer miembro de un par de unidén proteina: proteina y un
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gen cap de referencia codifica una proteina de la cépside VP3 de referencia que carece de la
modificacion.

Generalmente, las particulas virales, tal como se describen en la presente descripcion, comprenden
una capside viral que comprende una proteina de la cépside, tal como se describe en la presente
descripcion, en donde la capside viral encapsula un nucleotido de interés. En algunas modalidades,
el nucledtido de interés esta bajo el control de un promotor seleccionado del grupo que consiste en
un promotor viral, un promotor bacteriano, un promotor de mamifero, un promotor de ave, un
promotor de pescado, un promotor de insectos, y cualquier combinacién de estos. En algunas
modalidades, el nucleotido de interés estd bajo el control de un promotor no humano. En algunas
modalidades, el promotor es un promotor de citomegalovirus (CMV). En algunas modalidades, el
promotor es un promotor de EF, por ejemplo, EFla. En algunas modalidades, el promotor es un
promotor de CAG. En algunas modalidades, el promotor es un promotor de ubiquitina C (UbC).
Generalmente, un nucledtido de interés puede ser uno o mdas genes, que pueden codificar un
marcador detectable, por ejemplo, un reportero, o un polipéptido terapéutico. En algunas
modalidades, el nucledtido de interés es un gen reportero. En algunas modalidades, el nucleotido
de interés es un gen reportero que codifica un marcador detectable seleccionado del grupo que
consiste en proteina fluorescente verde, luciferasa, -galactosidasa, etc. En algunas modalidades, el
marcador detectable es una proteina fluorescente verde. En otras modalidades, el nucledtido de
interés se selecciona del grupo que consiste en un gen suicida, un nucledtido que codifica un
anticuerpo o fragmento de este, un nucledtido que codifica un sistema CRISPR/Cas o
porcion(ones) de este, un nucledtido que codifica ARN antisentido, un nucleétido que codifica
ARNip, una enzima secretada, un gen que codifica una proteina terapéutica, etcétera.En una
modalidad, el nucledtido de interés codifica un multidominio terapéutico, por ejemplo, una
proteina que comprende al menos dos dominios que proporcionan dos funciones distintas.

Las composiciones descritas en la presente descripcion, generalmente, comprenden una particula
viral que comprende una proteina de la capside viral, tal como se describe en la presente
descripcion, por ejemplo, comprende una capside que comprende la proteina de la cépside viral
(que incluye una cépside de mosaico), en donde la capside encapsula un nucleétido de interés. En
algunas modalidades, una composicion descrita en la presente descripcion comprende (1) una
particula viral que tiene una capside que comprende una proteina de la capside viral descrita en la

presente descripcion, y (2) un portador farmacéuticamente aceptable.
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En la presente descripcion también se describen métodos de uso de las proteinas de la capside
viral, particulas virales que las comprenden, composiciones, etc. En algunas modalidades, los
métodos comprenden poner en contacto una célula diana (que puede ser in vitro (por ejemplo, ex
vivo) o in vivo, por ejemplo, en un ser humano) con una particula viral que comprende una proteina
de la capside viral, tal como se describe en la presente descripcion, en donde la cépside viral o la
particula viral comprende un ligando de direccionamiento que se une especificamente a una
proteina expresada en la superficie de una célula diana.

Las particulas virales, tal como se describen en la presente descripcion, son particularmente
adecuadas para la introduccion dirigida de un nucleotido de interés en una célula especifica ya que
las una o mas proteinas virales descritas en la presente descripcion comprenden un primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina con su segundo miembro cognado, opcionalmente,
enlazado a un ligando de direccionamiento. En algunas modalidades, el ligando de
direccionamiento se enlaza operativamente a la proteina (segundo miembro), por ejemplo, se
fusiona a la proteina, opcionalmente, a través de un enlazador. En algunas modalidades, un ligando
de direccionamiento puede ser un resto de union, por ejemplo, un ligando natural, un anticuerpo,
una molécula de uniéon multiespecifica, etc. En algunas modalidades, el ligando de
direccionamiento es un anticuerpo o una porcion de este. En algunas modalidades, el ligando de
direccionamiento es un anticuerpo que comprende un dominio variable que se une a una proteina
de la superficie celular en una célula diana y un dominio constante de cadena pesada. En algunas
modalidades, el ligando de direccionamiento es un anticuerpo que comprende un dominio variable
que se une a una proteina de la superficie celular en una célula diana y un dominio constante de
cadena pesada de IgG. En algunas modalidades, el ligando de direccionamiento es un anticuerpo
que comprende un dominio variable que se une a una proteina de la superficie celular en una célula
diana y un dominio constante de cadena pesada de IgG, en donde el dominio constante de cadena
pesada de IgG se enlaza operativamente, por ejemplo, a través de un enlazador, a una proteina (por
ejemplo, un segundo miembro de un par de unidén proteina: proteina) que forma un enlace
covalente isopeptidico con el primer miembro. En algunas modalidades, una proteina de la capside
descrita en la presente descripcion comprende un primer miembro que comprende SpyTag
enlazado operativamente a la proteina de la capside viral, y enlazado covalentemente a SpyTag, un
segundo miembro que comprende SpyCatcher enlazado a un ligando de direccionamiento que
comprende un dominio variable de anticuerpo y un dominio de cadena pesada de IgG, en donde

SpyCatcher y el dominio de cadena pesada de IgG se unen a través de un enlazador de

59



10

15

20

25

30

aminoacidos, por ejemplo, GSGESG (SEQ ID NO: 49). En algunas modalidades, el segundo
miembro comprende la secuencia establecida como la SEQ ID NO:47, que comprende una porcion
de una cadena pesada de IgG4humana, dicha porcion de IgG4 tiene una secuencia establecida
como la SEQ ID NO: 51, enlazada a través de un enlazador (SEQ ID NO: 49) a SpyCatcher (SEQ
ID NO: 43).

[0003] Generalmente, un ligando de direccionamiento se une especificamente a una
molécula de la superficie celular, por ejemplo, un oligosacarido, un receptor, un marcador de la
superficie celular, etc., expresada en la superficie de una célula eucariota de mamifero (por

ejemplo, ser humano), por ejemplo, una célula diana.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 proporciona una modalidad ilustrativa (no a escala), no taxativa y de ejemplo, de un
plasmido de expresion de Rep-Cap de la invencidon que puede usarse para generar una particula
viral quimérica de AAV. Las secuencias de AAV de primate se muestran como casillas no rellenas
y las secuencias de AAV de animales no primates se muestran en casillas rellenas. También se
muestran, con fines ilustrativos no taxativos, los ejemplos de posiciones (a escala) para la insercion
de (1) un primer miembro de un par de unién proteina: proteina: para dirigir el tropismo de la
capside ensamblada que comprende las proteinas VP1, VP2, y VP3 codificadas (linea continua
dentro de las secuencias de la capside de AAV de animal no primate) y (2) una etiqueta detectable
para la deteccion de las proteinas VP1, VP2, y VP3 codificadas (linea punteada dentro de las
secuencias de la capside de AAV de animal no primate). Un plasmido de expresion de Rep-Cap,
tal como se muestra en la figura 1, puede usarse para producir particulas virales de AAV que
comprenden un nucleoétido de interés que esta flanqueado por las secuencias de repeticion terminal
invertida (ITR) 5° y 3° del AAV de primate.

La figura 2 proporciona transferencias western mediante el uso del anticuerpo de B1, que reconoce
un epitopo B1 modificado genéticamente en un gen cap quimérico de AAV de primate/no primate
(véase la figura 1), para analizar la proteina VP1 resultante de AAV de animal primate/no primate,
la proteina VP2 de AAV de no primate, y la proteina VP3 de AAV de no primate. El AAV de
primate fue AAV2 y el AAV de animal no primate fue (A) AAV de ave, (B) AAV de lobo marino
o (C) AAV de dragéon barbudo. Mediante la transferencia Western se analizaron muestras de

proteinas recogidas durante varias etapas de purificacion de particulas de AAV mediante
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cromatografia por afinidad, que incluye la muestra de entrada, la fraccion de flujo continuo (FT), y
la fraccion de elucion de la columna de cromatografia por afinidad.

La figura 3A proporciona una estructura de cinta de VP3 de AAV de ave no taxativa prevista que
destaca K580 y G444 como sitios de insercion no taxativos para un primer miembro de un par de
unién proteina: proteina. La figura 3B proporciona la cuantificacion por qPCR del titulo del virus
obtenido a partir de preparaciones de virus en bruto de un panel de particulas virales quiméricas de
AAV2/AAV de ave, que no tienen SpyTag o que comprenden una insercion de SpyTag en la
posicion indicada, o particulas de mosaico compuestas por particulas de AAV2/AAV de ave que
no tienen SpyTag mezcladas con particulas AAV2/AAV de ave que presentan una insercion
peptidica de SpyTag en la posicion indicada. La figura 3C proporciona una transferencia western
mediante el uso de un anticuerpo B1, que reconoce un epitopo lineal modificado genéticamente en
proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 quiméricas de AAV2/AAV de ave, que analiza la
reaccion entre un anticuerpo anti-ASGR1 fusionado con SpyCatcher “SpyC-anti-ASGR1 mAb”, y
un panel de particulas virales quiméricas de AAV2/AAV de ave que carecen o presentan una
insercion de SpyTag en la posicion indicada, o particulas de mosaico que comprenden particulas
quiméricas de AAV2/AAV de ave que carecen de SpyTag mezcladas con particulas quiméricas de
AAV2/AAV de ave que presentan una insercion peptidica de SpyTag en la posicion indicada.

La figura 4A proporciona una estructura de cinta de VP3 de AAV de lobo marino no taxativo
prevista que destaca A565 y G432 como sitios de insercion no taxativos para un primer miembro
de un par de union proteina: proteina. La figure 4B proporciona la cuantificacion por qPCR del
titulo del virus obtenido a partir de preparaciones de virus en bruto de un panel de particulas virales
quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino, que no tienen SpyTag o que comprenden una insercion
de SpyTag en la posicion indicada, o particulas de mosaico compuestas por particulas de
AAV2/AAV de lobo marino que no tienen SpyTag mezcladas con particulas AAV2/AAV de lobo
marino que presentan una insercion de peptidica de SpyTag en la posicion indicada. La figura 4C
proporciona una transferencia western mediante el uso de un anticuerpo B1, que reconoce un
epitopo lineal modificado genéticamente en proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 quiméricas de
AAV2/AAV de lobo marino, que analiza la reaccion entre un anticuerpo anti-HER2
(HERCEPTIN®) fusionado con SpyCatcher “SpyC-anti-HER2 mAb”, y un panel de particulas
virales de AAV2/AAV de lobo marino que carecen o presentan una insercion de SpyTag en la
posicion indicada, o particulas de AAV2/AAV de lobo marino de mosaico que comprenden

particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que carecen de SpyTag mezcladas con
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particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que presentan una insercion peptidica de
SpyTag en la posicion indicada.

La figura 5 proporciona (A) la cuantificacion por qPCR del titulo del virus obtenido a partir de
preparaciones de virus en bruto de un panel de particulas virales de AAV2/AAV de lobo marino,
que no tienen SpyTag o que presentan una insercion de SpyTag en la posicion indicada, y (B) una
transferencia western mediante el uso de un anticuerpo B1, que reconoce un epitopo lineal
modificado genéticamente en proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 quiméricas de AAV2/AAV
de lobo marino, que analiza la reaccion entre un anticuerpo anti-HER2 (HERCEPTIN®) fusionado
con SpyCatcher “SpyC mAb”, y un panel de particulas virales de AAV de lobo marino que no
tienen SpyTag o presentan una insercion de SpyTag en la posicion indicada.

La figura 6A proporciona una estructura de cinta de VP3 de AAV de dragén barbudo no taxativo
prevista que destaca T573 y G436 como sitios de insercion no taxativos para un primer miembro
de un par de unién proteina: proteina. La figura 6B proporciona la cuantificacion por qPCR del
titulo del virus obtenido a partir de preparaciones de virus en bruto de un panel de particulas virales
quiméricas de AAV2/AAV de dragéon barbudo, que no tienen SpyTag o que comprenden una
insercion de SpyTag en la posicion indicada, o particulas de mosaico compuestas por particulas de
AAV2/AAV de dragon barbudo que no tienen SpyTag mezcladas con particulas AAV2/AAV de
dragon barbudo que presentan una insercion de peptidica de SpyTag en la posicion indicada. La
figura 6C proporciona una transferencia western mediante el uso de un anticuerpo Bl, que
reconoce un epitopo lineal modificado genéticamente en proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3
quiméricas de AAV2/AAV de dragén barbudo, que analiza la reaccion entre un anticuerpo anti-
HER2 (HERCEPTIN®) fusionado con SpyCatcher “SpyC-anti-HER2 mAb”, y un panel de
particulas virales de AAV2/AAV de dragén barbudo que carecen o presentan una insercion de
SpyTag en la posicion indicada, o particulas de AAV2/AAV de dragon barbudo de mosaico que
comprenden particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragdén barbudo que carecen de SpyTag
mezcladas con particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragdn barbudo que presentan una
insercion peptidica de SpyTag en la posicion indicada.

La figura 7A proporciona los graficos de dispersion obtenidos a partir de una citometria de flujo
que evalua la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP) por parte de células HER2-
positivas (+) 293 hErbB2 infectadas con particulas quiméricas de AAV2/AAAV que no tienen
SpyTag, particulas quiméricas de AAV2/AAAV con G444 enlazador6 SpyTag, o particulas
quiméricas de AAV2/AAAV con K580 enlazador6 SpyTag. Las particulas quiméricas de
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AAV2/AAAV con G444 enlazador6 SpyTag y las particulas quiméricas de AAV2/AAAV con
K580 Linker6 SpyTag se conjugaron con un anticuerpo de control de isotipo irrelevante contra
GLPIR o con un anticuerpo anti-HER2 (HERCEPTIN®) fusionado con SpyCatcher (SEQ ID NO:
43) a través de SpyTag (SEQ ID NO: 42). Los virus expresan GFP como un marcador de
transduccion. La figura 7B proporciona los graficos de dispersion obtenidos a partir de una
citometria de flujo que evalua la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP) por parte de
células precursoras ASGR1-negativas (-) 293 o ASGR1-positivas (+) 293 hASGRI infectadas con
particulas quiméricas de AAV2/AAAV que no tienen SpyTag o particulas quiméricas de
AAV2/AAAV con K580 enlazador6 SpyTag. Las particulas quiméricas de AAV2/AAAV con
K580 enlazador6 SpyTag se conjugaron con un anticuerpo de control de isotipo irrelevante contra
GLPIR fusionado con SpyCatcher a través de SpyTag, o se conjugaron con un anticuerpo
fusionado con SpyCatcher que se une especificamente a ASGR1 a través de SpyTag. Los virus
expresan GFP como un marcador de transduccion.

La figura 8A proporciona los graficos de dispersion obtenidos a partir de una citometria de flujo
que evalua la expresion de proteina fluorescente verde (GFP) por parte de células HER2-positivas
(+) 293 hErbB2 o células precursoras HER2-negativas (-) 293 infectadas con particulas quiméricas
de AAV2/de lobo marino que no tienen SpyTag o particulas quiméricas de AAV2/lobo marino con
G432 Linker6 SpyTag. Las particulas quiméricas de AAV2/lobo marino con G432 enlazador6
SpyTag se conjugaron con un anticuerpo de control de isotipo irrelevante contra GLPIR fusionado
con SpyCatcher a través de SpyTag, o conjugado con un anticuerpo anti-HER2 (HERCEPTIN®)
fusionado con SpyCatcher (SEQ ID NO: 43) a través de SpyTag. Los virus expresan GFP como un
marcador de transduccion. La figura 8B proporciona los graficos de dispersion obtenidos a partir
de una citometria de flujo que evalta la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP) por
parte de células precursoras ASGRI1-positivas (+) 293 hASGR1 o ASGRI-negativas (-) 293
infectadas con particulas quiméricas de AAV2/de lobo marino que no tienen SpyTag o células
infectadas con particulas quiméricas de AAV2/lobo marino con G432 Linker6 SpyTag. Las
particulas quiméricas de AAV2/de lobo marino con G432 enlazador6 SpyTag se conjugaron con
un anticuerpo de control de isotipo irrelevante contra GLP1R fusionado con SpyCatcher a través
de SpyTag, o se conjugaron con un anticuerpo fusionado con SpyCatcher que se une
especificamente a ASGRI1 a través de SpyTag. Los virus expresan GFP como un marcador de

transduccion.
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La figura 9 proporciona graficos de dispersion obtenidos a partir de una citometria de flujo que
evalua la expresion de proteina fluorescente verde (GFP) por parte de células HER2- positivas (+)
293 infectadas con un panel de particulas virales quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino, ya
sea particulas de AAV2/AAV de lobo marino que no tienen SpyTag o que comprenden una
insercion de SpyTag en la posicion indicada. La SpyTag insertada en las particulas quiméricas de
AAV2/lobo marino se conjugaron a un anticuerpo anti-HER2 (HERCEPTIN®) fusionado con
SpyCatcher (SEQ ID NO: 43) a través de SpyTag. Los virus expresan GFP como un marcador de
transduccion.

La figura 10A proporciona los graficos de dispersion obtenidos a partir de una citometria de flujo
que evalua la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP) por parte de células 293 HerBb2
positivas para HER2 (+) “no infectadas” o infectadas con particulas quiméricas de AAV2/AAV de
dragon barbudo que carecen de SpyTag, particulas de mosaico quiméricas de AAV2/de dragéon
barbudo con T573 enlazador6 SpyTag, o particulas de mosaico quiméricas de AAV2/de dragén
barbudo con G436 enlazador6 SpyTag. Las particulas de mosaico quiméricas de AAV2/dragon
barbudo con T573 enlazador6 SpyTag y las particulas de mosaico quiméricas de AAV2/dragon
barbudo con G436 enlazador6 SpyTag se conjugaron con el anticuerpo anti-HER2
(HERCEPTIN®) fusionado con SpyCatcher (SEQ ID NO: 43) a través de SpyTag. Los virus
expresan GFP como un marcador de transduccion. La figura 10B proporciona los graficos de
dispersion obtenidos a partir de una citometria de flujo que evalta la expresion de proteina
fluorescente verde (GFP) por parte de células 293 hASGR1 positivas para ASGR1 (+) o células
293 precursoras negativas para ASGR1 (-) infectadas con particulas quiméricas de AAV2/AAV de
dragén barbudo que no tienen SpyTag, particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragon barbudo
con T573 enlazador6 SpyTag, o particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragoén barbudo con
T573 enlazador6 SpyTag anti-ASGR1. Las particulas quiméricas de AAV2/dragéon barbudo con
T573 enlazador6 SpyTag anti-ASGR1 se conjugaron con un anticuerpo fusionado con SpyCatcher
que se une especificamente a ASGR1 a través de SpyTag. Los virus expresan GFP como un
marcador de transduccion.

La figura 11A proporciona los resultados de un ensayo de luciferasa Nanoluc que evalua la
expresion del reportero Nanoluc por parte de células positivas (+) para hASGR1 después de la
infeccion con particulas de “AAV2 anti-ASGR1”, particulas quiméricas de AAV2/AAAV anti-
ASGRI1 o particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino anti-ASGR1 en la presencia de la

concentracion indicada de IgG humana purificada. Todas las particulas se conjugaron con un
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anticuerpo fusionado con SpyCatcher que se une especificamente a ASGR1 a través de SpyTag.
Los virus expresan Nanoluc como un marcador de transduccion. La figura 11B proporciona una
cuantificacion de los graficos en la figura 11A, pero normalizados a la condicion de “PBS solo”.
La figura 11C proporciona una tabla de los valores de IC50 para la concentracion de IgG
necesaria para neutralizar los virus indicados en un 50 %.

La figura 12 proporciona las (A) imagenes de luminiscencia de ratones genéticamente
modificados que expresan ASGRI1 humano en las células hepaticas (ratones humanizados con
ASGRI) 33 dias de una inyeccion intravenosa con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) o
con 5.0x10'! genomas virales (vg)/ animales de particulas quiméricas de AAV2/AAAV con
SpyTag que presentan un nucledtido de luciferasa de luciérnaga de interés y modificadas con (1)
un anticuerpo SpyCatcher-anti-ASGR1 humano o (2) un anticuerpo SpyCatcher-anti-GLP1R
humano (mAb de control). Los virus expresan luciferasa de luciérnaga como un marcador de
transduccion. Los ratones se anestesiaron mediante el uso de isoflurano, se inyectaron con un
sustrato de luciferina y se obtuvieron imagenes 10 minutos mas tarde mediante el uso del sistema
de obtencion de imagenes IVIS Spectrum In Vivo (PerkinElmer); (B) una cuantificacién de la
radiancia promedio de los animales individuales dentro de las imagenes de luminiscencia
representadas en el panel A; y (C) a cuantificacion de la radiancia promedio de 6rganos disecados
(higado y pulmon) de los animales representados en el panel A.

La figura 13 proporciona las (A) imagenes de luminiscencia de ratones genéticamente
modificados que expresan ASGRI1 humano en las células hepaticas (ratones humanizados con
ASGR1) 33 dias de una inyeccion intravenosa con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) o
con 5.0x10'" genomas virales (vg)/animales de particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo
marino con SpyTag que presentan un nucledtido de luciferasa de luciérnaga de interés y
modificadas con (1) un anticuerpo SpyCatcher-anti-ASGR1 humano o (2) un anticuerpo
SpyCatcher-anti-GLP1R humano (mAb de control). Los virus expresan una luciferasa de
luciérnaga como un marcador de transduccion. Los ratones se anestesiaron mediante el uso de
isoflurano, se inyectaron con un sustrato de luciferina y se obtuvieron imagenes 10 minutos mas
tarde mediante el uso del sistema de obtencion de imagenes IVIS Spectrum In Vivo (PerkinElmer);
(B) cuantificacion de la radiancia promedio de los animales individuales dentro de las imagenes de
luminiscencia representadas en el panel A; (C) cuantificacion de la radiancia promedio de 6rganos

disecados (higado y pulmoén) de los animales representados en el panel A.
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La figura 14 proporciona una imagen de inmunofluorescencia de un 6rgano del oido interno de un
raton neonatal del cultivo de explante de corte 3 dias después de la infeccion con particulas
quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag. El virus expresa GFP como un marcador
de transduccion (verde), y las células pilosas se etiquetan con un anticuerpo que detecta Myo7a
(rojo).

La figura 15A proporciona un alineamiento de 16 aminoacidos del extremo C de las secuencias
quiméricas de AAV2 o AAV2/lobo marino que comprenden una modificacion del epitopo B1 para
reemplazarlo completamente o solo en el residuo 730 con la secuencia homoéloga de AAV de lobo
marino. Se ejemplifica el epitopo del anticuerpo monoclonal B1. La figura 15B proporciona una
cuantificacion de qPCR del titulo de virus obtenido a partir de las preparaciones de virus
purificadas de particulas quiméricas de AAV de AAV2/lobo marino que no tienen SpyTag o no
tienen SpyTag y que comprenden una modificacion del epitopo B1 para reemplazarlo por completo
o solo en el residuo 730 con una secuencia homologa de AAV de lobo marino. La figura 15C
proporciona una tincion de gel de proteina mediante el uso de SYPRO Ruby analizando la
expresion de las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 de particulas quiméricas de AAV de
AAV2/lobo marino que no tienen SpyTag o no tienen SpyTag y que comprende una modificacion
del epitopo B1 para reemplazarlo por completo o solo en residuo 730 con secuencia homologa de
AAYV de lobo marino. La figura 15D proporciona un grafico XY obtenido de la evaluacion de
luminiscencia de la expresion de la luciferasa NanoLuc de los lisados de células HEK293T
infectadas en varias multiplicidades de infeccion (MOI) con particulas quiméricas de AAV de
AAV2/lobo marino que no tienen SpyTag o no tienen SpyTag y que comprenden una modificacion
del epitopo B1 para reemplacelo por completo o solo en el residuo 730 con la secuencia homologa
de AAV de lobo marino. Los virus expresan la luciferasa NanoLuc como un marcador de
transduccion.

La figura 16 proporciona la cuantificacion de la radiancia promedio de organos disecados de
ratones 34 dias después de la inyeccidn intravenosa con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) o 5.0x10!! genomas virales (vg)/animal de particulas quiméricas de AAV de AAV2/lobo
marino que llevan un nucleétido luciferasa de luciérnaga de interés y modificadas al no tener
SpyTag o no tener SpyTag y que comprenden una modificacion del epitopo B1 para reemplazarlo
por completo o solo en el residuo 730 con secuencia homologa de AAV de lobo marino. Los virus
expresan una luciferasa de luciérnaga como un marcador de transduccién. Los ratones se

anestesiaron mediante el uso de isoflurano, se inyectaron con un sustrato de luciferina y se
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obtuvieron imagenes 10 minutos mas tarde mediante el uso del sistema de obtencion de imagenes
IVIS Spectrum In Vivo (PerkinElmer).

La figura 17 proporciona una modalidad ilustrativa (no a escala), no taxativa y de ejemplo, de un
plasmido de expresion de Rep-Cap de la invencidon que puede usarse para generar una particula
viral quimérica de AAV. Las secuencias de AAV de primate se muestran como cajas sin relleno y
las secuencias de AAV de animales que no son primate se muestran en cajas rellenas. También se
muestran con fines ilustrativos unicamente las posiciones ilustrativas no taxativas (no a escala)
para (1) ubicaciones de interfaz alternativas entre las secuencias de la capside de los primates y los
leones marinos (lineas negras punteadas dentro de la secuencia de la capside del AAV del animal
primate) y (2) una etiqueta detectable para la detecciéon de las proteinas VP1, VP2 y VP3
codificadas (linea de puntos dentro de las secuencias de la capside del AAV de animal no primate).
Un plasmido de expresion de Rep-Cap, tal como se muestra en la figura 17, puede usarse para
producir particulas virales de AAV que comprenden un nucledtido de interés que estd flanqueado
por las secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) 5’ y 3* del AAV de primate.

La figura 18A proporciona una cuantificacion de qPCR del titulo de virus obtenido a partir de
preparaciones de virus purificadas de particulas quiméricas de AAV de AAV2/lobo marino que no
tienen SpyTag y que comprenden ubicaciones de interfaz alternativas entre AAV2 y las secuencias
de la capside de lobo marino. Las preparaciones se purificaron a partir del lisado celular (v2 - v4) o
tanto de lisado celular como de medio (v5). La figura 18B y figura 18C proporcionan los graficos
XY obtenidos de la evaluacion de luminiscencia de la expresion de la luciferasa NanoLuc de los
lisados de células HEK293T infectadas en varias multiplicidades de infeccion (MOI) con
particulas de AAV de AAV2/lobo marino que no tienen SpyTag y ubicaciones de interfaz
alternativas entre AAV2 y las secuencias de la capside de lobo marino. Un conjunto de datos
historicos para AAV de AAV2/lobo marino No SpyTag se usa como referencia. Los virus expresan
la luciferasa NanoLuc como un marcador de transduccién. La figura 18D proporciona la
cuantificacion de la radiancia promedio de 6rganos disecados de ratones 56 dias después de la
inyeccion intravenosa con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o 5.0x10'' genomas
virales (vg)/animal de AAV de AAV2/lobo marino que llevan un nucleétido luciferasa de
luciérnaga de interés y se modifican al no tener SpyTag o no tener SpyTag y el epitopo Bl
reemplazado por completo con la secuencia homodloga de AAV de lobo marino con o sin
ubicaciones de interfaz alternativas entre las secuencias de la capside de AAV2 y lobo marino. Los

virus expresan luciferasa de luciérnaga como un marcador de transduccidon. Los ratones se
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anestesiaron mediante el uso de isoflurano, se inyectaron con un sustrato de luciferina y se
obtuvieron imagenes 10 minutos mas tarde mediante el uso del sistema de obtencién de imagenes

IVIS Spectrum In Vivo (PerkinElmer).

DESCRIPCION DETALLADA

Aunque en los ultimos afios se han visto mejoras en los enfoques recombinantes para el
direccionamiento de células especificas a través de terapia génica de AAV, los enfoques
recombinantes actuales usados para desarrollar un AAV que escape a la deteccion y/o la
neutralizacion por parte de anticuerpos preexistentes, que posiblemente se hallan desarrollado en la
vida temprana, siguen siendo un problema. En la presente descripcion se describe un enfoque que
emplea (1) las capacidades naturales de los AAV de animales no primates o los AAV remotos para
infectar células de primates, (2) la falta de NAb en seres humanos para las proteinas de la capside
de AAV de animales no primates, y si se desea o es necesario, (3) la adaptabilidad de un primer
miembro de un par de unién proteina: proteina genéticamente modificado en las proteinas de la
capside de AAV para la produccion de particulas virales de AAV ftiles para la terapia génica
dirigida, por ejemplo, la introducciéon de un nucledtido de interés en una células especifica de
interés. En la presente descripcion se describe una molécula de nucledtidos que comprende al
menos un gen cap de AAV empleado de conformidad con su funcién deseada. Una molécula de
nucleotidos de la invencion comprende un gen cap o una porcion de este de un AAV de animal no
primate y/o remoto (para la produccion de capsides de virus que no son facilmente reconocidas por
NAb preexistentes). El gen cap o porcion de este de un AAV humano no primate puede
modificarse con un primer miembro de un par de union proteina: proteina al cual puede unirse un
segundo miembro que comprende un ligando de direccionamiento y dirigir el tropismo de las
particulas virales de AAV resultantes.

Para los AAV de animales no primates o los AAV remotos que son incapaces de infectar las
c€lulas de primate, el gen cap puede disefiarse como un gen cap quimérico que codifica al menos
el dominio de la fosfolipasa A2 (PLA2) de una proteina de la capside VP1 de AAV de un primate y
al menos una porcidn de la proteina de la capside VP3 de un AAV de primate no humano o AAV
remoto. Una proteina de la capside VP1 (mas particularmente, la region unica de VP1 (VP1-u) de
la capside Vpl) presenta el dominio PLA> y se considera que es importante durante una infeccion
por AAV al mediar la transferencia desde el genoma viral de endosomas/lisosomas tardios hacia el

nucleo para iniciar la replicacion (Zadori y otros., 2001, Dev Cell, 1(2):291-302). La proteina de la
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capside VP3 es la principal proteina de la capside de la superficie de una particula de virus AAV,y
como tal, es poco probable que una capside de virus que comprende al menos una porcion de una
proteina de la capside VP3 de un AAV de animal no primate o un AAV remoto sea reconocida por
NAD cultivados contra los serotipos de AAV aislados de primates durante el curso de la infeccion
con el AAV de primate.

Una representacion no taxativa de una molécula de acido nucleico que comprende el gen rep de un
AAV de primate y un gen cap quimérico se proporciona en la figura 1. Para el AAV remoto o
AAV de humano no primate que es capaz de infectar las células de primate, el gen rep de un AAV
de primate puede enlazarse operativamente a un gen cap tal como se describe en la presente
descripcion o un gen cap de un AAV no primate. Los ejemplos en la presente descripcion muestran
que dicha molécula de &cido nucleico, cuando se expresa en una linea de células de
empaquetamiento con un plasmido auxiliar y un genoma de AAV de primate que presenta un
nucledtido de interés, es capaz de codificar la replicacién adecuada y las proteinas de la capside
que funcionan para replicar y encapsular, respectivamente, el genoma del AAV de primate en una
particula viral capaz de infectar células in vivo. Ademas, los ejemplos muestran que el tropismo de
dicha particula viral de AAV se adapta facilmente mediante el uso del primer y segundo miembro
de un par de unioén proteina: proteina, y, ademas, la insercion de un primer y segundo miembro de
un par de uniéon proteina: proteina no aumenta la probabilidad de reconocimiento de NAb
cultivados contra la infeccion por AAV de primates. Como tal, en la presente descripcion se
proporcionan las particulas virales modificadas genéticamente, las composiciones que las
comprenden, y los métodos de elaboracion y uso de estas.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos que se
usan en la presente descripcion tienen el mismo significado que se entiende cominmente por un
experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Las formas singulares “un”, “una”, y “el/la” incluyen las referencias en plural a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, una referencia a “un método”
incluye uno o mas métodos y/o etapas del tipo descrito en la presente descripcion y/o los que seran
evidentes para los expertos en la técnica después de la lectura de esta descripcion.

El "por ciento (%) de identidad" o similar puede determinarse facilmente para secuencias de
aminoacidos o nucleotidos, en la longitud completa de una proteina o una porcion de esta. Una
porcion puede tener una longitud de al menos aproximadamente 5 aminoacidos o 24 nucleotidos,

respectivamente, y puede tener hasta aproximadamente 700 aminoacidos o 2100 nucledtidos,
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respectivamente. Generalmente, cuando se hace referencia a "identidad", "homologia" o
"similitud" entre dos virus adenoasociados diferentes, la "identidad", "homologia" o "similitud" se
determina en referencia a las secuencias "alineadas". Secuencias "alineadas" o "alineamientos" se
refieren a multiples secuencias de acidos nucleicos o secuencias de proteinas (aminoacidos), que a
menudo contienen correcciones para bases o aminodcidos faltantes o adicionales en comparacion
con una secuencia de referencia.

Los alineamientos pueden realizarse mediante el uso de cualquiera de una variedad de programas
de alineamiento de secuencia multiple disponibles publica o comercialmente. Los programas de
alineamiento de secuencias estdn disponibles para secuencias de aminoacidos, por ejemplo, los
programas "Clustal X", "MAP", "PIMA", "MSA", "BLOCKMAKER", "MEME" y "Match-Box".
Generalmente, cualquiera de estos programas se usa con los ajustes previamente determinados,
aunque un experto en la técnica puede modificar estos ajustes segun sea necesario.
Alternativamente, un experto en la técnica puede utilizar otro algoritmo o programa de
computadora que proporcione al menos el nivel de identidad o alineamiento que proporcionan los
algoritmos y programas referenciados. Véase, por ejemplo, JD Thomson y otros, Nucl. Acids. Res.,
"A comprehensive comparison of multiple sequence alignments", 27(13):2682-2690 (1999).
También estan disponibles multiples programas de alineamiento de secuencias para secuencias de
acidos nucleicos. Ejemplos de tales programas incluyen, "Clustal W", "CAP Sequence Assembly",
"MAP" y "MEME", a los que puede accederse a través de servidores web en Internet. Los expertos
en la técnica conocen otras fuentes para tales programas. Alternativamente, también se usan las
utilidades de Vector NTL. También hay varios algoritmos conocidos en la técnica que pueden
usarse para medir la identidad de la secuencia de nucledtidos, incluidos los contenidos en los
programas descritos anteriormente. Como otro ejemplo, las secuencias de polinucledtidos pueden
compararse mediante el uso de FASTA™, un programa en GCG Version 6.1. FASTA™
proporciona los alineamientos y por ciento de identidad de secuencia de las regiones de mejor
superposicion entre las secuencias de consulta y busqueda. Por ejemplo, el por ciento de identidad
de secuencia entre las secuencias de acido nucleico puede determinarse mediante el uso de
FASTA™ con sus parametros previamente determinados (un tamafio de palabra de 6 y el factor
NOPAM para la matriz de puntuacién) como se proporciona en GCG Version 6.1, incorporada en
la presente descripcion como referencia.

“Identidad significativa” abarca los alineamientos de secuencias de aminoéacidos o 4cidos nucleicos

que son al menos el 90 %, por ejemplo, al menos el 93 %, por ejemplo, al menos el 95 %, por
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ejemplo, al menos el 96 %, por ejemplo, al menos el 97 %, por ejemplo, al menos el 98 %, por
ejemplo, al menos el 99 % o, por ejemplo, al menos el 100 % idénticos.

El término “quimérico” abarca un gen funcional o polipéptido que comprende las secuencias de
acido nucleico o secuencias de aminodcidos, respectivamente, de al menos dos organismos
diferentes, por ejemplo, porciones de un gen o polipéptido de al menos un primer y un segundo
AAV, en donde la al menos primera y segunda porciones estdn enlazadas operativamente. A
menos que se especifiquen como quiméricos, las secuencias de nucleétidos, genes, polipéptidos y
aminodcidos se consideran no quiméricas, por ejemplo, que comprenden una secuencia de acido
nucleico o secuencia de aminoacidos de un tinico organismo, por ejemplo, un tnico AAV.

El término "anticuerpo” incluye las moléculas de inmunoglobulinas que comprenden cuatro
cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por
enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende un dominio variable de cadena pesada (Vu) y
una region constante de cadena pesada (Cu). La region constante de la cadena pesada comprende al
menos tres dominios, Cul, Cy2, Cu3 y opcionalmente CH4. Cada cadena ligera comprende un
dominio variable de cadena ligera (Cn) y una region constante de cadena ligera (Cr). Los dominios
variables de la cadena pesada y de la cadena ligera pueden subdividirse, ademads, en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas
con regiones que son mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada dominio variable
de la cadena pesada y ligera comprende tres CDR y cuatro FR, ordenados desde el extremo amino
al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (las CDR de
la cadena pesada pueden abreviarse como HCDR1, HCDR2 y HCDR3; las CDR de la cadena
ligera pueden abreviarse como LCDRI, LCDR2 y LCDR3). Las estructuras de anticuerpos
tetraméricas tipicas comprenden dos dominios de unidén a antigeno idénticos, cada uno de los
cuales se forma por asociacioén de los dominios de Vi y Vi, y cada uno de los cuales junto con los
respectivos dominios Cy y Cp forman la regiéon Fv del anticuerpo. Los anticuerpos de dominio
unico comprenden un dominio de unién a antigeno Unico, por ejemplo, una Vy o una V.. El
dominio de unién al antigeno de un anticuerpo, por ejemplo, la parte de un anticuerpo que
reconoce y se une al primer miembro de un par de unioén especifico de un antigeno, también se
denomina “paratopo”. Es una region pequefia (de 5 a 10 aminoacidos) de una region Fv de un
anticuerpo, parte del fragmento de union al antigeno (region Fab) y puede contener partes de las
cadenas pesada y/o ligera del anticuerpo. Un paratopo se une especificamente a un primer miembro

de un par de unidn especifico cuando el paratopo se une al primer miembro de un par de union
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especifico con una alta afinidad. El término anticuerpo de “alta afinidad” se refiere a un anticuerpo
que tiene una Kp con respecto a su primer miembro diana de un par de enlace especifico alrededor
de 10° M o menor (por ejemplo, aproximadamente 1 x 10° M, 1 x 10" M, 1 x 10" M o
aproximadamente 1 x 107'2 M). En una modalidad, la Kp se mide mediante resonancia superficial
de plasmones, por ejemplo, BIACORE™; En otra modalidad, Kp se mide mediante ELISA.

La frase “region determinante de complementariedad”, o el término “CDR”, incluye una secuencia
de aminoacidos codificada por una secuencia de 4cidos nucleicos de los genes de
inmunoglobulinas de un organismo que normalmente (es decir, en un animal de tipo silvestre)
aparece entre dos regiones marco en una region variable de una cadena ligera o una pesada de una
molécula de inmunoglobulina (por ejemplo, un anticuerpo o un receptor de células T). Una CDR
puede ser codificada, por ejemplo, por una secuencia de la linea germinal o una secuencia
reordenada o no reordenada, y, por ejemplo, por una célula B o una célula T virgen o madura. Una
CDR puede mutarse somaticamente (por ejemplo, variar de una secuencia codificada en la linea
germinal de un animal), humanizarse, y/o modificarse con sustituciones, adiciones, o deleciones de
aminoacidos. En algunas circunstancias (por ejemplo, para una CDR3), las CDR pueden ser
codificadas por dos o mas secuencias (por ejemplo, secuencias de la linea germinal) que no son
contiguas (por ejemplo, en una secuencia de acidos nucleicos no reordenada) pero son contiguas en
una secuencia de acidos nucleicos de células B, por ejemplo, como resultado del corte y empalme
o la conexion de las secuencias (por ejemplo, recombinacion V-D-J para formar una CDR3 de
cadena pesada).

La frase “cadena ligera” incluye una secuencia de cadena ligera de inmunoglobulina de cualquier
organismo, y a menos que se especifique de otra manera incluye las cadenas ligeras Ky Ahumanas
y una VpreB, asi como también las cadenas ligeras sustitutas. Los dominios variables de la cadena
ligera incluyen tipicamente tres CDR de cadena ligera y cuatro regiones marco (FR), a menos que
se especifique de cualquier otra manera. Generalmente, una cadena ligera de longitud completa
incluye, desde el amino terminal al carboxilo terminal, un dominio variable que incluye FR1-
CDRI1- FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, y una region constante de la cadena ligera. Un dominio
variable de cadena ligera esta codificado por una secuencia génica de region variable de cadena
ligera, que generalmente comprende los segmentos Vi y Ji, derivados de un repertorio de
segmentos V y J presentes en la linea germinal. Las secuencias, localizaciones y nomenclatura para
los segmentos de cadena ligera V y J para varios organismos pueden encontrarse en la base de

datos IMGT, www.imgt.org. Las cadenas ligeras incluyen, por ejemplo, las que no se unen
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selectivamente a un primer o a un segundo primer miembro de un par de unién especifico unido
selectivamente por el primer miembro de un par de unién especifico-proteina de unién en la que
aparecen. Las cadenas ligeras incluyen, ademads, las que se unen y reconocen, o ayudan a la cadena
pesada u otra cadena ligera con la unién y el reconocimiento de, uno o mas del primer miembro de
un par de union especifico unido selectivamente por el primer miembro de un par de unidon
especifico-proteina de unidén en la que aparecen. Las cadenas ligeras comunes o universales
incluyen las derivadas de un gen de Vk1-39Jk humano o un gen de Vk3-20Jk humano e incluyen
las versiones mutadas somaticamente (por ejemplo, con maduracion de afinidad) de las mismas.
Los segmentos de la Vi humana ilustrativos incluyen un segmento génico de Vik1-39 humano, un
segmento génico de Vk3-20 humano, un segmento génico de VA1-40 humano, un segmento génico
de VA1-44 humano, un segmento génico de VA2-8 humano, un segmento génico de VA2-14
humano, y segmento génico de VA3-21 humano e incluye versiones mutadas somaticamente (por
ejemplo, con maduracion de afinidad) de las mismas. Pueden elaborarse cadenas ligeras que
comprenden un dominio variable de un organismo (por ejemplo, humano o roedor, por ejemplo,
rata o raton; o ave, por ejemplo, pollo) y una regiéon constante del mismo organismo o uno
diferente (por ejemplo, humano o roedor, por ejemplo, rata o ratoén; o ave, por ejemplo, pollo).

El término ‘“aproximadamente” o “alrededor de” incluye que estd dentro de un intervalo
estadisticamente significativo de un valor. Tal intervalo puede estar dentro de un orden de
magnitud, preferentemente dentro del 50 %, con mayor preferencia dentro del 20 %, aiin con
mayor preferencia dentro del 10 %, e incluso con mayor preferencia dentro del 5 % de un valor o
intervalo dado. La variacién permitida abarcada por el término “aproximadamente” o “alrededor
de” depende del sistema particular en estudio, y puede apreciarse facilmente por un experto en la
técnica.

o

La frase “cadena pesada,” o “cadena pesada de inmunoglobulina” incluye una secuencia de la
cadena pesada de inmunoglobulina, que incluye una secuencia de region constante de la cadena
pesada de inmunoglobulina, de cualquier organismo. Los dominios variables de la cadena pesada
incluyen tres CDR de cadena pesada y cuatro regiones FR, a menos que se especifique de cualquier
otra manera. Los fragmentos de cadenas pesadas incluyen CDR, CDR y FR, y combinaciones de
estos. Una cadena pesada tipica tiene, después del dominio variable (del extremo N al extremo C),

un dominio Cul, una region bisagra, un dominio Cu2, y un dominio Cu3. Un fragmento funcional

de una cadena pesada incluye un fragmento que es capaz de reconocer especificamente un primer
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miembro de un par de unidn especifico (por ejemplo, reconocer el primer miembro de un par de
unién especifico con una Kp en el intervalo micromolar, nanomolar o picomolar), que es capaz de
ser expresado y secretado por una célula, y que comprende al menos una CDR. Los dominios
variables de la cadena pesada son codificados por una secuencia de nucleotidos de region variable,
que generalmente comprende segmentos Vi, Du, y Ju derivados de un repertorio de segmentos Vy,
Du, y Ju presentes en la linea germinal. Las secuencias, las localizaciones y la nomenclatura para
los segmentos de la cadena pesada V, D, y J para varios organismos pueden encontrarse en la base
de datos IMGT, que es accesible a través de internet en la red mundial (www) en la URL
“imgt.org.”

El término "anticuerpo solamente de cadena pesada", "proteina de unidn a antigeno solamente de
cadena pesada", "proteina de unién a antigeno de dominio unico", "proteina de uniéon a dominio
unico" o similares se refiere a una molécula de inmunoglobulina monomérica u homodimérica que
comprende una cadena de tipo inmunoglobulina que comprende un dominio variable unido
operativamente a una region constante de cadena pesada, que no puede asociarse con una cadena
ligera debido a que la region constante de cadena pesada tipicamente carece de un dominio Cul
funcional. En consecuencia, el término "anticuerpo solamente de cadena pesada", "proteina de
unién a antigeno solamente de cadena pesada”, "proteina de unioén a antigeno de dominio tnico",
"proteina de unién de dominio unico" o similares abarca tanto (i) una proteina de union a antigeno
de dominio unico monomérica que comprende una de las cadenas de tipo inmunoglobulina que
comprende un dominio variable enlazado operativamente a una region constante de cadena pesada
que carece de un dominio Cyl funcional, o (ii) una proteina de unioén a antigeno de dominio tinico
homodimérica que comprende dos cadenas de tipo inmunoglobulina, cada una de las cuales
comprende un dominio variable enlazado operativamente a una region constante de cadena pesada
que carece de un dominio Cul funcional. En diversos aspectos, una proteina de union a antigeno de
dominio Gnico homodimérica comprende dos cadenas similares a inmunoglobulinas idénticas, cada
una de las cuales comprende un dominio variable idéntico enlazado operativamente a una region
constante de cadena pesada idéntica que carece de un dominio Cul funcional. Adicionalmente,
cada cadena de tipo inmunoglobulina de una proteina de unién a antigeno de dominio Unico
comprende un dominio variable, que puede derivarse de segmentos génicos de la region variable
de cadena pesada (por ejemplo, Vu, Du, Ju), segmentos génicos de cadena ligera (por ejemplo, Vi,
JL), o una de sus combinaciones, unida a una secuencia génica de la region constante de la cadena

pesada (Cu) que comprende una delecion o mutacion de inactivacion en una secuencia que codifica
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Cul (y, opcionalmente, una regiéon de bisagra) de un gen de la region constante de la cadena
pesada, por ejemplo, IgG, IgA, IgE, IgD o una de sus combinaciones. Una proteina de union a
antigeno de dominio Unico que comprende un dominio variable derivado de los segmentos génicos
de cadena pesada puede denominarse como un "anticuerpo de dominio Unico Vy" o "proteina de
unién a antigeno de dominio tnico Vu”, véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos nim.
8,754,287; patentes de Estados Unidos num. 20140289876; 20150197553; 20150197554;
20150197555; 20150196015; 20150197556 and 20150197557, cada una de las cuales se incorpora
en su totalidad como referencia. Una proteina de union a antigeno de dominio unico que
comprende un dominio variable derivado de segmentos génicos de cadena ligera puede
denominarse como una "proteina de union a antigeno de dominio tnico VL", véase, por ejemplo, la
solicitud de Estados Unidos num. 20150289489, que se incorpora en su totalidad como referencia.

La frase “cadena ligera” incluye una secuencia de cadena ligera de inmunoglobulina de cualquier
organismo, y a menos que se especifique de cualquier otra manera incluye las cadenas ligeras
humanas kappa (k) y lambda (1) y una VpreB, asi como también las cadenas ligeras sustitutas. Los
dominios variables de la cadena ligera incluyen tipicamente tres CDR de cadena ligera y cuatro
regiones marco (FR), a menos que se especifique de cualquier otra manera. Generalmente, una
cadena ligera de longitud completa incluye, desde el extremo amino al extremo carboxilo, un
dominio variable que incluye FRI-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4, y una secuencia de
aminoacidos de la region constante de cadena ligera. Los dominios variables de la cadena ligera
son codificados por la secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera, que
generalmente comprende los segmentos génicos VL de cadena ligera y JL de cadena ligera,
derivados de un repertorio de segmentos génicos V y J de cadena ligera presentes en la linea
germinal. Las secuencias, las localizaciones y la nomenclatura para los segmentos génicos V y J de
cadena ligera para varios organismos pueden encontrarse en la base de datos IMGT, que es
accesible a través de internet en la red mundial (www) en la URL “imgt.org.” Las cadenas ligeras
incluyen, por ejemplo, las que no se unen selectivamente a un primer o a un segundo primer
miembro de un par de unidn especifico unido selectivamente por el primer miembro de un par de
unién especifico-proteina de unidn en la que aparecen. Las cadenas ligeras incluyen, ademas, las
que se unen y reconocen, o ayudan a la unioén y reconocimiento de la cadena pesada, uno o mas del
primer miembro de un par de unidn especifico unido selectivamente por el primer miembro de un
par de unioén especifico-proteina de unidon en la que aparecen. Las cadenas ligeras incluyen,

ademas, las que se unen y reconocen, o ayudan a la unidén y reconocimiento de la cadena pesada,
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uno o mas del primer miembro de un par de union especifico unido selectivamente por el primer
miembro de un par de unidn especifico-proteina de union en la que aparecen. Las cadenas ligeras
comunes o universales incluyen las derivadas de un gen de Vk1-39Jk5 humana o un gen de Vk3-
20Jx1 humana e incluyen las versiones somaticamente mutadas (por ejemplo, con maduracion de
afinidad) de las mismas.

La expresion "enlazado operativamente", como se usa en la presente descripcion, incluye una
yuxtaposicion fisica (por ejemplo, en un espacio tridimensional) de componentes o elementos que
interactian, directamente o indirectamente entre si, o se coordinan de cualquier otra manera para
participar en un evento biologico, cuya yuxtaposicion logra o permite tal interaccion y/o
coordinacion. Para proporcionar un ejemplo, se dice que una secuencia de control (por ejemplo,
una secuencia de control de expresion) en un acido nucleico esta "enlazada operativamente" a una
secuencia codificante cuando se ubica con relacion a la secuencia codificante de manera que su
presencia o ausencia tenga un impacto en la expresion y/o actividad de la secuencia codificante. En
muchas modalidades, un “enlace operativo” implica un enlace covalente de componentes o
elementos relevantes entre si. Los expertos en la técnica apreciaran facilmente que, en algunas
modalidades, no se requiere enlace covalente para lograr un enlace operativo eficaz. Por ejemplo,
en algunas modalidades, las secuencias de control de &4cido nucleico que estan enlazadas
operativamente con secuencias codificantes que controlan son contiguas al nucledtido de interés.
Alternativamente o adicionalmente, en algunas modalidades, una o mas de tales secuencias de
control actiian en trans o a una distancia para controlar una secuencia codificante de interés. En
algunas modalidades, el término "secuencia de control de la expresion", como se usa en la presente
descripcion se refiere a secuencias de polinucledtidos que son necesarias y/o suficientes para
efectuar la expresion y el procesamiento de las secuencias codificantes a las que se unen. En
algunas modalidades, las secuencias de control de la expresion pueden ser o comprender
secuencias apropiadas de iniciacion, terminacién, promotoras y/o potenciadoras de la
transcripcion; sefiales de procesamiento de ARN eficientes tales como sefales de empalme y
poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmico; secuencias que mejoran la
eficacia de la traduccion (por ejemplo, secuencia consenso Kozak); secuencias que mejoran la
estabilidad de las proteinas; y/o, en algunas modalidades, secuencias que potencian la secrecion de
proteinas. En algunas modalidades, una o mas secuencias de control son preferentemente o
exclusivamente activas en una célula u organismo huésped particular, o tipo de esta. Para dar solo

un ejemplo, en procariotas, las secuencias de control tipicamente incluyen promotor, sitio de union
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ribosomal y secuencia de terminacion de la transcripcion; en eucariotas, en muchas modalidades,
las secuencias de control tipicamente incluyen promotores, potenciadores y/o secuencias de
terminacion de la transcripcion. Los expertos en la técnica apreciaran a partir del contexto que, en
muchas modalidades, el término "secuencias de control" se refiere a componentes cuya presencia
es esencial para la expresion y el procesamiento, y en algunas modalidades incluye componentes
cuya presencia es ventajosa para la expresion (que incluye, por ejemplo, secuencias lideres,
secuencias de orientacion, y/o secuencias de parejas de fusion).

“Redireccionamiento” o “redireccion” puede incluir un escenario en el que la particula de tipo
salvaje se dirige a varias células dentro de un tejido y/o varios o6rganos dentro de un organismo, y
el direccionamiento general del tejido u drganos se reduce o suprime mediante la insercion del
aminodacido heter6logo, y cuyo redireccionamiento a mas de una célula especifica en el tejido o un
organo especifico en el organismo se logra con el ligando de direccionamiento (por ejemplo, a
través de un ligando de direccionamiento) que se une a un marcador expresado por la célula
especifica. Tal redireccionamiento o redireccion puede incluir, ademas, un escenario en el que la
particula de tipo salvaje se dirige a un tejido, cuyo direccionamiento del tejido se reduce y suprime
mediante la inserciéon del aminoacido heterdlogo, y cuyo redireccionamiento a un tejido
completamente diferente se logra con el ligando de direccionamiento.

“Par de union especifica”, “par de unidon proteina: proteina”, y similares, incluyen dos proteinas
(por ejemplo, un primer miembro (por ejemplo, un primer polipéptido) y un segundo miembro
cognado (por ejemplo, un segundo polipéptido)) que interactian para formar un enlace (por
ejemplo, un enlace no covalente entre un primer miembro, epitopo, y un segundo miembro,
porcidon de union al antigeno de un anticuerpo que reconoce el epitopo) o un enlace isopeptidico
covalente en condiciones que permiten o facilitan la formacion de enlaces. En algunas
modalidades, el término "cognado" se refiere a componentes que funcionan juntos. Los anticuerpos
epitopos y cognados de estos, particularmente epitopos que también pueden actuar como una
etiqueta detectable (por ejemplo, c-myc) son conocidos en la técnica. Los pares de union de
proteina: proteina especificos capaces de interactuar para formar un enlace isopeptidico covalente
se revisan en Veggiani y otros. (2014) Trends Biotechnol. 32:506, e incluyen pares de unioén
péptido: péptido tales como SpyTag: SpyCatcher, SpyTag002:SpyCatcher002; SpyTag: KTag;
isopeptag: pilin C, SnoopTag: SnoopCatcher, etc. Generalmente, un primer miembro de un par de
unién proteina: proteina se refiere al miembro de un par de union proteina: proteina, que

generalmente tiene menos de 30 aminoécidos de longitud, y que forma un enlace isopeptidico
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covalente con la segunda proteina cognada, en donde la segunda proteina cognada es generalmente
mas larga, pero puede tener, ademas, menos de 30 aminoacidos de longitud tal como en el sistema
SpyTag: KTag.

El término "enlace isopeptidico" se refiere a un enlace amida entre un grupo carboxilo o
carboxamida y un grupo amino al menos uno de los cuales no se deriva de una cadena principal de
proteina o alternativamente no es parte de la cadena principal de proteina. Un enlace isopeptidico
puede formarse dentro de una sola proteina o puede producirse entre dos péptidos o un péptido y
una proteina. Por lo tanto, un enlace isopeptidico puede formarse de forma intramolecular dentro
de una sola proteina o intermolecular, es decir, entre dos moléculas peptidicas/proteica, por
ejemplo, entre dos enlazadores peptidicos. Tipicamente, un enlace isopeptidico puede producirse
entre un residuo de lisina y un residuo de asparagina, cido aspartico, glutamina, o acido glutamico
o el grupo del extremo carboxilo de la cadena proteica o peptidica o puede producirse entre el
extremo alfa-amino de la cadena proteica o peptidica y una asparagina, acido aspartico, glutamina
o acido glutamico. En la presente descripcion, se hace referencia a cada residuo del par implicado
en el enlace isopeptidico como un residuo reactivo. En modalidades preferidas de la invencion, un
enlace isopeptidico puede formarse entre un residuo de lisina y un residuo de asparagina o entre un
residuo de lisina y un residuo de acido aspartico. Particularmente, pueden producirse enlaces
isopeptidicos entre la amina de cadena lateral de la lisina y el grupo carboxamida de la asparagina
o grupo carboxilo de un aspartato.

El sistema SpyTag: SpyCatcher se describe en la patente de Estados Unidos nim. 9,547,003 y
Zaveri y otros. (2012) PNAS 109: E690-E697, cada uno de los cuales se incorpora en la presente
descripcion en su totalidad como referencia, y se deriva del dominio CnaB2 de la proteina de union
a fitomejoramiento FbAb de Streptococcus pyogenes. Al dividir el dominio, Zakeri y otros
obtuvieron un péptido “SpyTag” que tiene la secuencia AHIVMVDAYKPTK (SEQ ID NO: 42)
que forma un enlace amida con su proteina afin “SpyCatcher”, un polipéptido de 112 aminoécidos
que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 43. (Zakeri (2012), supra). Un
par de union especifico adicional derivado del dominio CnaB2 es SpyTag: KTag, que forma un
enlace isopeptidico en presencia de SpyLigasa. (Fierer (2014) PNAS 111: E1176-1181). La
SpyLigasa se modificd genéticamente mediante la escision de la hebra B de SpyCatcher que
contiene una lisina reactiva, dando como resultado KTag, un primer miembro de un par de union
proteina: proteina de 10 residuos que tiene la secuencia de aminoacidos ATHIKFSKRD (SEQ ID
NO: 72). El sistema SpyTag002:SpyCatcher002 se describe en Keeble y otros (2017) Angew Chem
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Int Ed Engl 56:16521-25, incorporado en la presente descripcion en su totalidad como referencia.
SpyTag002 tiene la secuencia de aminoacidos VPTIVMVDAYKRYK, establecida como la SEQ
ID NO: 73, y se une a SpyCatcher002.

El sistema SnoopTag: SnoopCatcher se describe en Veggiani (2016) PNA 113:1202-07. El
dominio tipo Ig D4 de RrgA, una adhesion de Streptococcus pneumoniae, se separd para formar
SnoopTag (residuos 734-745) y SnoopCatcher (residuos 749-860). La incubacion de SnoopTag y
SnoopCatcher da como resultado un enlace isopeptidico espontaneo que es especifico entre las
proteinas complementarias. Veggiani (2016)), supra.

El par de unidn especifico a isopeptag: pilin-C se derivé de la proteina pilin principal Spy0128 de
Streptococcus pyogenes. (Zakeir y Howarth (2010) J. Am. Chem. Soc. 132:4526-27). Isopeptag
tiene la secuencia de aminoacidos TDKDMTITFTNKKDAE, establecida como la SEQ ID NO: 75,
y se une a pilin-C (residuos 18-299 de Spy0128). La incubacion de SnoopTag y SnoopCatcher da
como resultado un enlace isopeptidico espontineo que es especifico entre las proteinas
complementarias. Zakeir y Howarth (2010), supra.

El término “etiqueta detectable” incluye una secuencia de polipéptidos que es miembro de un par
de unién especifica, por ejemplo, que se une especificamente a través de un enlace no covalente
con otra secuencia de polipéptidos, por ejemplo, un paratopo de anticuerpos, con alta afinidad. Las
etiquetas detectables ilustrativas no taxativas incluyen la etiqueta de hexahistidina, etiqueta FLAG,
etiqueta Strep II, etiqueta de péptido de union a estreptavidina (SBP), péptido de union a
calmodulina (CBP), glutation S-transferasa (GST), proteina de union a maltosa (MBP), etiqueta S,
etiqueta HA y etiqueta c-myc (SEQ ID NO: 44). (Revisado en Zhao y otros. (2013) J. Analytical
Meth. Chem. 1-8; incorporado en la presente descripcion como referencia). Una etiqueta detectable
comun para el AAV de primates es el epitopo Bl (SEQ ID NO: 45). Las proteinas de la capside de
AAV de no primates de la invencidon, que no comprenden naturalmente el epitopo B1, pueden
modificarse en la presente descripcion para comprender un epitopo Bl. Generalmente, las
proteinas de la capside de AAV de no primates pueden comprender una secuencia con homologia
sustancial con el epitopo B1 dentro de los tltimos 10 aminoacidos de la proteina de la cépside. En
consecuencia, en algunas modalidades, una proteina de la capside de AAV de no primates de la
invencion puede modificarse con una, pero menos de cinco, mutaciones puntuales dentro de los
ultimos 10 aminoacidos de la proteina de la capside de manera que la proteina de la capside de

AAV comprenda un epitopo B1.
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El término "células diana" incluye cualquiera de las células en las que se desea la expresion de un
nucleodtido de interés. Preferentemente, las células diana exhiben un receptor en su superficie que
permite que la célula sea seleccionada como diana por un ligando de direccionamiento, tal como se
describe a continuacion.

El término "transduccion" o “infeccion”, o similares, se refieren a la introduccion de un acido
nucleico en un nucleo de la célula diana mediante una particula viral. El término eficiencia en
relacion con la transduccion o similares, por ejemplo, “eficiencia de transduccion” se refiere a la
fraccion (por ejemplo, porcentaje) de células que expresan un nucleétido de interés después de la
incubaciéon con un numero establecido de particulas virales que comprenden el nucledtido de
interés. Los métodos bien conocidos para determinar la eficiencia de transduccion incluyen la
citometria de flujo de células transducidas con un gen reportero fluorescente, RT-PCR para
determinar la expresion del nucledtido de interés, etc.

Generalmente, la proteina de la capside viral/capside/particula de “referencia” es idéntica a la
proteina de la cépside viral/capside/particula de prueba, excepto por el cambio para el cual debe
analizarse el efecto. Por ejemplo, para determinar el efecto, por ejemplo, en la eficiencia de
transduccion, de insertar un primer miembro de un par de union especifica en una particula viral de
prueba, las eficiencias de transduccion de la particula viral de prueba (en ausencia o presencia de
un ligando de direccionamiento adecuado) pueden compararse con las eficiencias de transduccion
de una particula viral de referencia (en ausencia o presencia de un ligando de direccionamiento
apropiado si es necesario), que es idéntico a la particula viral de referencia en cada caso (por
ejemplo, mutaciones puntuales adicionales, nucledtido de interés, numeros de particulas virales y
células diana, etc.), excepto por la presencia de un primer miembro de un par de unién especifica.
En algunas modalidades, una proteina de la capside viral de referencia es aquella que puede formar
una capside con una segunda proteina de la capside viral modificada para comprender al menos un
primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, en donde la proteina de la capside viral de
referencia no comprende el primer miembro de un par de unién proteina: proteina, preferentemente
en donde la capside formada por la proteina de la cépside viral de referencia y la proteina de la
capside viral modificada es una cépside de mosaico.

Virus adenoasociados (AAV)

"AAV" es una abreviatura para el virus adenoasociado y puede usarse para hacer referencia al
virus en si mismo o derivados de este. Los AAV son pequefios virus de ADN de cadena simple, no

envueltos. Generalmente, un genoma de AAV de tipo salvaje es de 4.7 kb y se caracteriza por dos
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repeticiones terminales invertidas (ITR) y dos marcos abiertos de lectura (ORF), rep y cap. El
marco de lectura rep de tipo salvaje codifica cuatro proteinas con peso molecular de 78 kD
(“Rep78”), 68 kD (“Rep68™), 52 kD (“Rep52”) y 40 kD (“Rep 40”). Rep78 y Rep68 se transcriben
a partir del promotor p5, y Rep52 y Rep40 se transcriben a partir del promotor p19. Estas proteinas
funcionan principalmente en la regulaciéon de la transcripcion y la replicacion del genoma de AAV.
El marco de lectura de cap de tipo salvaje codifica tres proteinas virales (VP) estructurales
(capside) con pesos moleculares de 83-85 kD (VP1), 72-73 kD (VP2) y 61-62 kD (VP3). Mas del
80 % de las proteinas totales en un virion de AAV (cépside) comprenden VP3; en los viriones
maduros VP1, VP2 y VP3 se encuentran con una abundancia relativa de aproximadamente 1:1:10,
aunque se han informado relaciones de 1:1:8. Padron y otros. (2005) J. Virology 79:5047-58.

Las secuencias genomicas de varios serotipos de AAV, asi como también las secuencias de las
repeticiones terminales invertidas naturales (ITR), proteinas Rep y subunidades de la capside son
conocidas en la técnica. Tales secuencias pueden encontrarse en la bibliografia o en bases de datos
publicas tales como GenBank. Véase, por ejemplo, los numeros de acceso de GenBank
NC 002077 (AAV1), AF063497 (AAV1), NC001401 (AAV-2), AF043303 (AAV2), NC 001729
(AAV3), NC 001829 (AAV4), UB9790 (AAV4), NC 006152 (AAVS), AF513851 (AAV7),
AF513852 (AAVS) y NC 006261 (AAVS); cuyas descripciones se incorporan en la presente
descripcion como referencia para ensefiar secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos de AAV.
Véase, ademas, por ejemplo, Srivistava y otros. (1983) J. Virology 45:555; Chiorini y otros. (1998)
J. Virology 71:6823; Chiorini y otros. (1999) J. Virology 73:1309; Bantel-Schaal y otros. (1999) J.
Virology 73:939; Xiao y otros. (1999) J. Virology 73:3994; Muramatsu y otros. (1996) Virology
221:208; Shade y otros, (1986) J. Virol. 58:921; Gao y otros. (2002) Proc. Nat. Acad. Sci. Estados
Unidos 99:11854; Moris y otros. (2004) Virology 33:375-383; Solicitud de patente de EE. UU.
20170130245; solicitudes de patentes internacionales WO 00/28061, WO 99/61601, WO
98/11244; y la patente de EE.UU. num. 6,156,303, que se incorporan en su totalidad a la presente
como referencia. La Tabla 2 en la presente descripcion proporciona las secuencias de varios AAV
de no primate.

“AAV” abarca todos los subtipos y las formas de origen natural y modificadas, excepto cuando se
requiera de cualquier otra manera. AAV incluye AAV de primate (por ejemplo, AAV tipo 1
(AAV1), AAV de primate tipo 2 (AAV2), AAV de primate tipo 3 (AAV3), AAV de primate tipo 4
(AAV4), AAV de primate tipo 5 (AAVS5), AAV de primate tipo 6 (AAV6), AAV de primate tipo 7
(AAVT), AAV de primate tipo 8 (AAV8), AAV de animal no primate (por ejemplo, AAV de ave
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(AAAV)) y otros AAV de animal que no son primate tales como AAV de mamifero (por ejemplo,
AAV de murci¢lago, AAV de lobo marino, AAV de bovino, AAV de canino, AAV de equino,
AAYV de caprino, AAV de ovino, etc.), AAV de escamosos (por ejemplo, AAV de serpiente, AAV
de dragdén barbudo), etc., AAV remoto, etc. "AAV de primate" se refiere a un AAV generalmente
aislado de primates. De manera similar, "AAV de animal no primate" se refiere a un AAV aislado
de animales no primates. “AAV remoto”, como se usa en la presente descripcion, abarca:

El AAV aislado de animales primates o no primates generalmente, tiene un contacto limitado con
la poblacion humana general,

El AAV aislado de animales primates, por ejemplo, un AAV de primate, que comprende una
proteina de la capside VP1 de tipo salvaje que comprende una secuencia de aminoacidos con
menos del 99 %, por ejemplo, menos del 95 %, por ejemplo, menos del 90 %, por ejemplo, menos
del 85 %, identidad de secuencia de aminodcidos con cada uno de los siguientes: la proteina de la
capside VP1 de AAV1, la proteina de la capside VP1 de AAV2, la proteina de la capside VP1 de
AAV3, la proteina de la capside VP1 de AAV4, la proteina de la capside VP1 de AAVS, la
proteina de la capside VP1 de AAV6, la proteina de la capside VP1 de AAV7, la proteina de la
capside VP1 de AAVS, la proteina de la capside VP1 de AAVY, la proteina de la capside VP1 de
AAVI10, la proteina de la capside VP1 de AAV11, la proteina de la capside VP1 de AAV12 y la
proteina de la capside VP1 de AAV13 y/o

AAYV aislado de animales que no son primate, por ejemplo, un AAV de animales que no son
primate, que comprende una proteina de la capside de tipo salvaje que comprende una secuencia de
aminoacidos con menos del 99 %, por ejemplo, menos del 95 %, por ejemplo, menos del 90 %, por
ejemplo, menos del 85 % de identidad de secuencia de aminoacidos con cada uno de los AAV
enumerados en la tabla 2.

La seropositividad puede evaluarse mediante el uso de métodos bien conocidos. Por ejemplo, la
ausencia de presencia de IgG puede realizarse mediante un ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) u otros ensayos inmunitarios conocidos. Para detectar los anticuerpos
neutralizantes, puede realizarse un ensayo de neutralizacion en el cual las particulas de AAV se
incuban con cantidades crecientes (diluciones en serie) de (i) suero de un sujeto especifico o suero
mezclado de multiples sujetos o (i1) inmunoglobulinas purificadas (IVIG o IgG) preparadas a partir
de una muestra individual o muestras de suero agrupadas (por ejemplo, de decenas a miles de
donantes que representan una seccion transversal de inmunoglobulinas en una poblacién dada),

seguido por deteccion de la infeccion celular, por ejemplo, al seguir la expresion de un gen
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reportero (por ejemplo, un gen de luciferasa, GFP, etc). El nivel de infeccion se compara luego con
el nivel en una muestra de control no expuesta al suero/IVIG/IgG. Véase, por ejemplo, el ejemplo
8. El titulo de neutralizacion puede definirse, por ejemplo, como la concentracion de IVIG/IgG o el
mayor factor de dilucion de suero que da como resultado una inhibicion del 50 % o mayor de la
expresion del gen reportero en comparacion con el control. En una modalidad, se considera que
una dilucion en suero en la que se observa mas de 70 % de reduccion de la cantidad de células
infectadas en comparacion con el control es positiva para la actividad neutralizante. Las
interacciones con anticuerpos neutralizantes conocidos especificos pueden estudiarse, por ejemplo,
mediante el uso de un ensayo de inmunotransferencia.

Tal como se usa en la presente descripcion, “de un AAV [indicado]” en relacion con un gen (por
ejemplo, rep, cap, etc.), proteina de la capside (por ejemplo, una proteina de la capside VP1, una
proteina de la capside VP2, una proteina de la capside VP3, etc), una region de una proteina de la
capside de un AAV indicado (por ejemplo, una region PLA», region VPI-u, region comun
VP1/VP2, region VP3), secuencia de nucledtidos (por ejemplo, secuencia de ITR), por ejemplo, un
gen cap o proteina de la cépside de AAV2, etc, abarca, ademds del gen o polipéptido,
respectivamente, que comprende una secuencia de acido nucleico o secuencia de aminoacidos
establecida en la presente descripcion para el AAV indicado, también variantes del gen o el
polipéptido, que incluyen variantes que comprenden la menor cantidad de nucledtidos o
aminoacidos necesarios para retener una o mas funciones biologicas. Tal como se usa en la
presente descripcidn, un gen variante o un polipéptido variante comprende una secuencia de acido
nucleico o una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de acido nucleico o secuencia
de aminodcidos establecida en la presente descripcion para el gen o polipéptido de un AAV
indicado, en donde las una o mas diferencias, generalmente, no alteran al menos una funcion
biologica del gen o polipéptido, y/o la caracterizacion filogenética del gen o polipéptido, por
ejemplo, cuando las una o mas diferencias pueden deberse a una degeneracion del codigo genético,
variaciones de aislamiento, longitud de la secuencia, etc. Por ejemplo, el gen rep y el gen cap, tal
como se usan en la presente descripcion, pueden abarcar los genes rep y cap que difieren del gen
de tipo salvaje en que los genes pueden codificar una o mas proteinas Rep y proteinas Cap,
respectivamente. En algunas modalidades, un gen Rep codifica al menos Rep78 y/o Rep68. En
algunas modalidades, el gen cap incluye los que difieren del tipo salvaje en que se quitan uno o
mas codones iniciales alternativos o secuencias entre uno o mas codones iniciales alternativos de

modo que el gen cap solo codifique una tnica proteina Cap, por ejemplo, en donde los codones
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iniciales de VP2 y/o VP3 se quitan o sustituyen de modo que el gen cap codifique una proteina de
la capside VP1 funcional, pero no una proteina de la capside VP2 o una proteina de la cépside
VP3. En consecuencia, tal como se usa en la presente descripcion, un gen rep abarca cualquier
secuencia que codifica una proteina Rep funcional. Un gen cap abarca cualquier secuencia que
codifica al menos un gen cap funcional.

Se sabe que el gen cap de tipo salvaje expresa las tres proteinas de la capside, VP1, VP2 y VP3 de
un marco abierto de lectura simple del gen cap bajo el control de promotor p40 que se encuentra en
el ORF de rep. El término "proteina de la capside”, “proteina Cap”, y similares, incluyen una
proteina que es parte de la capside del virus. Para los virus adenoasociados, las proteinas de la
capside, generalmente, se denominan VP1, VP2 y/o VP3, y pueden ser codificadas por un tinico
gen cap. Para el AAV, las tres proteinas de la capside de AAV se producen en la naturaleza de
forma superpuesta a partir del uso del codon inicial de la traduccion alternativo del ORF de cap,
aunque las tres proteinas usan un codén de detencion comun. El ORF de un gen cap de tipo salvaje
codifica, desde 5 a 3’, tres codones iniciales alternativos: “el codon inicial de VP17, “el codon
inicial de VP2, y “el coddn inicial de VP3”; y un “codén de detenciéon comun”. La proteina viral
mas grande, VP1, es generalmente codificada desde el codon inicial de VP1 hasta el “codon de
detencion comun.” VP2 es generalmente codificada desde el codon inicial de VP2 hasta el codon
de detencion comun. VP3 es generalmente codificada desde el codon inicial de VP3 hasta el codon
de detencion comun. En consecuencia, VP1 comprende en su secuencia del extremo N, que no
comparte con VP2 o VP3, lo que se denomina la region unica de VP1 (VPI1-u). La regiéon VPI1-u
generalmente es codificada por la secuencia de un gen cap de tipo salvaje que comienza desde el
codon inicial de VP1 hasta el “codén inicial de VP2.” VP1-u comprende un dominio de fosfolipasa
A2 (PLA2), que puede ser importante para la infeccion, asi como también las sefiales de
localizacion nuclear que pueden ayudar al virus a dirigirse al nucleo para desencadenar y liberar el
genoma. Las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 comparten la misma secuencia del extremo
C que constituye la totalidad de VP3, que también puede denominarse en la presente descripcion la
region VP3. La region VP3 es codificada desde el codén inicial de VP3 hasta el codon de
detencion comun. VP2 tiene ~ 60 aminodcidos adicionales que comparte con VP1. Esta region se
denomina regiéon comin VP1/VP2.

En algunas modalidades, una o mas de las proteinas Cap de la invencion pueden codificarse por
uno o mas genes cap que tienen uno o mas ORF. En algunas modalidades, las proteinas VP de la

invencion pueden expresarse a partir de mas de un ORF que comprenden una secuencia de
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nucleotidos que codifica cualquier combinacion de VP1, VP2 y/o VP3 mediante el uso de
secuencias de nucledtidos separadas enlazadas operativamente al menos a una secuencia de control
de expresion para expresarse en células de empaquetamiento, donde cada una produce una o mas
de las proteinas de la capside VP1, VP2 y/o VP3 de la invencion. En algunas modalidades, una
proteina de la capside VP de la invencion puede expresarse individualmente a partir de un ORF
que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica cualquiera de VP1, VP2 o VP3 mediante
el uso de las secuencias de nucleotidos separadas enlazadas operativamente a una secuencia de
control de expresion para expresarse en una célula de replicacion viral, donde cada una produce
solo una proteina de la capside VP1, VP2 o VP3. En otra modalidad, las proteinas VP pueden
expresarse a partir de un ORF que comprende las secuencias de nucledtidos que codifican las
proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3 enlazadas operativamente al menos a una secuencia de
control de expresion para expresarse en una célula de replicacion viral, donde cada una produce
una proteina de la capside VP1, VP2 y VP3. En consecuencia, aunque las posiciones de
aminoacidos proporcionadas en la presente descripcion pueden proporcionarse en relacion con la
proteina de la capside VP1 del AAV mencionado, un experto en la técnica podra determinar
respectivamente y facilmente la posicion de ese mismo aminoécido dentro de la proteina de la
capside VP2 y/o VP3 del AAV, y la posicion correspondiente de los aminodcidos entre AAV
diferentes.

La expresion “repeticion terminal invertida” o “ITR” incluye las secuencias de acido nucleico
simétricas en el genoma de virus adenoasociados necesarias para una replicacion eficiente. Las
secuencias de ITR se ubican en cada extremo del genoma de ADN de AAV. Las ITR sirven como
los origenes de replicacion para la sintesis de ADN viral y son componentes cis esenciales para
generar particulas de AAV, por ejemplo, empaquetadas en particulas de AAV.

Las ITR de AAV comprenden sitios de reconocimiento para las proteinas de replicacion Rep78 o
Rep68. La region A"D" de la ITR comprende el sitio de mella del ADN donde la replicacion del
ADN se inicia y proporciona direccionalidad a la etapa de replicacion de 4cidos nucleicos. Una
réplica de AAV en una célula de mamifero comprende, tipicamente, dos secuencias de ITR.

Una sola ITR puede modificarse genéticamente con sitios de uniéon a Rep en ambas cadenas de las
regiones “A” y dos regiones D simétricas en cada lado del palindromo de la ITR. Tal construccion
modificada genéticamente en una plantilla de ADN circular de doble hebra permite la replicacion
de acido nucleico iniciada por Rep78 o Rep68 que avanza en ambas direcciones. Una sola ITR es

suficiente para la replicacion de AAV de una particula circular. En los métodos para producir una
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particula viral de AAV de la invencion, la secuencia de codificacion de rep codifica una proteina
Rep o un equivalente de proteina Rep que es capaz de unirse a una ITR comprendida en el
plasmido de transferencia.

Las proteinas Cap de la invencion, cuando son expresadas con proteinas Rep adecuadas por una
célula de empaquetamiento, pueden encapsular un plasmido de transferencia que comprende un
nucleodtido de interés y un nimero par de dos o mas secuencias de ITR. En algunas modalidades,
un plasmido de transferencia comprende una secuencia de ITR. En algunas modalidades, un
plasmido de transferencia comprende dos secuencias de ITR.

Rep78 y/o Rep68 se unen a sitios unicos y conocidos en la secuencia de la horquilla de ITR, y
actian para romper y desenrollar las estructuras de horquilla al final de un genoma de AAV, lo que
proporciona de esta manera acceso a la maquinaria de replicacion de la célula de replicacion viral.
Tal como se conoce, las proteinas Rep pueden expresarse a partir de mas de un ORF que
comprenden la secuencia de nucledtidos que codifica cualquier combinacion de Rep78, Rep68,
Rep 52 y/o Rep40, mediante el uso de secuencias de nucledtidos separadas enlazadas
operativamente al menos a una secuencia de control de expresion para expresarse en una célula de
replicacion viral, donde cada una produce una o mas proteinas Rep, Rep78, Rep68, Rep 52 y/o
Rep40. De manera alternativa, las proteinas Rep pueden expresarse individualmente a partir de un
ORF que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica cualquiera de Rep78, Rep68, Rep
52 o Rep40 mediante el uso de secuencias de nucleotidos separadas unidas operativamente a una
secuencia de control de expresion para expresarse en una célula de empaquetamiento, donde cada
una produce solo una proteina Rep, Rep78, Rep68, Rep 52 o Rep40. En otra modalidad, las
proteinas Rep pueden expresarse a partir de un ORF que comprende las secuencias de nucleotidos
que codifican las proteinas Rep, Rep78 y Rep52, enlazadas operativamente al menos a una
secuencia de control de expresion para expresarse en una célula de replicacion viral, donde cada
una produce una proteina Rep, Rep78 y Rep52.

En un método de produccion de un virion AAV, por ejemplo, una particula viral, de la invencion,
una secuencia rep de codificacion y un gen cap de la invencion puede proporcionarse un unico
plasmido de empaquetamiento (véase, por ejemplo, la figura 1). Sin embargo, un experto en la
técnica reconocera que dicha condicion no es necesaria. Tales particulas virales pueden o no incluir
un genoma.

Una “proteina de la capside quimérica de AAV” incluye una proteina de la capside de AAV que

comprende las secuencias de aminoacidos, por ejemplo, porciones de dos 0 mas AAV diferentes y
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que es capaz de formar y/o forma una cépside viral/particula viral de AAV. Una proteina de la
capside quimérica de AAV es codificada por un gen de la capside quimérico de AAV, por ejemplo,
un nucledtido que comprende multiples, por ejemplo, al menos dos, secuencias de acidos
nucleicos, cada una de ellas es idéntica a una porcién de un gen de la capside que codifica una
proteina de la capside de AAV diferentes, y que juntas codifican una proteina de la capside
quimérica funcional de AAV. La asociacion de una proteina de la capside quimérica con un AAV
especifico indica que la proteina de la capside comprende una o mas porciones de una proteina de
la cépside de ese AAV y una o més porciones de una proteina de la capside de un AAV diferente.
Por ejemplo, una proteina de la capside quimérica de AAV?2 incluye una proteina de la capside que
comprende una o mas porciones de una proteina de la capside VP1, VP2 y/o VP3 de AAV2 y una
0 mas porciones de una proteina de la capside VP1, VP2 y/o VP3 de un AAYV diferente.

El término “porcion” se refiere a al menos 5 aminoécidos o al menos 15 nucleétidos, pero menos
que el polipéptido de longitud completa o la molécula de 4cido nucleico, con 100 % de identidad
con una secuencia de la que se deriva la porcion, véase Penzes (2015) J. General Virol. 2769. Una
“porcion” abarca cualquier segmento contiguo de aminoacidos o nucleétidos suficiente para
determinar que la forma de polipéptido o molécula de 4cido nucleico de la que se deriva la porcion
es “de un AAV [especificado]” o tiene “identidad significativa” con un AAV particular, por
ejemplo, un AAV de animal no primate o0 AAV remoto. En algunas modalidades, una porcion
comprende al menos 5 aminoacidos o 15 nucledtidos con 100 % de identidad con una secuencia
asociada con el AAV indicado. En algunas modalidades, una porciéon comprende al menos 10
aminoacidos o 30 nucledtidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV
indicado. En algunas modalidades, una porcion comprende al menos 15 aminoacidos o 45
nucledtidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV indicado. En algunas
modalidades, una porcion comprende al menos 20 aminoacidos o 60 nucle6tidos con 100 % de
identidad con una secuencia asociada con el AAV indicado. En algunas modalidades, una porcion
comprende al menos 25 aminoacidos o 75 nucledtidos con 100 % de identidad con una secuencia
asociada con el AAV indicado. En algunas modalidades, una porciéon comprende al menos 30
aminoacidos o 90 nucledtidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV
indicado. En algunas modalidades, una porcion comprende al menos 35 aminoacidos o 105
nucledtidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV indicado. En algunas
modalidades, una porciéon comprende al menos 40 aminoacidos o 120 nucledtidos con 100 % de

identidad con una secuencia asociada con el AAV indicado. En algunas modalidades, una porcion
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comprende al menos 45 aminoacidos o 135 nucleétidos con 100 % de identidad con una secuencia
asociada con el AAV indicado. En algunas modalidades, una porciéon comprende al menos 50
aminoacidos o 150 nucleétidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV
indicado. En algunas modalidades, una porcion comprende al menos 60 aminodcidos o 180
nucleétidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV indicado. En algunas
modalidades, una porcion comprende al menos 70 aminoacidos o 210 nucledtidos con 100 % de
identidad con una secuencia asociada con el AAV indicado. En algunas modalidades, una porcion
comprende al menos 80 aminoécidos o 240 nucledtidos con 100 % de identidad con una secuencia
asociada con el AAV indicado. En algunas modalidades, una porciéon comprende al menos 90
aminoacidos o 270 nucleétidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV
indicado. En algunas modalidades, una porcion comprende al menos 100 aminodcidos o 300
nucleotidos con 100 % de identidad con una secuencia asociada con el AAV indicado.

Proteinas de la capside del virus modificadas, particulas virales, dacidos nucleicos

En algunas modalidades, una proteina Cap de la invencion, por ejemplo, una proteina de la capside
VP1 tal como se describe en la presente descripcion, una proteina de la capside VP2 tal como se
describe en la presente descripcion, y/o una proteina de la capside VP3 tal como se describe en la
presente descripcion, se modifica para comprender, por ejemplo, un primer miembro de un par de
union proteina: proteina, una etiqueta detectable, una mutacion puntual, etc.

El quimerismo es un tipo de modificacién tal como se describe en la presente descripcion.
Generalmente, la modificacion del gen o un polipéptido de un AAV indicado, o variantes de estos,
da como resultado una secuencia de 4acido nucleico o una secuencia de aminoacidos que difiere de
la secuencia de 4acido nucleico o la secuencia de aminoacidos que establece en la presente
descripcion para el AAV indicado, en donde la modificacion altera, confiere, o elimina una o mas
funciones bioldgicas, pero no cambia la caracterizacion filogenética del gen o polipéptido. Una
modificacion puede incluir una insercion, por ejemplo, de un primer miembro de un par de union
proteina: proteina y una mutacion puntual, por ejemplo, de modo que el tropismo natural de la
proteina de la cépside se reduzca hasta eliminarse y/o de modo que la proteina de la capside
comprenda una etiqueta detectable. Las modificaciones preferidas incluyen aquellas que no alteran
y, preferentemente, disminuyen el reconocimiento bajo a nulo de la capside modificada por parte
de anticuerpos previamente existentes que se encuentran en la poblacion general que se produjeron
durante el curso de una infeccion con otro AAV, por ejemplo, infeccion con serotipos tales como

AAVI1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6, AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAVI1, AAVI2,
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AAV13, AAVDJ, Anc80L65, AAV2G9, AAV-LKO03, viriones basados en dichos serotipos,
viriones de modalidades de terapia génica de AAV usadas actualmente, o una de sus
combinaciones. Otras modificaciones, tal como se describe en la presente descripcion, incluyen la
modificacion de una proteina de la cadpside de manera que comprenda un primer miembro de un
par de union proteina: proteina, una etiqueta detectable, etc., dichas modificaciones, generalmente,
son causadas por modificaciones en el nivel genético, por ejemplo, mediante la modificacion de un
gen cap.

En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral
modificada, tal como se describe en la presente descripcion, es una capside de mosaico, por
ejemplo, comprende al menos dos conjuntos de proteinas VP1, VP2, y/o VP3, donde cada conjunto
es codificado por un gen cap diferente. Una capside de mosaico en la presente descripcion se
refiere generalmente a un mosaico de una primera proteina de la capside viral modificada para
comprender un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina y una segunda proteina de la
capside viral correspondiente que carece del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina.
En relacion con una cépside de mosaico, la segunda proteina de la capside viral que carece del
primer miembro de un par de unidon proteina: proteina puede denominarse una proteina de la
capside de referencia codificada por un gen cap de referencia. En algunas modalidades de la
capside de mosaico, preferentemente cuando las proteinas de la cépside VP1, VP2 y/o VP3
modificadas con un primer miembro del par de union proteina: proteina no es una proteina de la
capside quimérica, una proteina de la capside de referencia VP1, VP2 y/o VP3 puede comprender
una secuencia de aminoacidos idéntica a la de la proteina de la capside viral VP1, VP2 y/o VP3
modificada con un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, excepto que la proteina
de la capside de referencia carece del primer miembro de un par de union proteina: proteina. En
algunas modalidades de la capside de mosaico, una proteina de la capside de referencia VP1, VP2
y/o VP3 corresponde a la proteina de la cépside viral VP1, VP2 y/o VP3 modificada con un primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina, excepto que la proteina de la capside de referencia
carece del primer miembro de un par de union proteina: proteina. En algunas modalidades, una
proteina de la capside de referencia VP1 corresponde a la proteina de la capside VP1 viral
modificada con un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, excepto que la proteina
de la capside de referencia carece del primer miembro de un par de union proteina: proteina. En
algunas modalidades, una proteina de la capside de referencia VP2 corresponde a la proteina de la

capside VP2 viral modificada con un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina,

&9



10

15

20

25

30

excepto que la proteina de la capside de referencia carece del primer miembro de un par de union
proteina: proteina. En algunas modalidades, una proteina de la cépside de referencia VP3
corresponde a la proteina de la capside VP3 viral modificada con un primer miembro de un par de
unién proteina: proteina, excepto que la proteina de la capside de referencia carece del primer
miembro de un par de unidn proteina: proteina. En algunas modalidades de la capside de mosaico
que comprenden una proteina de la capside VPI, VP2 y/o VP3 quimérica modificada
adicionalmente para comprender un primer miembro de un par de union proteina: proteina, una
proteina de referencia puede ser una proteina de la capside correspondiente de la cual porciones de
la misma forman parte de la proteina de la cdpside quimérica. Como ejemplo no taxativo en
algunas modalidades, la cépside de mosaico que comprende una proteina de la capside de
AAV2/AAAV VPI1 quimérica modificada para comprender un primer miembro de un par de union
proteina: proteina puede comprender ademéas como proteina de la capside de referencia: una
proteina de la capside de AAV2 VP1 que carece del primer miembro, una proteina de la capside
AAAYV VPI1 que carece del primer miembro, una proteina quimérica de la capside AAV2/AAAV
VP1 que carece del primer miembro. De manera similar, en algunas modalidades, una capside de
mosaico que comprende una proteina de la capside quimérica de AAV2/AAAV VP2 modificada
para comprender un primer miembro de un par de unioén proteina: proteina puede comprender,
ademas, como una proteina de la capside de referencia: una proteina de la capside de AAV2 VP2
que carece del primer miembro, una proteina de la capside de AAAV VP1 que carece del primer
miembro, una proteina de la capside de AAV2/AAAV VP2 que carece del primer miembro. En
algunas modalidades, una capside de mosaico que comprende una proteina de la capside quimérica
de AAV2/AAAV VP3 modificada para comprender un primer miembro de un par de unioén
proteina: proteina puede comprender, ademas, como una proteina de la capside de referencia: una
proteina de la capside de AAV2 VP2 que carece del primer miembro, una proteina de la capside de
AAAYV VPI que carece del primer miembro, una proteina de la capside de AAV2/AAAV VP3 que
carece del primer miembro. En algunas modalidades de la capside de mosaico, una proteina de la
capside de referencia puede ser cualquier proteina de la cépside siempre que carezca del primer
miembro del par de unidn proteina: proteina y sea capaz de formar una capside con la primera
proteina de la capside modificada con el primer miembro de un par de union proteina: proteina.

Generalmente las particulas de mosaico son generadas mediante la transfeccion de mezclas de los
genes Cap modificados y de referencia en la produccion de células en las relaciones indicadas. Las

relaciones de subunidades de proteinas, por ejemplo, relaciones de proteina VP modificada:
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proteina VP sin modificar, en la particula pueden, pero no necesariamente, reflejar
estequiométricamente las relaciones de al menos dos especies del gen cap que codifica la primera
proteina de la capside modificada con un primer miembro de un par de unioén proteina: proteina y
uno o mas genes cap de referencia, por ejemplo, gen cap modificado: genes cap de referencia
transfectados en células de empaquetamiento. En algunas modalidades, las relaciones de
subunidades de proteinas en la particula no reflejan estequiométricamente la relacion del gen cap
modificado: genes cap de referencia transfectados en células de empaquetamiento.

En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacién de subunidades de proteinas
varia de aproximadamente 1:59 a aproximadamente 59:1. En algunas modalidades de particulas
virales de mosaico, la subunidad proteica es al menos aproximadamente 1:1 (por ejemplo, la
particula viral de mosaico comprende aproximadamente 30 proteinas de la capside modificadas y
aproximadamente 30 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades de particulas
virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:2 (por
ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 20 proteinas de la céapside
modificadas y aproximadamente 40 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades
de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 3:5. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de
subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:3 (por ejemplo, la particula viral de
mosaico comprende aproximadamente 15 proteinas de la capside modificadas y aproximadamente
45 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades de particulas virales de mosaico,
la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:4 (por ejemplo, la
particula viral de mosaico comprende aproximadamente 12 proteinas de la capside modificadas y
48 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades de particulas virales de mosaico,
la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:5 (por ejemplo, la
particula viral de mosaico comprende 10 proteinas de la capside modificadas y 50 proteinas de la
capside de referencia). En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de
subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:6. En algunas modalidades de particulas
virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:7. En
algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al
menos aproximadamente 1:8. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion
de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:9 (por ejemplo, la particula viral de

mosaico comprende aproximadamente 6 proteinas de la capside modificadas y aproximadamente
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54 proteinas de la cépside de referencia). En algunas modalidades de particulas virales de mosaico,
la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:10. En algunas
modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 1:11 (por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 5
proteinas de la capside modificadas y aproximadamente 55 proteinas de la capside de referencia).
En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacién de subunidades de proteinas
es al menos aproximadamente 1:12. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la
relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:13. En algunas modalidades
de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 1:14 (por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 4
proteinas de la capside modificadas y aproximadamente 56 proteinas de la capside de referencia).
En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas
es al menos aproximadamente 1:15. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la
relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:19 (por ejemplo, la particula
viral de mosaico comprende aproximadamente 3 proteinas de la cépside modificadas y
aproximadamente 57 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades de particulas
virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 1:29
(por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 2 proteinas de la capside
modificadas y aproximadamente 58 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades
de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 1:59. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de
subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 2:1 (por ejemplo, la particula viral de
mosaico comprende aproximadamente 40 proteinas de la capside modificadas y aproximadamente
20 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades de particulas virales de mosaico,
la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 5:3. En algunas modalidades
de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 3:1 (por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 45
proteinas de la capside modificadas y aproximadamente 15 proteinas de la capside de referencia).
En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas
es al menos aproximadamente 4:1 (por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende
aproximadamente 48 proteinas de la capside modificadas y 12 proteinas de la cépside de

referencia). En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades
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de proteinas es al menos aproximadamente 5:1 (por ejemplo, la particula viral de mosaico
comprende 50 proteinas de la capside modificadas y 10 proteinas de la capside de referencia). En
algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al
menos aproximadamente 6:1. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion
de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 7:1. En algunas modalidades de
particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 8: 1. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacién de
subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 9:1 (por ejemplo, la particula viral de
mosaico comprende aproximadamente 54 proteinas de la capside modificadas y aproximadamente
6 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades de particulas virales de mosaico,
la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 10:1. En algunas
modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 11:1 (por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 55
proteinas de la capside modificadas y aproximadamente 5 proteinas de la capside de referencia).
En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas
es al menos aproximadamente 12:1. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la
relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 13:1. En algunas modalidades
de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 14:1 (por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 56
proteinas de la capside modificadas y aproximadamente 4 proteinas de la capside de referencia).
En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas
es al menos aproximadamente 15:1. En algunas modalidades de particulas virales de mosaico, la
relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 19:1 (por ejemplo, la particula
viral de mosaico comprende aproximadamente 57 proteinas de la capside modificadas y
aproximadamente 3 proteinas de la cépside de referencia). En algunas modalidades de particulas
virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos aproximadamente 29:1
(por ejemplo, la particula viral de mosaico comprende aproximadamente 58 proteinas de la capside
modificadas y aproximadamente 2 proteinas de la capside de referencia). En algunas modalidades
de particulas virales de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas es al menos
aproximadamente 59:1.

En algunas modalidades de particulas virales que no estdn de mosaico, la relacion de subunidades

de proteinas puede ser 1:0 en donde cada proteina de la capside de la particula viral que no esta de

93



10

15

20

25

30

mosaico se modifica con un primer miembro de un par de union proteina: proteina. En algunas
modalidades de particulas virales que no estan de mosaico, la relacion de subunidades de proteinas
puede ser 0:1 en donde cada proteina de la capside de la particula viral que no esta de mosaico no
estda modificada con un primer miembro de un par de union proteina: proteina.

En algunas modalidades, una proteina de la capside de la invencion se modifica para comprender
una etiqueta detectable. Se conocen en la técnica muchas etiquetas detectables. (Véase, por
ejemplo: Nilsson y otros. (1997) "Affinity fusion strategies for detection, purification, and
immobilization of modified proteins" Protein Expression and Purification 11: 1-16, Terpe y otros.
(2003) "Overview of tag protein fusions: From molecular and biochemical fundamentals to
commercial systems" Applied Microbiology and Biotechnology 60:523-533, y sus referencias).
Las etiquetas detectables incluyen, de modo taxativo, una etiqueta detectable de polihistidina (por
ejemplo, His-6, His-8 o His-10) que se une a cationes divalentes inmovilizados (por ejemplo, Ni*"),
un resto de biotina (por ejemplo, en una secuencia de polipéptidos biotinilados in vivo) que se une
a la avidina inmovilizada, una secuencia GST (glutation S-transferasa) que se une al glutation
inmovilizado, una etiqueta S que se une a la proteina S inmovilizada, un antigeno que se une a un
anticuerpo o dominio o fragmento de este inmovilizado (que incluye, por ejemplo, etiquetas T7,
myc, FLAG y B que se unen a los anticuerpos correspondientes), una etiqueta FLASH (una
etiqueta muy detectable que se acopla a restos especificos basados en arsénico), un receptor o
dominio de receptor que se une a un ligando inmovilizado (o viceversa), proteina A o un derivado
de la misma (por ejemplo, Z) que se une a IgG inmovilizada, proteina de uniéon a maltosa (MBP)
que se une a amilosa inmovilizada, una proteina de unién a albumina que se une a la albumina
inmovilizada, un dominio de unién a quitina que se une a la quitina inmovilizada, un péptido de
unioén a calmodulina que se une a calmodulina inmovilizada y un dominio de unién a celulosa que
se une a la celulosa inmovilizada. Otra etiqueta detectable ilustrativa es una etiqueta SNAP,
disponible comercialmente en Covalys (www.covalys.com). En algunas modalidades, una etiqueta
detectable descrita en la presente descripcidon comprende una etiqueta detectable reconocida solo
por un paratopo de anticuerpo. En algunas modalidades, una etiqueta detectable descrita en la
presente descripcion comprende una etiqueta detectable reconocida por un paratopo de anticuerpo
y otros pares de union especifico.

En algunas modalidades, la etiqueta detectable forma un par de unién con un dominio constante de
inmunoglobulina. En algunas modalidades, la etiqueta detectable y/o la etiqueta detectable forma

un par de unién con un ion metalico, por ejemplo, Ni**, Co?*, Cu?", Zn**, Fe**, etc. En algunas
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modalidades, la etiqueta detectable se selecciona del grupo que consiste en estreptavidina, Strep I,
HA, L14, 4C-RGD, LH y proteina A.

En algunas modalidades, la etiqueta detectable se selecciona del grupo que consiste en FLAG,
HAyd c-myc (EQKLISEEDL; SEQ ID NO: 44). En algunas modalidades, la etiqueta detectable es
c-myc (SEQ ID NO: 44).

En algunas modalidades, una etiqueta detectable es un epitopo de linfocitos B, por ejemplo, tiene
una longitud de aproximadamente 1 aminodcido y aproximadamente 35 aminoacidos, y forma un
par de unidn con un paratopo de anticuerpo, por ejemplo, un dominio variable de inmunoglobulina.
En algunas modalidades, la etiqueta detectable comprende un epitopo B1 (SEQ ID NO: 45). En
algunas modalidades, una proteina de la capside se modifica para comprender un epitopo Bl en la
region VP3.

En algunas modalidades, una proteina de la capside de la invencion comprende al menos un primer
miembro de un par de union de péptido: péptido.

En algunas modalidades, una proteina de la capside de la invencion comprende un primer miembro
de un par de union proteina: proteina que comprende una etiqueta detectable, que también puede
usarse para la deteccion y/o el aislamiento de la proteina Cap y/o como un primer miembro de un
par de union proteina: proteina. En algunas modalidades, una etiqueta detectable actia como un
primer miembro de un par de unién proteina: proteina para la unién de un ligando de
direccionamiento que comprende una proteina de union multiespecifica que puede unirse tanto a la
etiqueta detectable como a una diana expresada por una célula de interés. En algunas modalidades,
la proteina Cap de la invenciéon comprende un primer miembro de un par de unidon proteina:
proteina que comprende c-myc (SEQ ID NO: 44). El uso de una etiqueta detectable como un
primer miembro de un par de union proteina: proteina se describe, por ejemplo, en el documento
W02019006043, que se incorpora en la presente descripcion en su totalidad como referencia.

En algunas modalidades, una proteina de la capside comprende un primer miembro de un par de
unién proteina: proteina, en donde el par de union proteina: proteina forma un enlace isopeptidico
covalente. En algunas modalidades, el primer miembro de un par de unién de péptido: péptido se
une covalentemente a través de un enlace isopeptidico a un segundo miembro cognado del par de
union de péptido: péptido, y opcionalmente, en donde el segundo miembro cognado del par de
union de péptido: péptido se fusiona con un ligando de direccionamiento, dicho ligando de
direccionamiento se une a una diana expresada por una célula de interés. En algunas modalidades,

el par de unidon proteina: proteina puede seleccionarse del grupo que consiste en SpyTag:
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SpyCatcher, SpyTag002:SpyCatcher002, SpyTag: KTag, Isopeptag: pilin-C y SnoopTag:
SnoopCatcher. En algunas modalidades, en donde el primer miembro es SpyTag (o una porcion
biologicamente activa de este) y la proteina (segundo miembro cognado) es SpyCatcher (o una
porcidn biologicamente activa de esta). En algunas modalidades, en donde el primer miembro es
SpyTag (o una porcion bioldgicamente activa de este) y la proteina (segundo miembro cognado) es
KTag (o una porcidn bioldgicamente activa de esta). En algunas modalidades, en donde el primer
miembro es KTag (o una porcidon bioldgicamente activa de este) y la proteina (segundo miembro
cognado) es SpyTag (o una porcion bioldogicamente activa de esta). En algunas modalidades, en
donde el primer miembro es SnoopTag (o una porcidon bioldgicamente activa de este) y la proteina
(segundo miembro cognado) es SnoopCatcher (o una porcion biolégicamente activa de esta). En
algunas modalidades, en donde el primer miembro es Isopeptag (o una porcion bioldogicamente
activa de este) y la proteina (segundo miembro cognado) es Pilin-C (o una porcion biolégicamente
activa de esta). En algunas modalidades, en donde el primer miembro es SpyTag002 (o una
porcion biologicamente activa de este) y la proteina (segundo miembro cognado) es
SpyCatcher002 (o una porcion bioldgicamente activa de esta). En algunas modalidades, una
proteina Cap de la invencion comprende un SpyTag. El uso de un primer miembro de un par de
union proteina: proteina se describe en el documento W0O2019006046, que se incorpora en la
presente descripcion en su totalidad.

En algunas modalidades, un primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o una etiqueta
detectable se enlaza operativamente a (se traduce en marco con, se une quimicamente a, y/o es
presentada por) una proteina Cap de la invencion a través de un primer o segundo enlazador, por
ejemplo, un espaciador de aminoacido, que tiene al menos un aminoacido de longitud. En algunas
modalidades, un primer miembro de un par de unioén proteina: proteina esta flanqueado por un
primer y/o un segundo enlazador, por ejemplo, un primer y/o un segundo espaciador de
aminoacidos, cada uno de dichos separadores tiene al menos un aminoécido de longitud.

En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador no son idénticos. En algunas
modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador tiene independientemente uno o dos
aminodcidos de longitud. En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador
tiene independientemente uno, dos o tres aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, cada
uno del primer y/o segundo enlazador tiene independientemente uno, dos, tres o cuatro
aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador

tiene independientemente uno, dos, tres, cuatro o cinco aminoacidos de longitud. En algunas
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modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador tienen independientemente uno, dos, tres,
cuatro o cinco aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo
enlazador tiene independientemente uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis aminoacidos de longitud.
En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador tiene independientemente
uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, cada
uno del primer y/o segundo enlazador tiene independientemente uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete u ocho aminodcidos de longitud. En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo
enlazador tiene independientemente uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o nueve
aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador
tiene independientemente uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, o diez aminoacidos
de longitud. En algunas modalidades, cada uno del primer y/o segundo enlazador tiene
independientemente uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas aminoacidos
de longitud.

En algunas modalidades, el primer y segundo enlazador son idénticos en secuencia y/o en longitud
y cada uno tiene un aminoacido de longitud. En algunas modalidades, el primer y segundo
enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene un aminodcido de longitud. En algunas
modalidades, el primer y segundo enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene dos
aminodacidos de longitud. En algunas modalidades, el primer y segundo enlazador son idénticos en
longitud y cada uno tiene tres aminodcidos de longitud. En algunas modalidades, el primer y
segundo enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene cuatro aminoacidos de longitud, por
ejemplo, el enlazador es GLSG (SEQ ID NO: 37). En algunas modalidades, el primer y segundo
enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene cinco aminoacidos de longitud. En algunas
modalidades, el primer y segundo enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene seis
aminodcidos de longitud, por ejemplo, el primer y segundo enlazador comprenden una secuencia
de GLSGSG (SEQ ID NO: 38). En algunas modalidades, el primer y segundo enlazador son
idénticos en longitud y cada uno tiene siete aminodcidos de longitud. En algunas modalidades, el
primer y segundo enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene ocho aminoacidos de
longitud, por ejemplo, cada uno del primer y segundo enlazador comprende una secuencia de
GLSGLSGS (SEQ ID NO: 39). En algunas modalidades, el primer y segundo enlazador son
idénticos en longitud y cada uno tiene nueve aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, el
primer y segundo enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene diez aminoacidos de

longitud, por ejemplo, el primer y segundo enlazador comprenden una secuencia de
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GLSGLSGLSG (SEQ ID NO: 40) o GLSGGSGLSG (SEQ ID NO: 41). En algunas modalidades,
el primer y segundo enlazador son idénticos en longitud y cada uno tiene més de diez aminoacidos
de longitud.

Generalmente, una secuencia de aminoacidos del primer miembro de un par de unién proteina:
proteina tal como se describe en la presente descripcion, por ejemplo, que comprende un primer
miembro de un par de uniodn especifica por si mismo o en combinacién con uno o mas enlazadores,
tiene entre alrededor de 5 aminoacidos a alrededor de 50 aminoacidos de longitud. En algunas
modalidades, una secuencia de aminoacidos del primer miembro de un par de uniéon proteina:
proteina tiene al menos 5 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia de
aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 6 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 7 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminodacidos del primer miembro de un par de unién proteina: proteina tiene 8 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unidn proteina: proteina tiene 9 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 10 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
union proteina: proteina tiene 11 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 12 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 13 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 14 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 15 aminoéacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 16 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unidn proteina: proteina tiene 17 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 18 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 19 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 20 aminoacidos de

longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
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union proteina: proteina tiene 21 aminodacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 22 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 23 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 24 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 25 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 26 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 27 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 28 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 29 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 30 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 31 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 32 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 33 aminodacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 34 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 35 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 36 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 37 aminodacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 38 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 39 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 40 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 41 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia

de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 42 aminoacidos de
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longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 43 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 44 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 45 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 46 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminodcidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 47 aminoéacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de union proteina: proteina tiene 48 aminoacidos de
longitud. En algunas modalidades, una secuencia de aminoécidos del primer miembro de un par de
unién proteina: proteina tiene 49 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, una secuencia
de aminoacidos del primer miembro de un par de unidn proteina: proteina tiene 50 aminoacidos de
longitud.

Debido a la gran conservacion de al menos las extensiones largas y el miembro largo de los
miembros de la familia estrechamente relacionados, los sitios de insercion correspondientes para
AAV distintos de los AAV enumerados pueden identificarse al realizar un alineamiento de
aminoacidos o mediante la comparacion de las estructuras de la capside. Véase, por ejemplo,
Rutledge y otros. (1998) J. Virol. 72:309-19; Mietzsch y otros. (2019) Viruses 11, 362, 1-34, y la
patente de EE. UU ntim. 9,624,274 para alineamientos ilustrativos de las proteinas de la capside de
AAV diferentes, cada uno de los cuales se incorporan en la presente descripcion en su totalidad
como referencia. Por ejemplo, Mietzcsh y otros (2019) proporcionan una superposicion de cintas
de diferentes dependoparvovirus en la figura 7, que representan las regiones variables de VR I a
VR IX. Mediante el uso de dicho andlisis estructural, tal como se describe alli, y el analisis de
secuencias un experto en la técnica puede determinar qué aminoacidos dentro de la region variable
corresponden a la secuencia de aminodcidos del AAV que puede incorporar la insercion de un
primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o una etiqueta detectable.

En consecuencia, en algunas modalidades, el primer miembro de un par de union proteina: proteina
y/o la etiqueta detectable se inserta en una proteina de la capside VP1 de un AAV de animal no
primate después de una posicion de aminodcido que se corresponde con una posicion de
aminoacido seleccionada del grupo que consiste en G453 de la proteina de la capside VPI de
AAV2, N587 de la proteina de la capside VP1 de AAV2, G453 de la proteina de la capside VP1 de
AAV9 y A589 de la proteina de la capside VP1 de AAV9. En algunas modalidades, el primer
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miembro de un par de unidn proteina: proteina y/o la etiqueta detectable se inserta en una proteina
de la capside VP1 de un AAV de animal no primate entre los aminoacidos que se corresponden
con N587 y R588 de una capside VP1 de AAV2. Los sitios de insercion adecuados adicionales de
una proteina de la capside VP1 de animal no primate incluyen los correspondientes a I-1, 1-34, I-
138, 1-139, I-161, 1-261, 1-266, 1-381, 1-447, 1-448, 1-459, 1-471, 1-520, 1-534, 1-570, 1-573, 1-584,
1-587, 1-588, 1-591, 1-657, 1-664, 1-713 e 1-716 de la proteina de la capside VP1de AAV2 (Wuy
otros. (2000) J. Virol. 74:8635-8647). Una proteina de la capside viral modificada, tal como se
describe en la presente descripcion, puede ser una proteina de la capside de animal no primate que
comprende un primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o una etiqueta detectable
que se inserta en una posicion que se corresponde con una posicion de una proteina de la capside
de AAV2 seleccionada del grupo que consiste en I-1, 1-34, I-138, 1-139, 1-161, 1-261, 1-266, I-381,
1-447, 1-448, 1-459, 1-471, 1-520, 1-534, 1-570, 1-573, 1-584, 1-587, 1-588, 1-591, 1-657, 1-664, 1-713,
[-716 y una de sus combinaciones. Los sitios de insercion adecuados adicionales de un AAV de
animal no primate incluyen aquellos correspondientes a [-587 de AAV1, I-589 de AAV1, I-585 de
AAV3, 1-585 de AAV4 e 1-585 de AAVS. En algunas modalidades, una proteina de la capside
viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, puede ser una proteina de la
capside de animal no primate que comprende un primer miembro de un par de unidon proteina:
proteina y/o una etiqueta detectable que se inserta en una posicion que se corresponde con una
posicion seleccionada del grupo que consiste en [-587 (AAV1), I-589 (AAV1), I-585 (AAV3), I-
585 (AAV4), 1-585 (AAVS) y una de sus combinaciones.

En algunas modalidades, el primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o una etiqueta
detectable que se inserta en una proteina de la capside VP1 de AAV de animal no primate después
de una posicion de aminoacido que se corresponde con una posicion de aminoacido seleccionada
del grupo que consiste en 1444 de una proteina de la capside VP1 de AAV de ave, 1580 de una
proteina de la capside VP1 de AAV de ave, 1573 de una proteina de la capside VP1 de AAV de
dragén barbudo, 1436 de una proteina de la capside VP1 de AAV de dragdn barbudo, 1429 de una
proteina de la capside VP1 de AAV de lobo marino, 1430 de una proteina de la capside VPI de
AAV de lobo marino, I1431 de una proteina de la capside VP1 de AAV de lobo marino, 1432 de una
proteina de la capside VP1 de AAV de lobo marino, 1433 de una proteina de la capside VPI de
AAYV de lobo marino, 1434 de una proteina de la capside VP1 de AAV de lobo marino, 1436 de una
proteina de la capside VP1 de AAV de lobo marino, 1437 de una proteina de la capside VPI de
AAYV de lobo marino e [565 de una proteina de la capside VP1 de AAV de lobo marino.
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La nomenclatura [-###, I#, o similares, en la presente descripcion se refiere al sitio de insercion (1)
con ### que nombra el nimero de aminoacidos con respecto a la proteina VP1 de una proteina de
la capside de AAV, sin embargo, tal insercion puede ubicarse directamente en el extremo N o C,
preferentemente en el extremo C de un aminodcido en la secuencia de 5 aminoacidos del extremo
N o C del aminoéacido dado, preferentemente 3, con mayor preferencia 2, especialmente 1
aminodcido en el extremo N o C del aminoécido dado. Adicionalmente, las posiciones referidas en
la presente descripcion se relacionan con la proteina VP1 codificada por un gen de la capside de
AAV, vy las posiciones correspondientes (y las mutaciones puntuales de estas) pueden identificarse
facilmente para las proteinas de la capside VP2 y VP3 codificadas por el gen de la capside al
realizar un alineamiento de secuencias de las proteinas VP1, VP2 y VP3 codificadas por el gen de
la capside de AAV adecuado.

En consecuencia, una insercion en la posicion correspondiente del acido nucleico codificante de
uno de estos sitios del gen cap conduce a una insercion en VP1, VP2 y/o VP3, ya que las proteinas
de la capside son codificadas por marcos de lectura superpuestos del mismo gen con codones
iniciales escalonados. Por lo tanto, para AAV2, por ejemplo, de acuerdo con esta nomenclatura las
inserciones entre los aminoéacidos 1 y 138 se insertan solamente en VP1, las inserciones entre 138
y 203 se insertan en VP1 y VP2, y las inserciones entre 203 y el extremo C se insertan en VP1,
VP2 y VP3, que también es, por supuesto, el caso para el sitio de insercion I-587. Por lo tanto, la
presente invencion abarca los genes estructurales de AAV con inserciones correspondientes en las
proteinas VP1, VP2 y/o VP3.

En la presente descripcion también se proporcionan los acidos nucleicos que codifican una proteina
de la capside VP3 de la invencion. Las proteinas de la capside de AAV pueden ser, pero no
necesariamente, codificadas por marcos de lectura superpuestos del mismo gen con codones
iniciales escalonados. En algunas modalidades, un 4cido nucleico que codifica una proteina de la
capside VP3 de la invencion no codifica también una proteina de la capside VP2 o una proteina de
la capside VPI de la invencién. En algunas modalidades, un acido nucleico que codifica una
proteina de la capside VP3 de la invencion puede codificar también una proteina de la capside VP2
de la invencion, pero no codifica también una capside VP1 de la invencion. En algunas
modalidades, un acido nucleico que codifica una proteina de la capside VP3 de la invencion puede
codificar también una proteina de la cépside VP2 de la invencion y una capside VP1 de la

invencion.
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En algunas modalidades, una capside viral que comprende la proteina de la capside viral
modificada que comprende el primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina
(por ejemplo, en donde el segundo miembro se enlaza operativamente a un ligando de
direccionamiento, comprende una proteina de unidon multiespecifica, etc.) es capaz de infectar una
células especifica, por ejemplo, tiene una capacidad potenciada de dirigirse y unirse a una célula
especifica, en comparacion con una capside viral de control que es idéntica a la proteina de la
capside viral modificada, excepto por que carece de uno o ambos del primer y el segundo miembro
de un par de union proteina: proteina, por ejemplo, comprende una proteina de la capside de
control. En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral
modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro
de un par de unién proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
eficiencia de transduccion detectable en comparacion con la eficiencia de transducciéon no
detectable de una cépside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que
comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina enlazado
a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 10 % mayor que
la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control. En algunas modalidades, una capside
viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la
presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina: proteina
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 20 %
mayor que la eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades,
una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe
en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina:
proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es 30 % mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control.
En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral
modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro
de un par de union proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta
una eficiencia de transduccion que es 40 % mayor que la eficiencia de transduccion de una capside
viral de control. En algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de la
capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el

segundo miembro de un par de unioén proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de
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direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 50 % mayor que la eficiencia de
transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que
comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina adecuado
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 60 %
mayor que la eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades,
una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe
en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina:
proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es 70 % mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control.
En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral
modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro
de un par de union proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta
una eficiencia de transduccion que es 75 % mayor que la eficiencia de transduccion de una capside
viral de control. En algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de la
capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro de un par de unioén proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 80 % mayor que la eficiencia de
transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que
comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina adecuado
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 85 %
mayor que la eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades,
una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe
en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina:
proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es 90 % mayor que la eficiencia de transduccion de una capside de control. En
algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada,
tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de
union proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
eficiencia de transduccion que es 95 % mayor que la eficiencia de transduccion de una céapside

viral de control. En algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de la
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capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro de un par de union proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento
presenta una eficiencia de transduccion que es 99 % mayor que la eficiencia de transduccion de
una cépside viral de control.

En algunas modalidades, una capside viral que comprende la proteina de la cépside viral
modificada que comprende el primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina
(por ejemplo, en donde el segundo miembro se enlaza operativamente a un ligando de
direccionamiento, comprende una proteina de union multiespecifica, etc.) es capaz de infectar una
células especifica, por ejemplo, tiene una capacidad potenciada de dirigirse y unirse a una célula
especifica, en comparacion con una capside viral de control que es idéntica a la proteina de la
capside viral modificada, excepto por que carece de uno o ambos del primer y el segundo miembro
de un par de unién proteina: proteina, por ejemplo, comprende una proteina de la capside de
control. En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral
modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro
de un par de unioén proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
eficiencia de transduccion detectable en comparacion con la eficiencia de transducciéon no
detectable de una cépside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que
comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unién proteina: proteina enlazado
a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 10 % mayor que
la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control. En algunas modalidades, una capside
viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la
presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina: proteina
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 20 %
mayor que la eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades,
una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe
en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina:
proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es 30 % mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control.
En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la céapside viral
modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro

de un par de union proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta
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una eficiencia de transduccion que es 40 % mayor que la eficiencia de transduccion de una capside
viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la
capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro de un par de union proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 50 % mayor que la eficiencia de
transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que
comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina adecuado
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 60 %
mayor que la eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades,
una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe
en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina:
proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es 70 % mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control.
En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la céapside viral
modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro
de un par de union proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta
una eficiencia de transduccion que es 75 % mayor que la eficiencia de transduccion de una capside
viral de control. En algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de la
capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro de un par de unioén proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 80 % mayor que la eficiencia de
transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que
comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina adecuado
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es 85 %
mayor que la eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades,
una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe
en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina:
proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es 90 % mayor que la eficiencia de transduccion de una capside de control. En

algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de la cépside viral modificada,
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tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de
unién proteina: proteina adecuado enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
eficiencia de transduccion que es 95 % mayor que la eficiencia de transduccion de una céapside
viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la
capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro de un par de union proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento
presenta una eficiencia de transduccion que es 99 % mayor que la eficiencia de transduccion de
una capside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que comprende una
proteina de la cépside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al
primer y el segundo miembro de un par de unidon proteina: proteina enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos 1.5 veces mayor que la
eficiencia de transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una céapside
viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la
presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina: proteina
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos
2 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una céapside viral de control. En algunas
modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal
como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro apropiado de
un par de uniéon proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
eficiencia de transduccion que es al menos 3 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una
capside viral de control. En algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de
la capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro apropiado de un par de union proteina: proteina enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos 4 veces mayor que la
eficiencia de transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una céapside
viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la
presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro apropiado de un par de union proteina:
proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es
al menos 5 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control. En
algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de la cépside viral modificada,
tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro apropiado

de un par de unioén proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
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eficiencia de transduccion que es al menos 6 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una
capside viral de control. En algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de
la capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro apropiado de un par de union proteina: proteina enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos 7 veces mayor que la
eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades, una céapside
viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la
presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro apropiado de un par de unidn proteina:
proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es
al menos 8 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control. En
algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada,
tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro apropiado
de un par de unién proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
eficiencia de transduccion que es al menos 9 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una
capside viral de control. En algunas modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de
la capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro apropiado de un par de union proteina: proteina enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos 10 veces mayor que la
eficiencia de transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una céapside
viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la
presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro apropiado de un par de union proteina:
proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es
al menos 20 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control. En
algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada,
tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro apropiado
de un par de unién proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una
eficiencia de transduccion que es al menos 30 veces mayor que la eficiencia de transduccion de
una capside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que comprende una
proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al
primer y el segundo miembro de un par de unidon proteina: proteina enlazado a un ligando de
direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos 40 veces mayor que la

eficiencia de transduccion de una céapside viral de control. En algunas modalidades, una céapside
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viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la
presente descripcidn, unida al primer y el segundo miembro de un par de unién proteina: proteina
enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos
50 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control. En algunas
modalidades, una cépside viral que comprende una proteina de la cépside viral modificada, tal
como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de
unién proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es al menos 60 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una céapside
viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la
capside viral modificada, tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el
segundo miembro de un par de union proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento
presenta una eficiencia de transduccion que es al menos 70 veces mayor que la eficiencia de
transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades, una capside viral que
comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de unidn proteina: proteina enlazado
a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es al menos 80 veces
mayor que la eficiencia de transduccion de una capside viral de control. En algunas modalidades,
una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada, tal como se describe
en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de union proteina:
proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de transduccion que es
al menos 90 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una cépside viral de control. En
algunas modalidades, una capside viral que comprende una proteina de la capside viral modificada,
tal como se describe en la presente descripcion, unida al primer y el segundo miembro de un par de
unién proteina: proteina enlazado a un ligando de direccionamiento presenta una eficiencia de
transduccion que es al menos 100 veces mayor que la eficiencia de transduccion de una capside
viral de control. En algunas modalidades, una particula viral de la invencidon que comprende una
proteina de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la
capside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, Yy,
opcionalmente, comprende un primer y un segundo miembro de un par de union proteina: proteina
(por ejemplo, en donde el segundo miembro se enlaza operativamente a un ligando de
direccionamiento, comprende una proteina de uniéon multiespecifica, etc.) es mas capaz de evitar la

neutralizacioén por parte de anticuerpos previamente existentes en el suero aislado de un paciente
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humano, en comparacion con una particula viral de control adecuada (por ejemplo, que comprende
una capside viral de un serotipo de AAV del cual una porcidn se incluye en la capside vital de la
invencion, por ejemplo, como parte de la proteina de la capside viral que comprende una secuencia
de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o
una de sus combinaciones), que, opcionalmente, también comprende un primer y un segundo
miembro de un par de union proteina: proteina (por ejemplo, en donde el segundo miembro se
enlaza operativamente a un ligando de direccionamiento, comprende una proteina de union
multiespecifica, etc.). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que comprende
una proteina de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la
capside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al
menos 2 veces mas de IVIG o IgG total para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de
inhibicion de la infeccion) en comparacion con una particula viral de control apropiada (por
ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 2 veces con
respecto al de una particula viral de control).

En algunas modalidades, una particula viral de la invencién que comprende una proteina de la
capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un
AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 3
veces mas de IVIG o IgG total para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la
infeccion) en comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula
viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 3 veces con respecto al de una
particula viral de control). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que
comprende una proteina de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la cépside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus
combinaciones, requiere al menos 4 veces mas de IVIG o IgG total para la neutralizacion (por
ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccién) en comparacion con una particula viral de
control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al
menos 4 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas modalidades, una
particula viral de la invencion que comprende una proteina de la capside viral que comprende una
secuencia de aminodcidos de una proteina de la capside de un AAV de animal no primate, un AAV
remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 5 veces mas de IVIG o IgG total para la
neutralizacioén (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccidon) en comparacion con una

particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor
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de IC50 que es al menos 5 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas
modalidades, una particula viral de la invencion que comprende una proteina de la capside viral
que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal
no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 6 veces mas de IVIG o
IgG total para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccion) en
comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la
invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 6 veces con respecto al de una particula viral de
control). En algunas modalidades, una particula viral de la invenciéon que comprende una proteina
de la céapside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de
un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 7
veces mas de IVIG o IgG total para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la
infeccién) en comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula
viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 7 veces con respecto al de una
particula viral de control). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que
comprende una proteina de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la cépside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus
combinaciones, requiere al menos 8 veces mas de IVIG total o IgG para la neutralizacién (por
ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccién) en comparacion con una particula viral de
control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al
menos 8 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas modalidades, una
particula viral de la invencion que comprende una proteina de la capside viral que comprende una
secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal no primate, un AAV
remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 9 veces mas de IVIG total o IgG para la
neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccion) en comparacion con una
particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor
de IC50 que es al menos 9 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas
modalidades, una particula viral de la invencion que comprende una proteina de la cépside viral
que comprende una secuencia de aminodcidos de una proteina de la cépside de un AAV de animal
no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 10 veces mas de IVIG
total o IgG para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicién de la infeccion) en
comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la

invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 10 veces con respecto al de una particula viral de
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control). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que comprende una proteina
de la céapside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de
un AAYV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 20
veces mas de IVIG total o IgG para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la
infeccion) en comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula
viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 20 veces con respecto al de una
particula viral de control). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que
comprende una proteina de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la capside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus
combinaciones, requiere al menos 30 veces mas de IVIG total o IgG para la neutralizacion (por
ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccidn) en comparacion con una particula viral de
control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al
menos 30 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas modalidades, una
particula viral de la invencion que comprende una proteina de la capside viral que comprende una
secuencia de aminodcidos de una proteina de la capside de un AAV de animal no primate, un AAV
remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 40 veces mas de IVIG total o IgG para la
neutralizacioén (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccidon) en comparacion con una
particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor
de IC50 que es al menos 40 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas
modalidades, una particula viral de la invencién que comprende una proteina de la capside viral
que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal
no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 50 veces mas de IVIG
total o IgG para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicién de la infeccién) en
comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la
invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 50 veces con respecto al de una particula viral de
control). En algunas modalidades, una particula viral de la invenciéon que comprende una proteina
de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de
un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 60
veces mas de IVIG total o IgG para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la
infeccién) en comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula
viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 60 veces con respecto al de una

particula viral de control). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que
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comprende una proteina de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la capside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus
combinaciones, requiere al menos 70 veces mas de IVIG total o IgG para la neutralizacion (por
ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccidn) en comparacion con una particula viral de
control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al
menos 70 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas modalidades, una
particula viral de la invencion que comprende una proteina de la capside viral que comprende una
secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal no primate, un AAV
remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 80 veces mas de IVIG total o IgG para la
neutralizacioén (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion de la infeccidon) en comparacion con una
particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la invencién tiene un valor
de IC50 que es al menos 80 veces con respecto al de una particula viral de control). En algunas
modalidades, una particula viral de la invencion que comprende una proteina de la capside viral
que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal
no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos 90 veces mas de IVIG
total o IgG para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicién de la infeccién) en
comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una particula viral de la
invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 90 veces con respecto al de una particula viral de
control). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que comprende una proteina
de la céapside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de
un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones, requiere al menos
100 veces mas de IVIG total o IgG para la neutralizacion (por ejemplo, 50 % o mas de inhibicion
de la infeccidén) en comparacion con una particula viral de control apropiada (por ejemplo, una
particula viral de la invencion tiene un valor de IC50 que es al menos 100 veces con respecto al de
una particula viral de control). En algunas modalidades, una particula viral de la invencion que
comprende una proteina de la capside viral que comprende una secuencia de aminoacidos de una
proteina de la cépside de un AAV de animal no primate, un AAV remoto o una de sus
combinaciones, tiene una IC50 no detectable cuando se incuba con un grupo Ig de suero humano
de al menos 100; 10,000; 20,000; 30,000; 40,000; 50,000; o mas donantes humanos.

Ligandos de direccionamiento

Una particula viral descrita en la presente descripcion puede comprender, ademads, un ligando de

direccionamiento.
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En algunas modalidades de la invencion que comprenden una etiqueta detectable, un ligando de
direccionamiento comprende una molécula de unién multiespecifica que comprende (i) un
paratopo de anticuerpo que se une especificamente a la etiqueta detectable y (ii) un segundo
dominio de unién que se une especificamente a un receptor, que puede conjugarse con la superficie
de una perla (por ejemplo, para purificacion) o ser expresado por una célula diana. En
consecuencia, una molécula de unidén multiespecifica comprende (i) un paratopo de anticuerpo que
se une especificamente a la etiqueta detectable y (ii) un segundo dominio de unidén que se une
especificamente a un receptor que se dirige a la particula viral. Tal “direccionamiento” o
“direccion” puede incluir un escenario en el que la particula viral de tipo salvaje se dirige a varias
células dentro de un tejido y/o varios 6rganos dentro de un organismo, cuyo direccionamiento
amplio del tejido o los 6rganos se reduce hasta suprimirse mediante la insercion de la etiqueta
detectable, y cuyo redireccionamiento a células mas especificas en el tejido u oOrganos mas
especificos en el organismo se logra con la molécula de uniébn multiespecifica. Tal
redireccionamiento o redireccion puede incluir, ademas, un escenario en el que la particula viral de
tipo salvaje se dirige a un tejido, cuyo direccionamiento del tejido se reduce hasta suprimirse
mediante la insercion de la etiqueta detectable, y cuyo redireccionamiento a un tejido
completamente diferente se logra con la molécula de unidon multiespecifica. Un paratopo de
anticuerpo, tal como se describe en la presente descripcion, comprende generalmente como
minimo una regiéon determinante de la complementariedad (CDR) que reconoce especificamente la
etiqueta detectable, por ejemplo, una region CDR3 de un dominio variable de la cadena pesada y/o
ligera. En algunas modalidades, una molécula de uniéon multiespecifica, comprende un anticuerpo
(o una porcidn de este) que comprende el paratopo de anticuerpo que se une especificamente a la
etiqueta detectable. Por ejemplo, una molécula de uniéon multiespecifica, puede comprender una
region variable de la cadena pesada de dominio nico o una regién variable de la cadena ligera de
dominio unico, en donde la region variable de la cadena pesada de dominio tnico o la regioén
variable de la cadena ligera de dominio Uinico comprende un paratopo de anticuerpo que se une
especificamente a la etiqueta detectable. En algunas modalidades, una molécula de unidn
multiespecifica puede comprender una region Fv, por ejemplo, una molécula de union
multiespecifica puede comprender un scFv, que comprende un paratopo de anticuerpo que se une
especificamente a la etiqueta detectable. En algunas modalidades, una molécula de unién
multiespecifica, tal como se describe en la presente descripcion, comprende un paratopo de

anticuerpo que se une especificamente a c-myc (SEQ ID NO: 44).
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Una modalidad de la presente invencidn es una estructura multimérica que comprende una proteina
de la capside viral modificada de la presente invencion. Una estructura multimérica comprende al
menos 5, preferentemente, al menos 10, con mayor preferencia, al menos 30, con la maxima
preferencia, al menos 60 proteinas de la capside viral modificadas, que comprenden un primer
miembro de un par de unidén especifica, tal como se describe en la presente descripcion. Pueden
formar capsides virales regulares (particulas virales vacias) o particulas virales (capsides que
encapsulan un nucleotido de interés). La formacidon de particulas virales que comprenden un
genoma viral es una caracteristica altamente preferida para el uso de las cépsides virales
modificadas descritas en la presente descripcion.

Una modalidad adicional de la presente invencion es el uso de al menos una proteina de la capside
viral y/o un &cido nucleico que la codifica, preferentemente, al menos una estructura multimérica
(por ejemplo, particula viral) para la fabricacion y el uso en la transferencia de un nucleétido de
interés en una célula diana.

Meétodos de uso y elaboracion

Una modalidad adicional de las proteinas de la cépside viral modificadas descritas en la presente
descripcion es su uso para suministrar un nucledtido de interés, por ejemplo, un gen reportero o un
gen terapéutico, a una célula diana. Generalmente, un nucledtido de interés puede ser un plasmido
de transferencia, que generalmente puede comprender las secuencias de repeticion terminal
invertida (ITR) 5'y 3' que flanquean el gen o genes reporteros o gen terapéutico (que pueden estar
bajo el control de un promotor viral o no viral, cuando se abarca dentro de una particula de AAV.
En una modalidad, un nucledtido de interés es un plasmido de transferencia que comprende de 5’ a
3’:una 5’ ITR, un promotor, un gen (por ejemplo, un gen reportero y/o terapéutico) y una 3’ ITR.
Los ejemplos no taxativos de promotores tutiles incluyen, por ejemplo, el promotor de
citomegalovirus (CMV), el promotor del virus de formacion de focos del bazo (SFFV), el
promotor del factor de elongacion 1 alfa (EF1a) (el promotor de EFla de 1.2 kb o el promotor de
EFla de 0.2 kb), el promotor de EF 1 quimérica a/IF4, y el promotor de la fosfoglicerato quinasa
(PGK). Un potenciador interno también puede estar presente en la construccion viral para
aumentar la expresion del gen de interés. Por ejemplo, puede usarse el potenciador de CMV
(Karasuyama y otros. 1989. J. Exp. Med. 169:13, que se incorpora en la presente descripcion como
referencia en su totalidad). En algunas modalidades, el potenciador de CMV puede usarse en

combinacién con el promotor de -actina de pollo.

115



10

15

20

25

30

Una variedad de genes reporteros (o restos detectables) pueden encapsularse en una estructura
multimérica que comprende las proteinas de la capside viral modificadas descritas en la presente
descripcion. Los genes reporteros ilustrativos incluyen, por ejemplo, B-galactosidasa (codificada
por el gen lacZ), proteil plasmido pRep2 Cap AAV2 VPI de dragéon barbudo VP2 VP3, que
comprende el gen rep de AAV2 y un gen cap quimérico que codifica una proteina de la capside
VP1 quimérica que comprende la region VP1-u de AAV2 enlazada operativamente con la region
comin VP1/Vna fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente verde potenciada (eGFP),
MmGFP, proteina fluorescente azul (BFP), proteina fluorescente azul potenciada (eBFP), mPlum,
mCherry, tdTomato, mStrawberry, J-Red, DsRed, mOrange, mKO, mCitrine, Venus, YPet,
proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente amarilla potenciada (eYFP), Emerald,
CyPet, proteina fluorescente cian (CFP), Cerulean, T-Sapphire, luciferasa, fosfatasa alcalina, o una
de sus combinaciones. Los métodos descritos en la presente descripcion demuestran la
construccion de particulas de direccionamiento que emplean el uso de un gen reportero que
codifica la proteina fluorescente verde, sin embargo, tras la lectura de esta descripcion los expertos
en la técnica comprenderan que las capsides virales descritas en la presente descripcion pueden
generarse en ausencia de un gen reportero o con cualquier gen reportero conocido en la técnica.
Una variedad de genes terapéuticos también puede encapsularse en una estructura multimérica que
comprende las proteinas de la capside viral modificadas descritas en la presente descripcion, por
ejemplo, como parte de una particula de transferencia. Los ejemplos no taxativos de un gen
terapéutico incluyen los que codifican una toxina (por ejemplo, un gen suicida), un anticuerpo
terapéutico o fragmento de este, un sistema CRISPR/Cas o porcion(ones) de estos, ARN
antisentido, ARNip, ARNhp, etc.
Una modalidad adicional de la presente invencion es un proceso para la preparacion de una
proteina de la capside modificada, el método comprende las etapas de:

a) expresar un acido nucleico que codifica la proteina de la capside modificada en

condiciones adecuadas, y

b) aislar la proteina de la capside expresada de la etapa a).
En algunas modalidades, una particula viral, tal como se describe en la presente descripcion,
comprende una capside de mosaico, por ejemplo, una capside que comprende proteinas de la
capside modificadas genéticamente, tal como se describe en la presente descripcion (en ausencia o

presencia de un enlace covalente con un ligando de direccionamiento) en una determinada relacion
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con las proteinas de la cépside de referencia. Un método para elaborar tal particula viral de
mosaico comprende
a) expresar un acido nucleico que codifica la proteina de la capside modificada y un
nucledtido que codifica una proteina de la cépside de referencia en una relacion
(peso/peso) de al menos aproximadamente 60:1 a aproximadamente 1:60, por ejemplo,
2:1, 1:1, 3:5,1:2, 1:3, etc. bajo condiciones adecuadas, y
b) aislar la proteina de la capside expresada de la etapa a).
En algunas modalidades, una composicion descrita en la presente descripcion comprende, o un
método descrito en la presente descripcion combina, un gen cap modificado: gen cap de referencia
(o combinacion genes cap de referencia) en una relacion que varia de al menos aproximadamente
1:60 a aproximadamente 60:1, por ejemplo, 2:1, 1:1, 3:5, 1:2, 1:3, etc. En algunas modalidades, la
relacion es al menos aproximadamente 1:2. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 1:3. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:4. En
algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:5. En algunas modalidades, la
relacion es al menos aproximadamente 1:6. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 1:7. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:8. En
algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:9. En algunas modalidades, la
relacion es al menos aproximadamente 1:10. En algunas modalidades, la relacién es al menos
aproximadamente 1:11. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:12.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:13. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 1:14. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 1:15. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:16.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:17. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 1:18. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 1:19. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:20.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:25. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 1:30. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 1:35. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:40.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:45. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 1:50. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 1:55. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 1:60.

En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 2:1. En algunas modalidades, la
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relacion es al menos aproximadamente 3:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 4:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 5:1. En
algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 6:1. En algunas modalidades, la
relacion es al menos aproximadamente 7:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 8:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 9:1. En
algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 10:1. En algunas modalidades, la
relacion es al menos aproximadamente 11:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 12:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 13:1.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 14:1. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 15:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 16:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 17:1.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 18:1. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 19:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 20:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 25:1.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 30:1. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 35:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 40:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 45:1.
En algunas modalidades, la relacion es al menos aproximadamente 50:1. En algunas modalidades,
la relacion es al menos aproximadamente 55:1. En algunas modalidades, la relacion es al menos
aproximadamente 60:1.

En algunas modalidades, las proporciones de subunidades de proteinas VP en la particula viral de
mosaico pueden, pero no necesariamente, reflejar estequiométricamente las proporciones del gen
gorra modificado: gen cap de referencia. Como una modalidad ilustrativa no taxativo, puede
considerarse que una capside de mosaico formada de acuerdo con el método, pero no
necesariamente, tiene una relacion de proteina de la capside modificada: proteina de la capside de
referencia similar a la relacion (peso: peso) de los acidos nucleicos que la codifican usada para
producir la capside de mosaico. En algunas modalidades, una capside de mosaico comprende una
relacion de subunidades de proteinas de aproximadamente 1:59 a aproximadamente 59:1.

Las modalidades adicionales de la presente invencion son un método para alterar el tropismo de un
virus, el método comprende las etapas de: (a) insertar un acido nucleico que codifica una secuencia
de aminoacidos en una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina de la capside viral

para formar una secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina de la cépside genéticamente
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modificada que comprende la secuencia de aminodcidos y/o (b) cultivar una célula de
empaquetamiento en condiciones suficientes para la produccion de particulas virales, en donde la
célula de empaquetamiento comprende el acido nucleico. Una modalidad adicional de la presente
invencion es un método para mostrar un ligando de direccionamiento en la superficie de una
proteina de la capside, el método comprende las etapas de: (a) expresar un acido nucleico que
codifica una proteina de la capside viral, tal como se describe en la presente descripcion, (y
opcionalmente con un nucledtido que codifica una proteina de la cépside de referencia) en
condiciones adecuadas, en donde el acido nucleico codifica una proteina de la capside que
comprende un primer miembro de un par de union especifica, (b) aislar la proteina de la capside
expresada que comprende un primer miembro de un par de unién especifica de la etapa (a) o la
capside que la comprende, y (c) incubar la proteina de la capside o la cépside con un segundo
miembro cognado del par de union especifica en condiciones adecuadas para permitir la formacion
de un enlace isopeptidico entre el primer y el segundo miembro, en donde el segundo miembro
cognado del par de union especifica esta fusionado con un ligando de direccionamiento.

En algunas modalidades, la célula de empaquetamiento comprende ademas un plasmido auxiliar
y/o un plasmido de transferencia que comprende un nucleoétido de interés. En algunas modalidades,
los métodos comprenden, ademads, aislar las particulas virales adenoasociadas
autocomplementarias del sobrenadante de cultivo. En algunas modalidades, los métodos
comprenden, ademads, lisar la célula de empaquetamiento y aislar las particulas virales
adenoasociadas de cadena simple del lisado celular. En algunas modalidades, los métodos
comprenden, ademas, (a) limpiar los desechos celulares, (b) tratar el sobrenadante que contiene las
particulas virales con nucleasas, por ejemplo, DNasa I y MgCly, (¢) concentrar las particulas
virales, (d) purificar las particulas virales, y (e) cualquier combinacién de (a)-(d).

Las células de empaquetamiento ttiles para la produccion de las particulas virales descritas en la
presente descripcion incluyen, por ejemplo, células animales permisivas para el virus, o células
modificadas para que sean permisivas al virus; o la construccion de células de empaquetamiento,
por ejemplo, con el uso de un agente de transformacion tal como fosfato de calcio. Los ejemplos
no taxativos de las lineas celulares de empaquetamiento ttiles para producir las particulas virales
descritas en la presente descripcion incluyen, por ejemplo, células embrionarias de rifion humano
293 (HEK-293) (por ejemplo, Coleccion Americana de Cultivos Tipo [ATCC] nim. CRL-1573),
células HEK-293 que contienen el antigeno T grande SV40 (HEK-293T o 293T), células
HEK?293T/17, linea celular de sarcoma humano HT-1080 (CCL-121), linea celular similar a
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linfoblastos Raji (CCL-86), linea celular tipo epitelio de astrocitoma-glioblastoma U87-MG (HTB-
14), linea celular de linfoma T HuT78 (TIB-161), células NIH/3T3, células de ovario de hamster
chino (CHO) (por ejemplo, ATCC num. CRL9618, CCL61, CRL9096), células HeLa (por
ejemplo, ATCC niim. CCL-2), células Vero, células NIH 3T3 (por ejemplo, ATCC niim. CRL-
1658), células Huh-7, células BHK (por ejemplo, ATCC num. CCL10), células PC12 (ATCC num.
CRL1721), células COS, células COS-7 (ATCC num. CRL1651), células RATI, células L de ratén
(ATCC ntim. CCLI.3), células HLHepG2, células CAP, células CAP-T y similares.

Las células 1929, el sistema de células de empaquetamiento viral FLY descrito en Cosset y otros
(1995) J Virol 69,7430-7436, células NSO (mieloma murino), células amniociticas humanas (por
ejemplo, CAP, CAP-T), células de levadura (que incluyen, de modo no taxativo, S. cerevisiae,
Picia pastoris), células vegetales (que incluyen, de modo no taxativo, Tabaco NTI, BY-2), células
de insectos (que incluyen, de modo no taxativo a, SF9, S2, SF21, Tni (por ejemplo, High 5)) o
c€lulas bacterianas (que incluyen, de modo no taxativo, E. coli).

Para sistemas y células de empaquetamiento adicionales, las técnicas y particulas de
empaquetamiento para empaquetar el genoma de acido nucleico en la particula viral pseudotipada
véase, por ejemplo, Polo, y otros. Proc Natl Acad Sci USA, (1999) 96:4598-4603. Los métodos de
empaquetamiento incluyen el uso de células de empaquetamiento que expresan permanentemente
los componentes virales, o la transfeccion transitoria de las células con plasmidos.

Las modalidades adicionales incluyen métodos de redireccionamiento de un virus y/o suministrar
un gen reportero o gen terapéutico a una célula diana, el método comprende un método para
transducir células in vitro (por ejemplo, ex vivo) o in vivo, el método comprende las etapas de:
poner en contacto la célula diana con una particula viral que comprende una capside descrita en la
presente descripcion, en donde la capside comprende un ligando de direccionamiento que se une
especificamente a un receptor expresado por la células diana. En algunas modalidades, la célula
diana se encuentra in vitro (por ejemplo, ex vivo). En otras modalidades, la célula diana se
encuentra in vivo en un sujeto, por ejemplo, un ser humano.

Células diana

Una amplia variedad de células puede seleccionarse como diana para suministrar un nucleétido de
interés mediante el uso de una particula viral modificada, tal como se describe en la presente
descripcion. Las células diana generalmente se seleccionaran en base al nucleodtido de interés y el

efecto deseado.
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En algunas modalidades, un nucledtido de interés puede suministrarse para permitir que una célula
diana produzca una proteina que constituye una deficiencia en un organismo, tal como una
deficiencia enzimatica, o deficiencia inmunitaria, tal como una inmunodeficiencia combinada
grave ligada a X. Por lo tanto, en algunas modalidades, se seleccionan como diana las células que
normalmente producirian la proteina en el animal. En otras modalidades, se seleccionan como
diana las células en el area en la que una proteina seria mas beneficiosa.

En otras modalidades, un nucleétido de interés, tal como un gen que codifica un ARNip, puede
inhibir la expresion de un gen particular en una célula diana. EI nucledtido de interés puede, por
ejemplo, inhibir la expresion de un gen implicado en un ciclo de vida del patogeno. Por lo tanto,
las células susceptibles a la infeccion por el patdgeno o infectadas con el patdgeno pueden ser
atacadas. En otras modalidades, un nucle6tido de interés puede inhibir la expresion de un gen
responsable de la produccion de una toxina en una célula diana.

En otras modalidades, un nucleotido de interés puede codificar una proteina toxica que destruye las
células en las que se expresa. En este caso, pueden seleccionarse como diana las células tumorales
u otras células no deseadas.

Aun en otras modalidades, un nucleotido de interés codifica una proteina terapéutica.

Una vez que se identifica una poblacion particular de células diana en la que se desea la expresion
de un nucledtido de interés, se selecciona un receptor diana que se expresa especificamente en esa
poblacion de células diana. El receptor diana puede expresarse exclusivamente en esa poblacion de
células o en mayor medida en esa poblacion de células que en otras poblaciones de células.
Mientras mas especifica sea la expresion, el suministro puede dirigirse mas especificamente a las
c¢lulas diana. En dependencia del contexto, la cantidad deseada de especificidad del marcador (y
por lo tanto del suministro de genes) puede variar. Por ejemplo, para la introducciéon de un gen
toxico, se prefiere una alta especificidad para evitar la destruccion de células no seleccionadas
como diana. Para la expresion de una proteina para el cultivo, o la expresion de un producto
secretado donde se desea un impacto global, puede necesitarse menos especificidad de marcador.
Como se analizo anteriormente, el receptor diana puede ser cualquier receptor para el que puede
identificarse o crearse un ligando de direccionamiento. Preferentemente, el receptor diana es un
péptido o polipéptido, tal como un receptor. Sin embargo, en otras modalidades el receptor diana
puede ser un carbohidrato u otra molécula que puede ser reconocida por una pareja de union. Si
una pareja de union, por ejemplo, ligando, para el receptor diana ya se conoce, este puede usarse

como la molécula de afinidad. Sin embargo, si no se conoce una molécula de unidn, los
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anticuerpos contra el receptor diana pueden generarse mediante el uso de procedimientos estandar.
Los anticuerpos pueden usarse después como un ligando de direccionamiento.

Por lo tanto, las células diana pueden seleccionarse en funcidon de una variedad de factores, que
incluyen, por ejemplo, (1) la aplicacion particular (por ejemplo, terapia, expresion de una proteina
a recolectar y conferir resistencia a la enfermedad) y (2) la expresion de un marcador con la
cantidad deseada de especificidad.

Las células diana no se limitan de ninguna manera e incluyen lineas celulares y células de la linea
germinal, y lineas celulares y células somaticas. Las células diana pueden ser células madre
derivadas de cualquier origen. Cuando las células diana son células de la linea germinal, las células
diana se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en embriones de células individuales
y células madre embrionarias (ES).

Composiciones farmacéuticas, formas de dosificacion y administracion

Una modalidad adicional proporciona un medicamento que comprende al menos una proteina de la
capside viral modificada y un ligando de direccionamiento apropiado de acuerdo con esta
invencion y/o un 4cido nucleico de acuerdo con esta invencion. Preferentemente, dicho
medicamento es til como una particula de transferencia de genes.

En la presente descripcion también se describen las composiciones farmacéuticas que comprenden
las particulas virales descritas en la presente descripcion y un portador y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Ademas, en la presente descripcion se describen las formas de
dosificacion farmacéuticas que comprenden la particula viral descrita en la presente descripcion.
Como se describe en la presente descripcion, las particulas virales descritas en la presente
descripcion pueden usarse para varias aplicaciones terapéuticas (in vivo y €x Vivo) y como
herramientas de investigacion.

Las composiciones farmacéuticas basadas en las particulas virales descritas en la presente
descripcion pueden formularse de cualquier manera convencional mediante el uso de uno o mas
portadores y/o excipientes fisiologicamente aceptables. Las particulas virales pueden formularse
para su administracion, por ejemplo, por inyeccion, inhalacion o aislamiento (ya sea a través de la
boca o la nariz) o por administracion oral, bucal, parenteral o rectal, o por administracion
directamente a un tumor.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para una variedad de modos de
administracion, que incluyen administracion sistémica, topica o localizada. Las técnicas y

formulaciones pueden encontrarse en, por ejemplo, Remrnington's Pharmaceutical Sciences,
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Meade Publishing Co., Easton, Pa. Para la administracion sistémica, se prefiere la inyeccion, que
incluye intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, y subcutdnea. Para los propositos de la
inyeccion, las composiciones farmacéuticas pueden formularse en soluciones liquidas,
preferentemente en tampones fisiologicamente compatibles, tales como soluciéon de Hank o
solucion de Ringer. Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden formularse en forma sélida
y disolverse nuevamente o suspenderse inmediatamente antes del uso. Las formas liofilizadas de la
composicion farmacéutica también son adecuadas.

Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar la forma de, por
ejemplo, tabletas o cépsulas preparadas por medios convencionales con excipientes
farmacéuticamente aceptables tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidéon de maiz
previamente gelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa); rellenos (por ejemplo,
lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato
de magnesio, talco o silice); desintegrantes (por ejemplo, almidon de papa o glicolato de almidon
de sodio); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio). Las tabletas también
pueden recubrirse mediante métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para
la administracion oral pueden tomar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones,
o pueden presentarse como un producto seco para la constitucion con agua u otro vehiculo
adecuado antes de su uso. Tales preparaciones liquidas pueden prepararse por medios
convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por
ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes
emulsionantes (por ejemplo, lecitina o acacia); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite, ésteres
oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, metil o
propil-p-hidroxibenzoatos o é4cido sorbico). Las preparaciones también pueden contener sales
tampones, agentes saborizantes, colorantes y edulcorantes segun sea apropiado.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para la administracion parenteral por
inyeccion, por ejemplo, por inyeccion en bolo o infusiéon continua. Las formulaciones para
inyeccion pueden presentarse en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en
recipientes de multiples dosis, con un conservante adicionado opcionalmente. Las composiciones
farmacéuticas pueden formularse ademds como suspensiones, soluciones o emulsiones en
vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden contener otros agentes que incluyen agentes de suspension,

estabilizantes y/o dispersantes.
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Adicionalmente, las composiciones farmacéuticas también pueden formularse como una
preparacion de deposito. Estas formulaciones de accion prolongada pueden administrarse mediante
implantacion (por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o por inyeccion intramuscular. Por
lo tanto, por ejemplo, los compuestos pueden formularse con materiales poliméricos o hidrofobos
adecuados (por ejemplo, como una emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio
16nico, o como derivados escasamente solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.
Otros sistemas de suministro adecuados incluyen las microesferas, que ofrecen la posibilidad de un
suministro no invasivo local de fdrmacos durante un periodo de tiempo prolongado. Esta
tecnologia puede incluir microesferas que tienen un tamafo precapilar, que pueden inyectarse a
través de un catéter coronario en cualquier parte seleccionada de un oOrgano sin provocar
inflamacion o isquemia. El producto terapéutico administrado es liberado lentamente en el hombre
a partir de las microesferas y es absorbido por las células circundantes presentes en el tejido
seleccionado.

La administracion sistémica también puede ser por medio transmucoso o transdérmico. Para la
administracion transmucosa o transdérmica, los penetrantes apropiados para la barrera a permear se
usan en la formulacion. Tales penetrantes se conocen generalmente en la técnica, e incluyen, por
ejemplo, para la administracion transmucosa, sales biliares, y derivados de acido fusidico.
Adicionalmente, los detergentes pueden usarse para facilitar la permeacion. La administracion
transmucosa puede producirse mediante el uso de atomizadores nasales o supositorios. Para la
administracion topica, las particulas virales descritas en la presente descripcion pueden formularse
en ungiientos, pomadas, geles, o cremas como generalmente se conocen en la técnica. Una
solucion de lavado también puede usarse localmente para tratar una lesién o inflamacioén para
acelerar la cicatrizacion.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion adecuadas para uso inyectable pueden
incluir soluciones acuosas estériles o dispersiones; formulaciones que incluyen aceite de sésamo,
aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la preparacion extemporanea de
soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y
fluida. Debe ser estable en condiciones de fabricacion y determinados parametros de
almacenamiento (por ejemplo, refrigeracion y congelacion) y deben conservarse contra la accion
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos.

Si las formulaciones descritas en la presente descripcion se usan como un producto terapéutico

para reforzar una respuesta inmunitaria en un sujeto, un agente terapéutico puede formularse en
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una composicion en una forma neutra o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables, incluyen
las sales de adicion de acidos (formadas con los grupos amino libres de la proteina) y que se
forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosforico, o tales
acidos orgéanicos como acético, oxalico, tartdrico, mandélico, y similares. Las sales formadas con
los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorgénicas tales como, por ejemplo,
hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, o hierro, y tales bases orgdnicas como
isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

Un portador también puede ser un solvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas
adecuadas de estos y aceites vegetales. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de
la accion de microorganismos puede producirse por diversos agentes antibacterianos y antifiingicos
conocidos en la técnica. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo,
azucares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede
llevarse a cabo mediante el uso en las composiciones de agentes que retardan la absorcion, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse al incorporar los compuestos activos o
constructos en la cantidad requerida en el solvente apropiado con diversos de los otros ingredientes
enumerados anteriormente, segiin sea necesario, seguido de esterilizacion filtrada.

Después de la formulacion, las soluciones pueden administrarse de una manera compatible con la
formulacion de dosificacion y en tal cantidad que es terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se
administran facilmente en una variedad de formas de dosificacion, tales como el tipo de soluciones
inyectables descritas anteriormente, pero también pueden emplearse cédpsulas o microparticulas y
microesferas de liberacion lenta y similares.

Para la administracion parenteral en una solucidn acuosa, por ejemplo, la solucion debe
amortiguarse adecuadamente si es necesario y el diluyente liquido primero se vuelve isoténico con
suficiente solucion salina o glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente
adecuadas para la administracion intravenosa, intratumoral, intramuscular, subcutinea e
intraperitoneal. En este contexto, los medios acuosos estériles que pueden emplearse seran

conocidos por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion. Por ejemplo, una
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dosificacion podria disolverse en 1 ml de soluciéon de NaCl isotonica y afiadirse a 1,000 ml de
fluido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio propuesto de infusion.

La persona responsable de la administracion, en cualquier caso, determinara la dosis adecuada para
el sujeto individual. Por ejemplo, a un sujeto puede administrarse particulas virales descritas en la
presente descripcion diariamente o semanalmente por un periodo de tiempo o mensualmente,
bianualmente o anualmente en dependencia de la necesidad o exposicion a un organismo patdogeno
o auna afeccion en el sujeto (por ejemplo, cancer).

Ademas de los compuestos formulados para la administracion parenteral, tales como inyeccion
intravenosa, intratumoral, intradérmica o intramuscular, otras formas farmacéuticamente
aceptables incluyen, por ejemplo, tabletas u otros so6lidos para la administracion oral;
formulaciones liposomales; cépsulas de liberacién en el tiempo; biodegradable y cualquier otra
forma actualmente usada.

También pueden usarse soluciones intranasales o inhalables o atomizadores, aerosoles o inhalantes.
Las soluciones nasales pueden ser soluciones acuosas disefiadas para ser administradas a los
conductos nasales en gotas o atomizadores. Las soluciones nasales pueden prepararse de manera
que sean similares en muchos aspectos a las secreciones nasales. Por lo tanto, las soluciones
nasales acuosas usualmente son isotonicas y ligeramente tamponadas para mantener un pH de 5.5 a
7.5. Ademas, los conservantes antimicrobianos, similares a los usados en preparaciones oftalmicas,
y estabilizadores de farmacos apropiados, si se requieren, pueden incluirse en la formulacion. Se
conocen diversas preparaciones nasales comerciales y pueden incluir, por ejemplo, antibidticos y
antihistaminicos y se usan para la profilaxis del asma.

Las formulaciones orales pueden incluir excipientes como, por ejemplo, grados farmacéuticos de
manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de
magnesio y similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, tabletas,
pildoras, cépsulas, formulaciones de liberacion sostenida o polvos. En determinadas modalidades
definidas, las composiciones farmacéuticas orales incluirdn un diluyente inerte o portador
comestible asimilable, o pueden encerrarse en una capsula de gelatina dura o blanda, o pueden
comprimirse en tabletas, o pueden incorporarse directamente con el alimento de la dieta. Para la
administracion terapéutica oral, los compuestos activos pueden incorporarse con excipientes y
usarse en forma de tabletas ingeridas, tabletas bucales, grageas, capsulas, elixires, suspensiones,

jarabes, obleas, y similares.
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Las tabletas, trociscos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener lo siguiente: un
aglutinante, como goma de tragacanto, acacia, almidon de maiz o gelatina; excipientes, tal como
fosfato dicdlcico; un agente desintegrante, tal como almidén de maiz, almidon de papa, acido
alginico y similares; un lubricante, tal como estearato de magnesio; y puede adicionarse un agente
edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o sacarina, o un agente aromatizante, tal como menta,
aceite de gaulteria o aroma de cereza. Cuando la forma de dosificacion unitaria es una capsula,
puede contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un portador liquido. Varios otros
materiales pueden estar presentes como recubrimientos o para modificar de cualquier otra manera
la forma fisica de la dosificacion unitaria. Por ejemplo, tabletas, pildoras, o cépsulas pueden
recubrirse con goma laca, azicar o ambos. Un jarabe de elixir puede contener los compuestos
activos sacarosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un tinte y
saborizante, tal como sabor cereza o naranja.

Las modalidades adicionales descritas en la presente descripcion pueden referirse a kits para su uso
con métodos y composiciones. Los kits pueden incluir ademas un recipiente adecuado, por
ejemplo, viales, tubos, tubos de mini o microcentrifuga, tubos de ensayo, matraz, botella, jeringa u
otro contenedor. Cuando se proporciona un componente o agente adicional, el kit puede contener
uno o mas recipientes adicionales en los cuales puede colocarse este agente o componente. Los kits
en la presente descripcion también incluirdn tipicamente un medio para contener las particulas
virales y cualquier otro recipiente de reactivos en un confinamiento cercano para la venta
comercial. Tales recipientes pueden incluir recipientes plasticos moldeados por soplado o
inyeccion en los que se retienen los viales deseados. Opcionalmente, pueden necesitarse uno o mas
agentes activos adicionales tales como, por ejemplo, agentes antiinflamatorios, agentes antivirales,
agentes antifingicos o antibacterianos o agentes antitumorales para las composiciones descritas.
Las composiciones descritas en la presente descripcion pueden administrarse por cualquier medio
conocido en la técnica. Por ejemplo, las composiciones pueden incluir la administraciéon a un
sujeto por via intravenosa, intratumoral, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional,
intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea,
intravaginal, intrarectal, intravascular, intratumoral, intramuscular, intratecal, subcutanea,
subconjuntival, intravesicular, mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, local, por
inhalacion, por inyeccion, por infusion, por infusiéon continua, por perfusion localizada, a través de

un catéter, a través de un lavado, en una crema o en una composicion lipidica.

127



10

15

20

25

30

Cualquier método conocido por un experto en la técnica puede usarse para la produccion a gran
escala de particulas virales, células de empaquetamiento y construcciones de particulas descritos en
la presente descripcion. Por ejemplo, las reservas de semillas maestras y de trabajo pueden
prepararse bajo condiciones de GMP en CEF primarios calificados o mediante otros métodos. Las
células de empaquetamiento pueden sembrarse en matraces de gran area superficial, cultivarse
hasta cerca de la confluencia y purificarse las particulas virales. Las células pueden cultivarse y
aislarse y purificarse las particulas virales liberadas en el medio de cultivo, o las particulas virales
intracelulares liberadas por alteracion mecanica (los restos celulares pueden eliminarse por
filtracion profunda de poro grande y digerirse el ADN de células hospedadoras digerirse con
endonucleasa). Las particulas del virus pueden purificarse posteriormente y concentrarse mediante
filtracion de flujo tangencial, seguido por diafiltracion. El volumen concentrado resultante se
formula mediante diluciéon con un tampon que contiene estabilizadores, se llena en frascos, y se
somete a liofilizacion. Las composiciones y formulaciones pueden almacenarse para su uso
posterior. Para su uso, las particulas virales liofilizadas pueden reconstituirse mediante la adicion
de diluyente.

Ciertos agentes adicionales usados en las terapias de combinacion pueden formularse y
administrarse por cualquier medio conocido en la técnica.

Las composiciones como se describen en la presente descripcion también pueden incluir
adyuvantes tales como sales de aluminio y otros adyuvantes minerales, agentes tensoactivos,
derivados bacterianos, vehiculos y citocinas. Los adyuvantes pueden tener ademas propiedades
inmunomoduladoras de antagonizacion. Por ejemplo, los adyuvantes pueden estimular la
inmunidad Th1 o Th2. Las composiciones y métodos como se describen en la presente descripcion
pueden incluir, ademas, la terapia adyuvante.

Mas abajo se enumeran las modalidades ilustrativas y no taxativas.

Modalidad 1. Una particula viral de AAV que comprende una capside de AAV,
en donde al menos una proteina de la capside de AAV de dicha capside de AAV
comprende al menos una porcion de una secuencia de aminodcidos de una proteina de la cépside
seleccionada del grupo que consiste en
una proteina de la capside de un AAV de animal no primate,
una proteina de la capside de un AAV remoto, y

una de sus combinaciones, y
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en donde al menos una proteina de la capside de AAV de dicha capside de AAV se
modifica para comprender

(a) al menos un primer miembro de un par de unién proteina: proteina,
(b) una etiqueta detectable,
(c) una mutacion puntual,
(d) una secuencia de aminoacidos quiméricos que comprende una porcion de una
secuencia de aminoacidos de otra proteina de la cépside de AAV enlazada
operativamente a dicha secuencia de aminoacidos de la proteina de la cépside
seleccionada del grupo que consiste en la proteina de la capside del AAV de animal
no primate, la proteina de la capside de un AAV remoto, o la combinacion de estas,

y
(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

Modalidad 2. Una particula viral de AAV que comprende una cépside de AAV,

en donde al menos una proteina de la capside de AAV de dicha capside de AAV comprende al
menos una porcion de una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de
animal no primate,

en donde al menos una proteina de la capside de AAV de dicha capside de AAV se modifica para
comprender

(a) al menos un primer miembro de un par de union proteina: proteina,

(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacién puntual,

(d) una secuencia de aminoacidos quiméricos que comprende una porcion de una secuencia de
aminodcidos de otra proteina de la capside de AAV enlazada operativamente a dicha secuencia de
aminoécidos de la capside del AAV de animal no primate, y

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

Modalidad 3. Una particula viral de AAV que comprende una capside de AAV,
en donde al menos una proteina de la capside de AAV de dicha capside de AAV comprende al
menos una porcion de una secuencia de aminodcidos de una proteina de la capside de un AAV

remoto,
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en donde al menos una proteina de la capside de AAV de dicha capside de AAV se modifica para
comprender

(a) al menos un primer miembro de un par de unidn proteina: proteina,

(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacién puntual,

(d) una secuencia de aminoacidos quiméricos que comprende una porcidon de una secuencia de
aminodcidos de otra proteina de la capside de AAV enlazada operativamente a dicha secuencia de
aminodcidos de la proteina de la capside del AAV remoto, y

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

Modalidad 4. Una particula viral de AAV que comprende

(A) al menos una proteina de la capside de AAV que comprende una secuencia de aminoécidos
seleccionada del grupo que consiste en

(1) una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal no primate,
(1) una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV no remoto, y

(ii1) una secuencia de aminodcidos de una de sus combinaciones, y

(B) un genoma de AAV que comprende un nucledtido de interés y una ITR de AAV que

comprende al menos una porcion de una secuencia de ITR de otro AAV.

Modalidad 5. Una particula viral de AAV que comprende

(A) el menos una proteina de la capside de AAV que comprende una secuencia de aminoacidos de
una proteina de la cédpside de un AAV de animal no primate, y

(B) un genoma de AAV que comprende un nucledtido de interés y una ITR de AAV que

comprende al menos una porcioén de una secuencia de ITR de otro AAV.

Modalidad 6. Una particula viral de AAV que comprende

(A) al menos una proteina de la capside de AAV que comprende una secuencia de aminoacidos de
una proteina de la capside de un AAV remoto, y

(B) un genoma de AAV que comprende un nucledtido de interés y una ITR de AAV que

comprende al menos una porcion de una secuencia de ITR de otro AAV.
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Modalidad 7. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicha secuencia de aminodcidos de la proteina de la capside del AAV de animal no primate,
la proteina de la capside de AAV remoto, o una de sus combinaciones, se modifica para
comprender

(a) al menos un primer miembro de un par de unién proteina: proteina,

(b) una etiqueta detectable,

(c) una mutacion puntual.

Modalidad 8. La particula de AAV de la modalidad 7, en donde el par de union proteina:
proteina se selecciona de SpyTag: SpyCatcher, SpyTag: KTag, Isopeptag: pilin C, SnoopTag:
SnoopCatcher y SpyTag002:SpyCatcher002.

Modalidad 9. La particula de AAV de la modalidad 7, en donde el primer miembro de un
par de union proteina: proteina comprende c—myc que comprende una secuencia establecida como

la SEQ ID NO: 44.

Modalidad 10. La particula de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en donde
la etiqueta detectable comprende el epitopo B1 que comprende una secuencia de aminoacidos de

IGTRYLTR (SEQ ID NO: 45).

Modalidad 11. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicha secuencia de aminodcidos de la proteina de la capside del AAV de animal no primate,
la proteina de la capside del AAV remoto, o una de sus combinaciones, comprende una secuencia
de aminodcidos de una proteina de la cépside VP3 del AAV de animal no primate y/o una

secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 del AAV remoto.

Modalidad 12. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicha secuencia de aminodcidos de la proteina de la capside del AAV de animal no primate,
la proteina de la capside del AAV remoto, o una de sus combinaciones, comprende una secuencia
de aminoécidos de una proteina de la capside VP2 del AAV de animal no primate y/o una

secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP2 del AAV remoto.
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Modalidad 13. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicha secuencia de aminodcidos de la proteina de la capside del AAV de animal no primate,
la proteina de la capside del AAV remoto, o una de sus combinaciones, comprende una secuencia
de aminodcidos de una proteina de la cépside VP1 del AAV de animal no primate y/o una

secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP1 del AAV remoto.

Modalidad 14. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde la capside de dicha particula comprende
(1) una proteina de la capside VP1 que es

una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de
la capside VP1 quimérica comprende una region unica de VP1 (VP1-u) de otro AAV enlazada
operativamente con una region comin VP1/VP2 y una regiéon de VP3 de AAV de no primate o el
AAYV remoto,
0
una proteina de la capside VP1 de AAV de no primate o AAV remoto,
(i1) una proteina de la céapside VP2 que es
una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP2 quimérica comprende una region comun VP1/VP2 de otro AAV enlazada
operativamente con una region de VP3 de AAV de no primate o el AAV remoto, o
una proteina de la capside VP2 de AAV de no primate o AAV remoto, y
(ii1) la proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.

Modalidad 15. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde la capside de dicha particula comprende

(1) una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP1 quimérica comprende una regién unica de VP1 (VP1-u) de otro AAV enlazada
operativamente con una region comin VP1/VP2 y una regiéon de VP3 de AAV de no primate o el
AAYV remoto,

(i1) una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP2 quimérica comprende una regiéon comun VP1/VP2 de otro AAV enlazada
operativamente con una region de VP3 de AAV de no primate o el AAV remoto, y

(iii) la proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.
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Modalidad 16. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde la capside de dicha particula comprende

(1) una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP1 quimérica comprende una regién unica de VP1 (VP1-u) de otro AAV enlazada
operativamente con una region comun VP1/VP2 y una region de VP3 de AAV de no primate o el
AAYV remoto,

(i1) una proteina de la capside VP2 de AAV de no primate o AAV remoto, y

(i11) la proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.

Modalidad 17. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde la capside comprende

(1) una proteina de la capside VP1 de AAV de no primate o AAV remoto,

(i1) una proteina de la capside VP2 de AAV de no primate o AAV remoto, y

(ii1) una proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.

Modalidad 18. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en

donde dicho otro AAV es un AAV de primate o una combinacion de AAV de primate.

Modalidad 19. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho otro AAV se selecciona del grupo que consiste en AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAVS, AAV6, AAVT, AAVSE, AAV9 y una de sus combinaciones.

Modalidad 20. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, en

donde dicho otro AAV es AAV?2.

Modalidad 21. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades 1-2, 4-5 y 7-20,

en donde dicho AAV de animal no primate es un AAV de no primate enumerado en la Tabla 2.
Modalidad 22. La particula viral de AAV de cualquiera de cualquiera de las modalidades 1-

2,4-5y 7-21, en donde el AAV de no primate es un AAV de ave, un AAV de lobo marino o un
AAYV de dragén barbudo.
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Modalidad 23. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades 1-2, 4-5y 7-22,
en donde el AAV de animal no primate es un AAAV.

Modalidad 24. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades 1-2, 4-5 y 7-23,
en donde la modificacion estd en la posicion 1444 o 1580 de una proteina de la capside VP1 de

AAAV.

Modalidad 25. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades 1-2, 4-5y 7-22,

en donde el AAV de animal no primate es un AAV de escamoso

Modalidad 26. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades 1-2, 4-5, 7-22 y
25, en donde el AAV de escamoso es un AAV de dragén barbudo.

Modalidad 27. La particula viral de AAV de cualquiera d cualquier una de las modalidades
1-2, 4-5, 7-22 y 25-26, en donde la modificacion esta en la posicion 1573 o 1436 de una proteina de
la capside VP1 de un AAV de dragon barbudo.

Modalidad 28. La particula viral de AAV de cualquiera de cualquiera de las modalidades 1-
2,4-5y 7-22, en donde el AAV de animal no primate es un AAV de mamifero.

Modalidad 29. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades 1-2, 4-5, 7-22 y

28, en donde el AAV de mamifero es un AAV de lobo marino.

Modalidad 30. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades 1-2, 4-5, 7-22 y
28-29, en donde la modificacion estd en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429,

1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437 y A565 de una VP1 de AAV de lobo marino.

Modalidad 31. La particula viral de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, que
comprende una proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate, el AAV remoto, o una

de sus combinaciones, en donde proteina de la capside VP3 se modifica para comprender
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(a) al menos un primer miembro de un par de union proteina: proteina, opcionalmente, en donde el
par de union proteina: proteina se selecciona del grupo que consiste en SpyTag: SpyCatcher,
SpyTag: KTag, Isopeptag: pilin-C, SnoopTag: SnoopCatcher y SpyTag002:SpyCatcher002

(b) una etiqueta detectable, opcionalmente, en donde la etiqueta detectable comprende la secuencia
de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 44 o la secuencia de aminoacidos establecida
como la SEQ ID NO: 45,

(c) una mutacién puntual o

(d) cualquier combinacion de (a), (b) y (c).

Modalidad 32. La particula viral de AAV de la modalidad 31, en donde la proteina de la
capside VP3 del AAV de animal no primate, el AAV remoto, o una de sus combinaciones, se
modifica para comprender

(a) al menos SpyTag que comprende una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ
ID NO:42 y/o

(b) una etiqueta detectable que comprende la secuencia de aminoacidos establecida como la

SEQ ID NO: 45.

Modalidad 33. La particula de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, que
comprende un primer y/o segundo enlazador que enlaza operativamente un primer miembro de un
par de unidn proteina: proteina y/o una etiqueta detectable a una proteina de la capside de dicha

particula de AAV.

Modalidad 34. La particula de AAV de la modalidad 33, en donde el primer y el segundo

enlazador no son idénticos.

Modalidad 35. La particula de AAV de la modalidad 33 o la modalidad 34, en donde el

primer y el segundo enlazador son idénticos.

Modalidad 36. La particula de AAV de cualquiera de las modalidades 33-35, en donde el

primer y/o el segundo enlazador tiene una longitud de 10 aminoacidos.
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Modalidad 37. La particula de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, que
comprende un primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o una etiqueta detectable

enlazada operativamente a una region variable de una proteina de la capside de dicha particula de

AAV.

Modalidad 38. La particula de AAV de la modalidad 1 o la modalidad 2, que comprende
una proteina de la capside que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en

(a) una secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 2,
(b) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 4,
(c) una secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 6,
(d) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 8§,
(e) una secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 10,
(f) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 12,
(g) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 14,
(h) una secuencia de aminoécidos establecida como la SEQ ID NO: 16,
(1) una secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 18,
(j) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 20,
(k) una secuencia de aminoécidos establecida como la SEQ ID NO: 22,
(1) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 24,
(m) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 26,
(n) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 28,
(o) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 30,
(p) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 32,
(q) una secuencia de aminoécidos establecida como la SEQ ID NO: 34,
(r) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 36,
(s) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 53,
(t) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 55,
(u) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 57,
(v) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 59,
(w) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 61,

(x) la secuencia de amino4cidos establecida como la SEQ ID NO: 63,
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(y) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 65,

(z) la secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 67,

(aa) la secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 69,

(bb) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 71,

(cc) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo,
al menos un 95 % de identidad, con la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO:
57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID
NO: 69 0 SEQIDNO: 71y

(dd) una secuencia de aminoécidos de cualquiera de las porciones de VP2 y/o VP3 de las

secuencias de aminoacidos establecidas en cualquiera de (a)-(cc).

Modalidad 39. La particula de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, que
comprende ademds una proteina de la capside de referencia de manera que la capside es una

capside de mosaico.

Modalidad 40. La particula de AAV de cualquiera de las modalidades anteriores, que
comprende una capside de mosaico que comprende una proteina de la capside VP3 modificada con
un primer miembro de un par de unidon proteina: proteina y una proteina de la capside VP3 de

referencia.

Modalidad 41. Una proteina de la capside de virus adenoasociado (AAV) que comprende
una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside de un AAV de animal no primate o un
AAV remoto, en donde la proteina de la capside de AAV se selecciona del grupo que consiste en
(a) una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde proteina de
la capside VP1 quimérica de AAV de animal se modifica para comprender al menos un primer
miembro de un par de unién proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacion puntual,
(b) una proteina de la capside VP1 de AAV no quimérica modificada para comprender al

menos un primer miembro de un par de union proteina: proteina y/o una etiqueta detectable,
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(c) una proteina de la capside VP2 quimérica, opcionalmente, en donde proteina de la capside VP2
quimérica de AAV se modifica para comprender al menos un primer miembro de un par de unioén
proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacion puntual,

(d) una proteina de la capside VP2 no quimérica de AAV modificada para comprender al menos un
primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacion
puntual,

(e) una proteina de la capside VP3 quimérica de AAV modificada para comprender al menos un
primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacion
puntual, y

(f) una proteina de la capside VP3 no quimérica de AAV modificada para comprender al menos un
primer miembro de un par de unidn proteina: proteina, una etiqueta detectable y/o una mutacion

puntual.

Modalidad 42. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 41, en donde el primer
miembro de un par de union proteina: proteina estd flanqueado por un primer y/o un segundo
enlazador que une el primer miembro de un par de unioén proteina: proteina con la proteina de la
capside, y en donde cada uno del primer y/o el segundo enlazador tiene, independientemente, al

menos un aminoacido de longitud.

Modalidad 43. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 42, en donde el primer y

el segundo enlazador no son idénticos.

Modalidad 44. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 42, en donde el primer y

el segundo enlazador son idénticos y tienen 10 aminoacidos de longitud.

Modalidad 45. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-44,
en donde la proteina de la capside comprende ademas un segundo miembro cognado del par de
unién proteina: proteina, opcionalmente en donde el primer y el segundo miembro se unen

mediante un enlace covalente, opcionalmente un enlace isopeptidico.

Modalidad 46. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-45,

en donde el primer miembro de un par de union proteina: proteina comprende SpyTag.
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Modalidad 47. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 45 o la modalidad 46, en

donde el segundo miembro cognado comprende SpyCatcher.

Modalidad 48. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 45-47,

en donde el segundo miembro cognado comprende KTag.

Modalidad 49. La proteina de la cépside de AAV de la modalidad 45, en donde el primer

miembro es KTag y el segundo miembro cognado comprende SpyTag.

Modalidad 50. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 45, en donde el primer

miembro es SnoopTag y el segundo miembro cognado comprende SnoopCatcher.

Modalidad 51. La proteina de la cépside de AAV de la modalidad 45, en donde el primer

miembro es isopeptag y el segundo miembro cognado comprende Pilin-C.

Modalidad 52. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 45, en donde el primer
miembro es SpyTag002 y el segundo miembro cognado comprende SpyCatcher002.

Modalidad 53. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 45-52,
en donde el segundo miembro se enlaza operativamente a un ligando de direccionamiento,

opcionalmente en donde el ligando de direccionamiento es un resto de union.

Modalidad 54. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 53, en donde el resto de

unién es un anticuerpo, o una porcion de este.

Modalidad 55. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 54, en donde el

anticuerpo, o una porcion de este se fusiona a SpyCatcher.
Modalidad 56. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 54 o la modalidad 55, en

donde el anticuerpo, o una porcion de este, se fusiona con un enlazador en el extremo C, y el

enlazador se fusiona con SpyCatcher en el extremo C del enlazador.
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Modalidad 57. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 56, en donde el enlazador
comprende una secuencia establecida como la SEQ ID NO: 49 (GSGESG).

Modalidad 58. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-57,
en donde la etiqueta detectable comprende un epitopo Bl que comprende una secuencia de

aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 45.

Modalidad 59. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-58,

en donde dicho AAV de animal no primate es un AAV de no primate enumerado en la Tabla 2.

Modalidad 60. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-59,
en donde el AAV de no primate es un AAV de ave, un AAV de lobo marino o un AAV de dragéon
barbudo.

Modalidad 61. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-60,
en donde el AAV de animal no primate es un AAAV.

Modalidad 62. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-61,
en donde la modificacion esta en la posicion 1444 o 1580 de una proteina de la capside VP1 de

AAAV.

Modalidad 63. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-60,

en donde el AAV de animal no primate es un AAV de escamoso.

Modalidad 64. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-60 y
63, en donde el AAV de escamoso es un AAV de dragon barbudo.

Modalidad 65. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-60 y

63-64, en donde la modificacion estd en la posicion 1573 o 1436 de una proteina de la capside VP1

de un AAV de dragon barbudo.
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Modalidad 66. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-60,

en donde el AAV de animal no primate es un AAV de mamifero.

Modalidad 67. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-60 y
66, en donde el AAV de mamifero es un AAV de lobo marino.

Modalidad 68. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-60 y
66-67, en donde la modificacion estd en una posicion seleccionada del grupo que consiste en 1429,

1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437 y A565 de una VP1 de AAV de lobo marino.

Modalidad 69. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-68,
que comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en
(a) una secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 2,
(b) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 4,
(c) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 6,
(d) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 8§,
(e) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 10,
(f) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 12,
(g) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 14,
(h) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 16,
(1) una secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 18,
(j) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 20,
(k) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 22,
(1) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 24,
(m) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 26,
(n) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 28,
(o) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 30,
(p) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 32,
(q) una secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 34,
(r) una secuencia de amino4cidos establecida como la SEQ ID NO: 36,
(s) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 53,

(t) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 55,
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(u) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 57,

(v) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 59,

(w) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 61,

(x) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 63,

(y) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 65,

(z) la secuencia de aminodacidos establecida como la SEQ ID NO: 67,

(aa) la secuencia de aminodcidos establecida como la SEQ ID NO: 69,

(bb) la secuencia de aminoacidos establecida como la SEQ ID NO: 71,

(cc) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo,
al menos un 95 % de identidad, con la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO:
57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID
NO: 690 SEQIDNO: 71y

(dd) una secuencia de aminoécidos de cualquiera de las porciones de VP2 y/o VP3 de las

secuencias de aminoacidos establecidas en cualquiera de (a)-(cc).

Modalidad 70. La proteina de la capside de AAV de cualquiera de las reivindicaciones 41-
69, en donde el primer miembro de un par de unidn proteina: proteina comprende una etiqueta
detectable.

Modalidad 71. La proteina de la capside de AAV de la modalidad 70, en donde la etiqueta

detectable comprende c-myc (SEQ ID NO: 44).

Modalidad 72. Una particula de AAV que comprende la proteina de la capside de AAV de

cualquiera de las modalidades 41-71.

Modalidad 73. Un 4cido nucleico que comprende un gen cap que codifica la proteina de la

capside de AAV de cualquiera de las modalidades 41-71.
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Modalidad 74. Una molécula de acido nucleico que comprende un gen cap de AAV que
codifica una proteina de la capside de AAV,

en donde el gen cap de AAV comprende al menos una porcion de la secuencia de nucledtidos de
un gen cap seleccionado del grupo que consiste en

(1) un gen cap de un AAV de animal no primate,

(i1) un gen cap de un AAV remoto, o

(ii1) una de sus combinaciones,

en donde dicho gen cap de AAV se modifica adicionalmente para comprender

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un primer miembro de un par de unién proteina:
proteina,

(b) una secuencia de nucleotidos que codifica una etiqueta detectable,

(c) una mutacion puntual,

(d) una secuencia de nucledtidos quimérica que comprende una porcion de una secuencia de
nucleotidos de un gen cap de otro AAV que se enlaza operativamente con dicha secuencia de
nucleotidos del gen cap de AAV seleccionado del grupo que consiste en el gen cap de AAV de
animal no primate, un AAV remoto o una de sus combinaciones,

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

Modalidad 75. Una molécula de acido nucleico que comprende un gen cap de AAV que
codifica una proteina de la capside de AAV,

en donde el gen cap de AAV comprende al menos una porcion de la secuencia de nucledtidos de
un gen cap de un AAV de animal no primate

en donde dicho gen cap de AAV se modifica adicionalmente para comprender

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un primer miembro de un par de unién proteina:
proteina,

(b) una secuencia de nucleotidos que codifica una etiqueta detectable,

(c) una mutacién puntual,

(d) una secuencia de nucledtidos quimérica que comprende una porcion de una secuencia de
nucleotidos de un gen cap de otro AAV que se enlaza operativamente con dicha secuencia de
nucleotidos del gen cap de AAV de animal no primate,

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

143



10

15

20

25

30

Modalidad 76. Una molécula de acido nucleico que comprende un gen cap de AAV que
codifica una proteina de la capside de AAV,

en donde el gen cap de AAV comprende al menos una porcion de la secuencia de nucledtidos de
un gen cap de un AAV de animal remoto

en donde dicho gen cap de AAV se modifica adicionalmente para comprender

(a) una secuencia de nucledtidos que codifica un primer miembro de un par de unién proteina:
proteina,

(b) una secuencia de nucleotidos que codifica una etiqueta detectable,

(c) una mutacion puntual,

(d) una secuencia de nucleoétidos quimérica que comprende una porcion de una secuencia de
nucledtidos de un gen cap de otro AAV que se enlaza operativamente con dicha secuencia de
nucleotidos del gen cap de AAV de animal remoto,

(e) cualquier combinacion de (a), (b), (¢) y (d).

Modalidad 77. Una molécula de 4cido nucleico que comprende un gen rep de AAV y un
gen cap de AAV,

en donde el gen cap de AAV comprende una primera secuencia de nucledtidos de un gen cap
seleccionado del grupo que consiste en

(1) un gen cap de un AAV de animal no primate,

(i1) un gen cap de un AAV remoto, y

(ii1) una de sus combinaciones,

en donde el gen rep de AAV comprende una segunda secuencia de nucledtidos de un gen rep de

AAYV de otro AAV.

Modalidad 78. Una molécula de 4cido nucleico que comprende un gen rep de AAV y un
gen cap de AAV,

en donde el gen cap de AAV comprende al menos una primera secuencia de nucledtidos de un gen
cap de un AAV de animal no primate,

en donde el gen rep de AAV comprende una segunda secuencia de nucledtidos de un gen rep de

AAYV de otro AAV.
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Modalidad 79. Una molécula de 4cido nucleico que comprende un gen rep de AAV y un
gen cap de AAV,

en donde el gen cap de AAV comprende al menos una primera secuencia de nucledtidos de un gen
cap de un AAV de animal remoto,

en donde el gen rep de AAV comprende una segunda secuencia de nucledtidos de un gen rep de

AAYV de otro AAV.

Modalidad 80. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-79, en

donde el gen cap se enlaza operativamente a un promotor.

Modalidad 81. La molécula de acido nucleico de la modalidad 80, en donde dicho promotor

dirige la expresion de la o las proteinas de la capside en una célula de empaquetamiento.

Modalidad 82. La molécula de acido nucleico de la modalidad 80 o la modalidad 81, en
donde el promotor se selecciona de p40, SV40, EF, CMV, B19p6 y CAG.

Modalidad 83. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-82, en
donde dicha secuencia de nucleotidos del gen cap del AAV de animal no primate, el gen cap del
AAYV remoto, o la combinacion de estas, se modifica para comprender

(a) una secuencia de nucleotidos que codifica al menos un primer miembro de un par de unioén
proteina: proteina,

(b) una secuencia de nucleotidos que codifica una etiqueta detectable y/o

(c) una secuencia de nucledtidos que codifica una mutacion puntual.

Modalidad 84. La molécula de acido nucleico de la modalidad 83, en donde el par de union
proteina: proteina se selecciona de SpyTag: SpyCatcher, SpyTag: KTag, Isopeptag: pilin C,
SnoopTag: SnoopCatcher y SpyTag002:SpyCatcher002.

Modalidad 85. La molécula de acido nucleico de la modalidad 83, en donde el primer

miembro de un par de unidn proteina: proteina comprende c—myc que comprende una secuencia

establecida como la SEQ ID NO: 44.
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Modalidad 86. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 83-85, en
donde la etiqueta detectable comprende el epitopo Bl que comprende una secuencia de

aminoacidos de IGTRYLTR (SEQ ID NO: 45).

Modalidad 87. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-86, en
donde dicha secuencia de nucledtidos del gen cap del AAV de animal no primate, el gen cap del
AAV remoto, o la combinacion de estas, comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una
secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 del AAV de animal no primate y/o

una secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP3 de AAV remoto.

Modalidad 88. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-87, en
donde dicha secuencia de nucleotidos del gen cap de AAV de animal no primate, el gen cap de
AAV remoto, o la combinacion de estos, comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una
secuencia de aminodcidos de una proteina de la capside VP2 del AAV de animal no primate y/o

una secuencia de aminoécidos de una proteina de la capside VP2 de AAV remoto.

Modalidad 89. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-87, en
donde dicha secuencia de nucleotidos del gen cap de AAV de animal no primate, el gen cap de
AAYV remoto, o la combinacion de estos, comprende una secuencia de nucleo6tidos que codifica una
secuencia de aminoacidos de una proteina de la capside VP1 del AAV de animal no primate y/o

una secuencia de aminoécidos de una proteina de la capside VP1 de AAV remoto.

Modalidad 90. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-89, en
donde el gen cap codifica
(1) una proteina de la capside VP1 que es

una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de
la capside VP1 quimérica comprende una region Unica de VP1 (VPI1-u) de otro AAV enlazada
operativamente con una region comun VP1/VP2 y una region de VP3 de AAV de no primate o el
AAYV remoto, o
una proteina de la capside VP1 de AAV de no primate o AAV remoto,

(i1) una proteina de la cépside VP2 que es
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una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP2 quimérica comprende una region comun VPI1/VP2 de otro AAV enlazada
operativamente con una region de VP3 de AAV de no primate o el AAV remoto, o

una proteina de la capside VP2 de AAV de no primate o AAV remoto, y/o

(i11) la proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.

Modalidad 91. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-90, en
donde el gen cap codifica

(1) una proteina de la capside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP1 quimérica comprende una region unica de VP1 (VPl-u) de otro AAV enlazada
operativamente con una region comun VP1/VP2 y una region de VP3 de AAV de no primate o el
AAYV remoto,

(i1) una proteina de la capside VP2 quimérica de AAV, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP2 quimérica comprende una region comun VP1/VP2 de otro AAV enlazada
operativamente con una regién de VP3 de AAV de no primate o el AAV remoto, y/o

(iii) la proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.

Modalidad 92. La molécula de 4cido nucleico de una cualquiera de las modalidades 73-90.
en donde el gen cap codifica

(1) una proteina de la céapside VP1 de AAV quimérica, opcionalmente, en donde la proteina de la
capside VP1 quimérica comprende una region unica de VP1 (VPl-u) de otro AAV enlazada
operativamente con una region comun VP1/VP2 y una region de VP3 de AAV de no primate o el
AAYV remoto,

(i1) una proteina de la capside VP2 de AAV de no primate o AAV remoto, y

(ii1) la proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.

Modalidad 93. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-90, en
donde el gen cap codifica

(1) una proteina de la capside VP1 de AAV de no primate o AAV remoto,

(i1) una proteina de la capside VP2 de AAV de no primate o AAV remoto, y/o

(ii1) una proteina de la capside VP3 de AAV de no primate o AAV remoto.
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Modalidad 94. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-93, en

donde dicho otro AAV es un AAV de primate o una combinacion de AAV de primate.

Modalidad 95. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-94, en
donde dicho otro AAV se selecciona del grupo que consiste en AAVI1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAVS, AAV6, AAVT, AAVS, AAV9 y una de sus combinaciones.

Modalidad 96. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-95, en

donde dicho otro AAV es AAV?2.

Modalidad 97. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-
78 y 80-96, en donde dicho AAV de animal no primate es un AAV de no primate enumerado en la

Tabla 2.

Modalidad 98. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-
78 y 80-97, en donde el AAV de no primate es un AAV de ave, un AAV de lobo marino o un
AAYV de dragén barbudo.

Modalidad 99. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-

78 y 80-98, en donde el AAV de animal no primate es un AAAV.
Modalidad 100. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-
78 y 80-99, en donde la modificacion esta en un codon que codifica la posicion 1444 o 1580 de una

proteina de la capside VP1 de AAAV.

Modalidad 101. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-

78 y 80-98, en donde el AAV de animal no primate es un AAV de escamoso.

Modalidad 102. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-
78, 80-98 y 101, en donde el AAV de escamoso es un AAV de dragén barbudo.
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Modalidad 103. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 76-
77y 80-98 y 101-102, en donde la modificacion estd en un codéon que codifica la posicion 1573 o

1436 de una proteina de la capside VP1 de AAV de dragon barbudo.

Modalidad 104. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 76-
77y 80-98, en donde el AAV de animal no primate es un AAV de mamifero.

Modalidad 105. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-
78, 80-98 y 104, en donde el AAV de mamifero es un AAV de lobo marino.

Modalidad 106. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-75, 77-
78, 80-98 y 105, en donde la modificacion estd en una posicion seleccionada del grupo que
consiste en 1429, 1430, 1431, 1432, 1433, 1434, 1436, 1437 y A565 de una VP1 de un AAV de lobo

marino.

Modalidad 107. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-106, que
comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en

(a) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 1,

(b) la secuencia de nucleoétidos establecida como la SEQ ID NO: 3
(c) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 5
(d) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 7,
(e) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 9
(f) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 11,
(g) la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 13,
(h) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 15,
(1) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 17,
(j) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 19,
(k) la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 21,
(1) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 23,
(m) la secuencia de nucle6tidos establecida como la SEQ ID NO: 25,
(n) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 27,
(o) la secuencia de nucleoétidos establecida como la SEQ ID NO: 29,
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(p) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 31,

(q) la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 33,

(r) la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 35,

(s) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 52,

(t) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 54

(u) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 56

(v) la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 58

(w) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 60

(x) la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 62

(y) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 64

(z) la secuencia de nucleodtidos establecida como la SEQ ID NO: 66

(aa) la secuencia de nucleotidos establecida como la SEQ ID NO: 68

(bb) la secuencia de nucledtidos establecida como la SEQ ID NO: 70

(cc) una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia significativa, por ejemplo,
al menos un 95 % de identidad con la secuencia de nucleétidos establecida como la SEQ ID NO: 1,
3,5,7,9,11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, o
cualquiera de estas que codifica una capside VP2,

(dd) cualquier porcion de la secuencia de nucledtidos de (a)-(s) que codifica una proteina de la

capside VP2 y/o una proteina de la capside VP3.

Modalidad 108. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 73-107, que
comprende ademas un gen rep de AAV que codifica una o més proteinas Rep de AAV y se enlaza

operativamente a un promotor.

Modalidad 109. La molécula de acido nucleico de la modalidad 108, en donde el promotor se

selecciona del grupo que consiste en p5, p19 SV40, EF, CMV, B19p6 y CAG.

Modalidad 110. La molécula de acido nucleico de la modalidad 108 o la modalidad 109, en
donde las una o mas proteinas Rep se seleccionan de Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40.

Modalidad 111. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 108-110, en

donde las una o mas proteinas Rep comprenden Rep78.
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Modalidad 112. La molécula de acido nucleico de cualquiera de las modalidades 108-110, en

donde las una o mas proteinas Rep son proteinas Rep de AAV de animal primate.

Modalidad 113. Una proteina de la cépside de AAV que comprende una secuencia de

aminodcidos de cualquiera de las moléculas de acido nucleico de las modalidades 73-112.

Modalidad 114. Una particula de AAV que comprende la proteina de la capside de la
modalidad 113.

Modalidad 115. Una célula de empaquetamiento para producir particulas de AAV que
comprenden la molécula de acido nucleico que comprende un gen cap de acuerdo con cualquiera

de las modalidades 73-112.

Modalidad 116. La célula de empaquetamiento de la modalidad 115, que comprende ademas
una molécula de 4cido nucleico que comprende un gen rep que codifica una o mas proteinas Rep
de AAV, en donde dicho gen rep se enlaza operativamente a un promotor, opcionalmente, en

donde el gen rep y el gen cap son de dos AAV diferentes.
Modalidad 117. La célula de empaquetamiento de la modalidad 116, en donde el promotor
enlazado operativamente al gen rep dirige la expresion de la(s) proteina(s) Rep en la célula de

empaquetamiento.

Modalidad 118. La célula de empaquetamiento de la modalidad 116 o la modalidad 117, en
donde el promotor se selecciona de p5, p19 SV40, EF, CMV, B19p6 y CAG.

Modalidad 119. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 116-118, en

donde las una o mas proteinas Rep se seleccionan de Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40.

Modalidad 120. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 116-119, en

donde las una o mas proteinas Rep comprenden Rep78.
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Modalidad 121. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 116-120, en

donde las una o mas proteinas Rep son proteinas Rep de AAV de animal primate.

Modalidad 122. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 116-120, en

donde las una o mas proteinas Rep son proteinas Rep de AAV de animal no primate.

Modalidad 123. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 116-122,
que comprende ademas una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos de un nucledtido de interés flanqueado en al menos un lado por al menos una
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, que es reconocida por la una o més proteinas Rep.

Modalidad 124. La célula de empaquetamiento de la modalidad 123, en donde el nucle6tido

estd flanqueado en el otro lado por una segunda ITR del mismo AAV que la al menos una ITR.

Modalidad 125. La célula de empaquetamiento de la modalidad 124, en donde el nucledtido
esta flanqueado en el otro lado por una segunda ITR, en donde la segunda ITR y la al menos una

ITR son de AAYV diferentes.

Modalidad 126. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 123-125, en

donde el nucledtido de interés es un gen reportero.

Modalidad 127. La célula de empaquetamiento de la modalidad 126, en donde el gen
reportero codifica la P-galactosidasa, proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente
verde potenciada (eGFP), MmGFP, proteina fluorescente azul (BFP), proteina fluorescente azul
potenciada (eBFP), mPlum, mCherry, tdTomato, mStrawberry, J-Red, DsRed, mOrange, mKO,
mCitrina, Venus, YPet, proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente amarilla
potenciada (eYFP), Emerald, CyPet, proteina fluorescente cian (CFP), Cerulean, T-Sapphire,

luciferasa, fosfatasa alcalina o una de sus combinaciones.

Modalidad 128. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 123-125, en
donde el nucledtido de interés codifica una proteina terapéutica, un gen suicida, un anticuerpo o un
fragmento de este, un sistema CRISPR/Cas o una(s) porcion(ones) de este, un oligonucle6tido

antisentido, una ribozima, una molécula de ARNi o un ARNhp.
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Modalidad 129. La célula de empaquetamiento de cualquiera de las modalidades 115-133,
que comprende ademas una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de la capside de

referencia.

Modalidad 130. Un método para producir una particula viral que comprende cultivar una
c¢lula de empaquetamiento de acuerdo con cualquiera de las modalidades 115-129 en condiciones

suficientes para la produccion de particulas virales.

Modalidad 131. El método de la modalidad 130, en donde la célula de empaquetamiento
comprende ademas un pldsmido auxiliar y/o un plasmido de transferencia que comprende un

nucleoétido de interés.

Modalidad 132. El método de la modalidad 130 o modalidad 131, que comprende ademas
una o mas de las siguientes etapas:

a. limpiar los restos celulares,

b. tratar el sobrenadante que contiene las particulas virales con Benzonasa o DNasa I y
MgCl2,

C. concentrar las particulas virales,

d. purificar las particulas virales, y

e. cualquier combinacion de a.-d.,

opcionalmente, en donde las particulas virales son particulas virales adenoasociadas

autocomplementarias y/o aisladas del sobrenadante de cultivo.

Modalidad 133. Una particula de AAV elaborada de acuerdo con el método de cualquiera de
las modalidades 130-132.

Modalidad 134. Una particula de AAV de cualquiera de las modalidades 1-40, 72, 114 y 133,

que comprende ademads un nucledtido de interés.

Modalidad 135. La particula de AAV de la modalidad 134, en donde el nucledtido de interés

€S un gen reportero.
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Modalidad 136. La particula de AAV de la modalidad 135, en donde el gen reportero
codifica la P-galactosidasa, proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente verde
potenciada (eGFP), MmGFP, proteina fluorescente azul (BFP), proteina fluorescente azul
potenciada (eBFP), mPlum, mCherry, tdTomato, mStrawberry, J-Red, DsRed, mOrange, mKO,
mCitrina, Venus, YPet, proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente amarilla
potenciada (eYFP), Emerald, CyPet, proteina fluorescente cian (CFP), Cerulean, T-Sapphire,

luciferasa, fosfatasa alcalina o una de sus combinaciones.

Modalidad 137. La particula de AAV de la modalidad 134, en donde el nucle6tido de interés
codifica una proteina terapéutica, un gen suicida, un anticuerpo o un fragmento de este, un sistema
CRISPR/Cas o una(s) porcidén(ones) de este, un oligonucledtido antisentido, una ribozima, una

molécula de ARNi o un ARNhp.

Modalidad 138. Una composicion farmacéutica que comprende (a) una particula de AAV de
acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-40, 72, 114 y 133, una particula AAV que comprende
una proteina de la capside de AAV de acuerdo con cualquiera de las modalidades 41-71 y 113, o
una particula de AAV elaborada de acuerdo con el método de cualquiera de las modalidades 130-

132, y (b) un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Modalidad 139. Un método para suministrar un nucleétido de interés a una célula diana que
comprende poner en contacto la célula diana con (a) la particula de AAV de cualquiera de las

modalidades 1-40, 72, 114 y 133, o (b) la composicion de la modalidad 138.

Modalidad 140. El método de la modalidad 139, en donde la capside de la particula de AAV
comprende un ligando de direccionamiento que se une especificamente a una proteina expresada

en la superficie de la célula diana.

Modalidad 141. El método de la modalidad 139 o la modalidad 140, en donde dicho contacto

se realiza ex vivo.

Modalidad 142. El método de la modalidad 139 o la modalidad 140, en donde la célula diana

se encuentra en un sujeto.
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Modalidad 143. El método de la modalidad 142, en donde el sujeto es un ser humano.

Modalidad 144. El método de cualquiera de las modalidades 139-143, en donde la célula

diana es una célula humana.

Modalidad 145. El método de cualquiera de las modalidades 139-144, en donde el nucledtido
de interés codifica una proteina terapéutica, un gen suicida, un anticuerpo o un fragmento de este,
un sistema CRISPR/Cas o una(s) porcion(ones) de este, un oligonucledtido antisentido, una

ribozima, una molécula de ARNi o un ARNhp.
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Tabla 2

Descripcion Numero de ITR Region que Region que
acceso/nimero codifica la codifica la
de GI proteina no proteina de la
estructural/rep |cApside (numero
(numero de de acceso/
acceso/ nimero |numero de GI de
de GI dela la proteina)
proteina)
Virus adenoasociado de ave
Virus adenoasociado de ave GOQ368232.1/ 243-2237 2255-4471
YZ-1, genoma completo Gl _ ! (ACUBDB4L 1S | (ACLI30842. 1/
255710032 i GL255710033) | GLA353710034)
Virus adenoasociado de ave KERRTTOL 1/ 1-142 244-2235 B25544469
ZN1, genoma completo Gi: (AHE22792 14 | (AHK22793.1/
ARR2BA63 L A4540-4682 Gl SER2R4634) | G 38828463 3)
Virus adenoasociado de ave ATCC VR-865 '
Virus adenoasociado de ave AYISHI98 1/ | 1-142 2442232 2250-4481
ATCC VR-865, genoma GE3 14777 (AAQ32080.1 | {AAOI2087.1/
completo 3554604 GLA1414778) GL3141477%)
Virus adenoasociado de ave NC GO4BIRE | 1-142 244-2252 2250-4481
ATCC VR-865. genoma QL3 EA43992 (NP BE2TRO | (NP 8327811/
completo 45524694 G1:31543993) GL:31543994)
\"j_]‘us- adenoasociado de ave AY!‘)ZQS‘."{Z 134 1-142 2442232 2230-4481
ATCC VR-865. genoma GA8Y96102 (AATIRGEZ 1/ (ANTERGI3. ¥}/
completo AA52-3094 GLASYYL103) Gldggealud)
Virus adenoasociado de ave cepa DA-1
Virus adenoasociado de ave | AYGIR383 1/ | 1~142 244422358 22534469
cepa DA-1. genoma completo | Gl 3896103 (AATARGE4. 1 {AATHRG] 3.3/
13304682 | GLAR996106) | GEARL9G1LOT)
Virus adenoasociado de ave | NC_ (962031 | 1-142 244-2235 | 2253-3409
cepa DA-1, genoma completo | /Gl _ (YP O77E82.17 [ (YP_O77183.1/
1949968 4540-4682 GLF1949969) GLA1949970%

Virus adenoasociado de murciélago YNM

Virus adenoasociado de

G297V

200-2041

2059-4233

G1-3867925:4)

murciélago YNM. secuencia | L2847 14900 (AR 70851 | (ADETT080.1/
completa B GL2B971900 | GL2RYTISUIN
Virus adenoasociado de CNC 0144681 200-2041 | 20894233 |
murciélago YNM. genoma MGL30442291 (YP_00385857 | (YP_O0383837
completo 6 1.1/ Gl 2.1/ GE
304422917 304422918y
Virus adenoasociado bovino
Virus adenoasociado bovino. ANYIERO1T 36¥-2200 2210-3426
genoma completo 138679233 {AARZAINA T/ (AARG363 1/

GL3RETI2IS)

Virus adenoasociado bovino.
genoma completo

NC 003889 1
/

4

368-2200
{YP_024970,1/

22i6-4426
(YP_024971.17

estructural aparente de
parvovirus bovino 2. ¢ds.
completo

G827

GLABOOGIST G1ARG96358) GEA8696359)
Parvevirus bovino-2
Genes de proteina de la AFH6960.1/ 306-1919 2208-3384
capside aparente y proteinano | QI § 3825370 (AALO9671.14 | (AALOYGTL Y/

GL:13825372)
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Tabla 2 - continuacion

Parvovirus bovino 2, genoma | NC 006239 ] 306-191% 2268-3384
completo JGLE31949937 (YP_ 0771753/ | (YP_OT7176.1/
G5 1949938 GL51949939)
Virus adenoasociado de lobo marino de California 1
Aislado de virus NA420371.1/ 284-2086 28174273
adenoasociado de lobo marino | G}: 34345806 (AEM37641.1/ {AENM3T642 1/
: : < 3 g g YL TR0
dRee pc;glg’{}lﬁ ’1‘; f:,nf;g; étlof 6 GI343458967) | GI:343458968)
Aislado de virus INA20372.1 2012093 2324-4280
gdeg?;“i?d‘; de lobodmalrligg GE:34343896 (AEM37643.1/ | (AEM37644.1/
Recp;‘gly‘){}}‘,i, X f;“:(fm;lm 9 GL343438970) | GL343458971)
\Parvovirus de ganso
Parvovirus de ganso cepa (U25749.1/GE | 1-444 5372420 2439-3637
virulenta B, genoma completo | 13 {3795} (AAARI2291F | (AAAR32ICGY
- $663-3106 GLi113796) GLA113797)
28744637
{AAAB32ILY/
GI:1113798}
3334037
(AAAR3232. Y/
GL: 1113799
Parvovirus de ganso, genoma | (NC (04701 | 1-444 537-2420 24394637
completo LGT:0628649 (NP 0435141/ | (NP 043515.1/
) 4663-53106 GI: 96286503 Gl 962863513
28744637
(NP 043516.1/
GI: 9628652}
3B33-46037
(NP 0435171/
Gl: 96286353}
Parvovirus de ganso cepa 82- | (EU3¥3389.1 1-381 473-2357 2376-4574
0321V, genoma completo [GT190H88 1S {ACEYS848.1/ (ACESRAS. 1/
33 4600-4980 GL190G8E8189) | GL1908KB190)
Parvovirus de ganso cepa 82- | (ELJ583390). 1 1-416 509-2302 241 [-4600
0321, genoma completo /GLD088819 (ACES3830.1/ | (ACE9383L.Y/
1} 4635-5050 GL196888192y | GL:190888193)
Parvovirus de ganso cepa 06- | (EUSR3391.¢ | 1-418 511-25394 24134611
0329, genoma completo /GL:19G8881Y {ACES5852.1/ ACE93833 1/

. 4) 4637-53054 GLTOG88R195) | GL:T90888196)
Parvovirus de ganso cepa (EU 5833921 1-443 336-2419 2438-4636
VG32/1, genoma completo /GET19088819 (ACES5854.1/ {ACES5855.1/

7} 4662-3 104 GLIOGRERL0%) | GLID0E8KI9Y)
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'Tabla 2 - continuacion

YZ99-6, genoma completo

/GL53199722
0)

(AGTH2582. 1/
GLS31997I21)

Parvovirus de ganso cepa | (JF333590.1/ | 1~444 2420 24394637
SH, genoma completo GE34311361 (AELRT777.1/ {AEL87778.1/
3) 4663-5106 GL343113619) | GL343113620)
A874-4637
(ABLB7T7Q.4/
GE343113621
3033-4637
(AELR7780.1/
GI343113622)
Parvovirus de ganso cepa | (HQ89I825.1 | 1-444 372420 2439-4637
GDaGPV, genoma FGL3I59R4330 {AEVE9789.1/ | (AEVE9790.1/
completo ) 4663-5106 GL:359843308) | GL359843309)
ART4-4637
(AEVE9791.1/
GE3ISOB433 1Y)
3033-4637
(ATIVBYTO2 17
GLA308435 1)
Parvovirus de ganso cepa {(RLA78066.1 | 1-416 S0U-2392 24114609
SHFX1201, genoma completo | /Gl:43236(51 (AGGS6327.1/ | (AGG36328.1/
4) ‘GI; 459360515 | GI 45493603 16)
Parvovirus de ganso cepa Y, | (KC178571.1 T+444 8372420 24394637
genoma completo GLSIR12976 {AGOT637. 1/ | (AGOIT638. 1/
1 G1: 513129762y | GI: 313129763)
Parvovirus de ganso cepa E, | (KCI84133.1 | 1-443 3362419 24384636
genoma completo JGIS1312976 (AGOI7639.1/ | (AGOYIT640.14
4) G 513129765 | GI: 513129766}
Parvovirus de ganso cepa (KC996729.1 t-442 335-2418 2437-4635
SYG61v, genoma completo FGLS3199721 TAGTE2380.1/ (AGY6G2581.1/
7) GI:531997218) | GL 531997219)
Parvovirus de ganso cepa (KC99673001 | 1414 S07-23%0 2409-46G07

(AGTO2583.1/
€31 531997222)

Parvovirus de ganso, genes de
proteina no estructural NS
(ns) y proteina de la capside
VP (vp), cds. completo

(AF416726.1/

(17226299)

1-1884
{AAL3TT21.1/

GLT7226300)

1905-4 101
{AAL3TT22.0¢
GEY7Z26301)

(VP2), y VP3 (VP3), cds.
completo

524-1884

(ABPY3B43. L/

GLLASGO4447)
Genes de parvovirus de ganso | (EFS15837.1/ 1-1884 1903-4101
cepa DY NSI (NS1), NS2 Q14369444 (ABRPIIR42.1/ (ABPR2776.1/
(NS2), VP1 (VPD), VP2 3 ‘GlI436940446) | GET4358731aW)

2338-4101
(ABPO3844.1/G
E1453094448)

24974101
(ABP93843. 1/
GL145694449)
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Tabla 2 - continuacion

Parvovirus de ganso cepa PT
genes de proteina NS1y
proteina VP1, cds. completo

(IF9R695.1/

GL3SB3 16

2)

RER% DAk
{AER25356.1/
GLIFHE3163)

181 14109
{ABR25357. 1/
GL334463164)

genes de capside de VP1,
capside de VP2 y capside de
VP3, cds completo

GLT3663995)

Parvovirus de ganso cepa D, | (JFU26696, 1/ 61885 1908-4106
genes de proteina NS1 y GL33446316 (AER25338. 1/ {(AER23359.1/
proteina VPI, cds. completo | 5} GL334463166) | GL334463167)
Virus adenoasociado de raton 1 )

Virus 1 adenoasociado de anﬂnS(ig 1/ 1-327 344-2483

raton, gen rep, cds parcial; y | GIL: 73665904 (AAZ796T 1} {AAZT6T N

GLT36659%6)

7312485
(AAZTORTI 1
GITH665097)

$11-2485
(AAZTIETAL/
GLT3663998)

Parvovirus de pato Muscovy

Parvovirus de pato Barbarie, | U22967.1/GlL | 1-437 348-2431 2330-40438
genes de proteina REP (rep) y | 1113784 (AAABI22L Y/ | (AAA83225. Y/
tres proteinas de la capside 4678-3132 GL1EL37853 GI 111372863
VP (vp), cds. completo
28B5-4048
(AAARZ22GY/
Gi:1313787)
30d4-4648
(AAARIDT Y
GL 11137883
Parvovirus de pato Muscovy, | NC_G06147 3 | 1457 34R-2431 _ 2_43{?:-4543
genoma completo /G1:53593841 (YP_068410.17 | {YP 068413 1/
46785132 Gl 31393842 | GL 515393840

2RES-4048
(VP 068412 1,
G 515938445

3(:4-4618
(YP 968413.1/
Gl: 51593845)

cepa P1, genes de proteina
REP y proteina VP1, cds.
completo

Gli35446317
]

(AER28362.1/
GL:354463172)

Parvovirus de pato Muscovy | JFQ26647 1/ 51-1944 1963-4161

cepa P, genes de proteina GI354463 16 (ABERZS360.1/ (AER25361.1/
REP y proteina VP1, cds. | 8 GI:353463169) | GI354463170)
completo

Parvovirus de pato Muscovy | JFY26G98 1/ G1-1944 1963-416]

(ABR2S363 1/
G1:354463173)
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Tabla 2 - continuacion

Aislado de parvovirus de
pato Muscovy SDK-
SHNH, genoma completo

KCI71936. ¥/
GLA3925686

7
.

46R1~5061,

F12-23495
(AGGSRTE0.3/
G452 56868)

24144612
(AGGIIT6R. 1/
GI:459256870)

28494612
(AGGSI769.1/
GL459256871)
2008-4612
(AGG33767.1/
GI:459256869)

Virus adenoasociado de serpiente 2

genoma completo

FGT:51355744

(YP_068093.1/

| Gl: §1335745)

Vi[’liS adenoasociado de FU&72429.1/ 1-642 661-1297
serpiente 2, genes de GL:21540198 (ACIS6590. 1/ | (ACI66591.1/
proteina no estructural 1 | 1 GI215401982) | GI:215401983)
y proteina de la capside,

cds. parcial

Parvovirus de serpiente 1

Parvovirus de serpiente 1, AY349010.1/ 324-2012 2630-42106
genes de proteina no GL:38017148 (AAROT95LLY | (AAROTO55.1/
estructural 1 (NS1) y G138617149) GL3R017156)
proteina de la capside

(VP1), cds. completo

Parvovirus de serpiente 1, NCM(}OG 148.1 324-2G12 2030-4210

(YP 0680941/
Gl: 31355746)

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se proporcionan solamente para fines ilustrativos y no estan destinados a
limitar el alcance de la invencion.

Materiales y Métodos

Lineas celulares v anticuerpos

Todas las lineas celulares 293 y 293T se mantuvieron en DMEM suplementado con FBS al 10 %,
Pen/Strep al 1 % y L-glutamina al 1 %. Las lineas celulares 293 hErbB2 y 293hASGR1/2 se
generaron mediante transduccion lentiviral de la linea celular 293 parental con una particula que
expresaba el ADNc correspondiente. Todas las lineas celulares se obtuvieron de la instalacion
central de Regeneron TC. El anticuerpo B1 reconoce un epitopo lineal compartido por VP1, VP2 y
VP3 de AAV.

Construcciones de proteina de la capside de AAV
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Los GeneBlocks que codifican las secuencias de la capside de AAV deseadas o los cebadores para
la amplificacién mediante reaccion en cadena de la polimerasa, que incluyen las inserciones de
SpyTag, que flanquean los aminoécidos enlazadores, y las mutaciones puntuales se adquirieron en
IDT y se clonaron en pAAV R2C2 mediante el uso de Gibson Assembly de acuerdo con el
protocolo del fabricante (NEB).

Fusion de SpyCatcher a anticuerpos

Los GeneBlock que codifican SpyCatcher se adquirieron de IDT, y se usé Gibson Assembly para
clonar la secuencia codificante en marco en los pladsmidos de expresion para las cadenas pesadas de
anticuerpos en el extremo C de cada construccion, separado por un enlazador de aminoacido
flexible GSGESG (SEQ ID NO: 49).

Preparacion de particulas virales de AAV

El virus se gener¢ al transfectar células de empaquetamiento 293T mediante el uso de PEI Pro con
los siguientes plasmidos: pAd auxiliar, un plasmido del genoma que contiene ITR de AAV2 que
codifica una proteina reportera y un plasmido pAAV-CAP que codifica los genes Rep y Cap de
AAYV, con o sin los plasmidos adicionales que codifican ya sea un scFv o las cadenas pesada y
ligera de un anticuerpo. Las construcciones de scFv o de cadena pesada de anticuerpo se fusionan
todas a SpyCatcher en su extremo C, tal como se describid anteriormente. La transfeccion se
realizé en OptiMEM, y el medio se cambié a DMEM suplementado con FBS al 10 %, Pen/Strep al
1 %, y L-glut al 1 % después de 8 horas. Se realizo un protocolo de transfeccion alternativo en
NaCl 150 mM sin intercambiar los medios después de la transfeccion.

Las células de empaquetamiento transfectadas se incubaron durante 3 dias a 37 °C, después el
virus se recolecto de los lisados celulares mediante el uso de un protocolo estandar de congelacion-
descongelacion. En resumen, las células de empaquetamiento se levantaron mediante raspado y
sedimentado. Se elimino el sobrenadante, y las células se resuspendieron en una solucion de Tris-
HCI 50 Mm; NaCl 150 mM; y MgCl> 2 mM [pH 8.0] o Tris-HCl 25mM; NaCl 100 mM; MgCl,
ImM; KCI 2.5 mM; Pluronic F68 al 0.001 % [pH 7.4]. Las particulas intracelulares de virus se
liberaron al inducir la lisis celular a través de tres ciclos de congelacion-descongelacion
consecutivos, que consistian en la transferencia de la suspension de células entre el bafio de hielo
seco/etanol y el bafio de agua a 37 °C con agitacion vigorosa con vortex. La viscosidad se redujo al
tratar el lisado con EMD Millipore Benzonasa (50 U/ml de lisado celular) durante 60 min a 37 °C,
con mezcla ocasional. A continuacion, los restos se sedimentaron mediante centrifugacion y el

sobrenadante resultante se procesd para la preparacion del lisado bruto o para una purificacion
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adicional en gradiente de iodixanol. Para la preparacion del lisado bruto, el sobrenadante resultante
se filtrd a través de un filtro PVDF Millex-GV de 0.22 um, directamente en la cdmara superior de
una unidad de filtro de centrifuga Amicon Ultra-15 con el cartucho de filtro de membrana Ultracel-
100 (100 KDa MWCO). La unidad de filtro se centrifugd en intervalos de 5-10 minutos hasta que
se alcanzo el volumen deseado en la cdmara superior, después el virus bruto concentrado se
pipeted en un tubo de unidn a proteina baja y se almacend a 4 °C. Para la purificacion en gradiente
de iodixanol, el lisado se filtr6 a través de un filtro PES Nalgene Rapid-Flow de 0.2 um. El medio
que contenia AAV se concentrd por separado mediante filtracion de flujo tangencial y diafiltracion
con 1xPBS suplementado con Pluronic F-68 al 0.001 %. Los lisados clarificados o el medio
concentrado se cargaron en un gradiente de iodixanol discontinuo y se centrifugaron a 29,600 rpm
durante 16 a 18 horas a 10 °C mediante el uso de un rotor SW 32 Ti. Las fracciones de virus se
eliminaron de la interfaz entre las soluciones de iodixanol al 40 y 60 por ciento y se intercambiaron
en 1xPBS suplementado con Pluronic F-68 al 0.001 % mediante el uso de filtros ultra centrifugos
Amicon con un limite de peso molecular nominal de 100 KDa. El titulo (genomas de vector por
mililitro vg/ml) se determin6 mediante qPCR mediante el uso de una curva estandar de un virus de
concentracion conocida.

Infeccion/transduccidn celular v analisis por citometria de flujo/luminiscencia

Para infectar las células, las particulas virales se adicionaron directamente a los medios de las
células en cultivo, y la mezcla se incub6 durante toda la noche a 37 °C. Para las transducciones con
el lisado bruto, el medio en cada pocillo se sustituyd 24 horas mas tarde, y las células se incubaron
durante 3-5 dias. Para evaluar la expresion de GFP, el dia 3, 4 o 5 después de la infeccion, las
células se tripsinizaron, se resuspendieron en PBS con FBS al 2 %, y el porcentaje de células GFP+
se recolectd en un citometro de flujo BD FACSCanto y se analiz6 mediante el uso del programa
informatico FlowJo. Para la evaluacion de la expresion de NanoLuc, el dia 2 o 3 después de la
infeccion, las células se lisaron en tampon de lisis pasivo 1x (Promega) y se incubaron con el
reactivo de ensayo de luciferasa Nano-Glo. La luminiscencia se evalu6 mediante el uso de un
lector de placas SpectraMax.

Ensayo de neutralizacion en la presencia de 1eG

Las particulas virales se mezclaron con concentraciones crecientes de IgG humana purificada
preparada en PBS, y la mezcla de particulas virales e IgG se incub6 a 37 °C durante 30 minutos
para permitir la union. Para infectar las células, las particulas virales se adicionaron directamente a

los medios de las células en cultivo, y la mezcla se incub6 a 37 °C durante 2 dias. El dia 2 después
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de la infeccion, se midid la expresion de Nanoluc mediante el uso de un ensayo de luciferasa
Nanoglo (Promega) y los datos de RLU se recopilaron en un lector de placas (PerkinElmer).

Analisis de transferencia Western

La reaccion entre las proteinas VP1, VP2 y VP3 de AAV etiquetadas con Spy y los anticuerpos o
scFv etiquetados con SpyCatcher se monitore6 mediante analisis de transferencia Western. Se
adicion6 tampon de muestra SDS Tris-Glicina Novex® con agente reductor a volimenes iguales
de preparaciones de virus en bruto, y las muestras se calentaron hasta 85 °C durante 5 minutos,
después se enfriaron a temperatura ambiente y se cargaron en un gel de Tris-Glicina al 4-12 %
prefundido (Invitrogen). Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE reductora y se
transfirieron a PVDF mediante una transferencia en huimedo. Las membranas se bloquearon con
leche al 5 % y se marcaron con una sonda con el anticuerpo monocolonal B1 de raton (ARP
American Research Products, Inc.) diluido 1:100 en TBST durante toda la noche a 4 °C. Las
transferencias se lavaron en TBST, se marcaron con una sonda con un anticuerpo conjugado con
HRP anti-raton y se detectaron mediante el uso de los reactivos de deteccion quimioluminiscentes
en un generador de imagenes Bio-Rad ChemiDoc MP.

Analisis de la tincidon de proteinas

La expresion relativa de las proteinas VP1, VP2 y VP3 de AAV se controlé mediante analisis de
tincion de proteinas de geles de SDS-PAGE. Se prepararon las muestras de AAV mediante el uso
de tampon de muestra NuPAGE LDS y agente reductor (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las muestras se calentaron a 95 °C durante 10 minutos, luego se
enfriaron a temperatura ambiente y se cargaron en un gel NuPAGE Bis-Tris comercial al 4-12 %
(Invitrogen). Después de la separacion de proteinas, los geles se fijaron en metanol al 50 %; acido
acético al 7 %, se tifieron en gel colorante SYPRO Ruby (Invitrogen) y se lavaron en metanol al 10
%; acido acético al 7 %. Las imagenes del gel se capturaron en un generador de imagenes Bio-Rad
ChemiDoc MP.

Ejemplo 1. Las particulas quiméricas de AAV de no primate pueden producirse y purificarse
mediante cromatografia por afinidad.

Se gener6 cada virus como se describid anteriormente mediante la transfeccion de una placa de 15

cm de células de empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:

pAd auxiliar 8 ug
pAAV-UbC-luciferasa de luciérnaga 4 ng
construccion de plasmido pRep Cap 4 ug

163



10

15

20

25

30

Las construcciones del plasmido Rep Cap incluyen:

pRep2 Cap AAV2 VP1 AAAV VP2 VP3

pRep2 Cap AAV2 VP1 de lobo marino VP2 VP3

pRep2 Cap AAV2 VP1 de dragon barbudo VP2 VP3
Las preparaciones de virus en bruto se purificaron después mediante cromatografia por afinidad, y
se evaluaron las proteinas de la capside presentes al inicio, el flujo continuo (FT) y las fracciones
de elucion, mediante transferencia Western (Figura 2). Las proteinas de la capside de los tres virus
estaban presentes en la columna de cromatografia inicial, se redujeron en el flujo continuo, y
estaban presentes en la fraccion de elucion, lo que sugiere que el enfoque de cromatografia de
columna por afinidad que se usé para purificar las capsides derivadas de primates, tales como
AAV?2, también puede utilizarse para la purificacion de AAV de no primates.
En cada uno de los siguientes ejemplos, el plasmido pRep2 Cap AAV2 VP1 AAAV VP2 VP3, que
comprende el gen rep de AAV2 y un gen cap quimérico que codifica una proteina de la cépside
VPI1 quimérica que comprende la region VP1-u de AAV2 enlazada operativamente a la region
comun VP1/VP2 del AAAV, una proteina de la capside VP2 de AAAV, y una proteina de la
capside VP3 de AAAYV, se denota como “pAAV R2Cap AAV2/AAAV.” El plasmido pRep2 Cap
AAV2 VP1 de lobo marino VP2 VP3, que comprende el gen rep de AAV2 y un gen cap quimérico
que codifica una proteina de la capside VP1 quimérica que comprende la region VP1-u de AAV2
enlazada operativamente con la region comtiin VP1/VP2 del AAV de lobo marino, la proteina de la
capside VP2 de lobo marino, y la proteina de la capside VP3 de lobo marino, se denota como
“pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino.” El plasmido pRep2 Cap AAV2 VP1 de dragén barbudo
VP2 VP3, que comprende el gen rep de AAV2 y un gen cap quimérico que codifica una proteina
de la capside VP1 quimérica que comprende la region VP1-u de AAV2 enlazada operativamente
con la regiéon comin VP1/VP2 del AAV de dragdn barbudo, la proteina de la capside VP2 de
dragon barbudo, y la proteina de la capside VP3 de dragéon barbudo, se denota como “pAAV
R2Cap AAV2/de lobo marino.”
Ejemplo 2. Las inserciones de péptidos en la region VP3 de las capsides de AAV de ave se
toleran bien y pueden mediar la union covalente de anticuerpos a particulas virales a través
de SpyCatcher-SpyTag.
Los sitios de insercion de péptidos potenciales dentro del bucle variable aparente IV y el bucle
variable VIII del AAV de ave se predijeron mediante el uso de modelado PyMol (Figura 3A) y se

clonaron las construcciones de inserciéon de SpyTag correspondientes. Se generd cada virus como
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se describio anteriormente mediante la transfeccion de una placa de 15 cm de células de

empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:

pAd auxiliar 16 ng
pAAV-CAG-GFP 8 ug
pAAV R2CapX 8 ug

Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:
pAAV R2Cap AAV2/AAAV sin SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/AAAV G444 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/AAAV K580 Enlazador6 SpyTag

0
pAd auxiliar 16 ug
pAAV-CAG-GFP g
pAAV R2Cap AAV2/AAAV sin SpyTag 6.7 ug
CON

pAAV R2Cap AAV2/AAAV G444 Enlazador6 SpyTag 1.3 ug

O
pAAV R2Cap AAV2/AAAYV K580 Enlazador6 SpyTag 1.3 ug

Las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que carecen de inserciones de SpyTag, asi como
también las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que presentan inserciones de SpyTag en
diversas posiciones dentro de la capside, tal como se enumerd anteriormente, se empaquetaron con
genomas de AAV que contienen ITR2. En un esfuerzo por entender si las capsides quiméricas de
AAV2/AAAV pueden formarse con éxito y empaquetarse con genomas que contienen ITR de
AAV?2, se realizo PCR cuantitativa para medir el titulo (cantidad de genomas por mililitro o vg/ml)
de las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que presentan inserciones de SpyTag con respecto a
las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que carecen de inserciones de SpyTag (Figura 3B).
Los titulos medidos demuestran que las particulas quiméricas de AAV2/AAAV pueden
empaquetarse con genomas con ITR de AAV2. El titulo de las particulas quiméricas de
AAV2/AAAV fue similar entre las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que carecian de
inserciones de SpyTag y las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que presentaban inserciones

de SpyTag.
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A continuacion, las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que carecian de inserciones de SpyTag
y las particulas quiméricas de AAV2/AAAV que presentaban inserciones de SpyTag con y sin un
anticuerpo marcado con SpyCatcher que se une a ASGR1. La reaccion entre las proteinas VPI,
VP2 y VP3 quiméricas AAV2/AAAV marcadas con SpyCatcher y las cadenas pesadas anti-
ASGRI1 marcadas con SpyCatcher se controlé mediante transferencia Western; Las proteinas de la
capside marcadas con SpyTag que han reaccionado con el anticuerpo marcado con SpyCatcher
exhiben un aumento de tamafio por SDS-PAGE. En presencia de mAb anti-ASGR1 marcado con
SpyCatcher, las proteinas de la cépside quiméricas de AAV2/AAAV quiméricas marcadas con
SpyTag mostraron un aumento en el tamafio aparente segin la transferencia Western en
comparacion con las proteinas de la capside de AAAV marcadas solo con SpyTag (Figura 3C).
Esto indic6 que las particulas quiméricas de AAV2/AAAV marcadas con SpyTag pudieron formar
con éxito un enlace covalente con los mAb anti-ASGR1 marcados con SpyCatcher.

Ejemplo 3. Las inserciones de péptidos en la region VP3 de las capsides de AAV de lobo
marino se toleran bien y pueden mediar la union covalente de anticuerpos a particulas
virales a través de SpyCatcher-SpyTag.

Los sitios de insercion de péptidos potenciales dentro del bucle variable aparente IV y el bucle
variable VIII del AAV de lobo marino se predijeron mediante el uso de modelado PyMol (Figura
4A) y se clonaron las construcciones de insercion de SpyTag correspondientes. Se generd cada
virus como se describid anteriormente mediante la transfeccion de una placa de 15 cm de células

de empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:

pAd auxiliar 8 ug
pAAV-CAG-GFP 4 pg
pAAV R2CapX 4 ng

Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:

pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino sin SpyTag

pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino N429 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino P430 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino T431 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino G432 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino S433 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino T434 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino R436 Enlazador6 SpyTag
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pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino D437 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino A565 Enlazador6 SpyTag

0
pAd auxiliar 8 ug
pAAV-CMV-GFP 4 g
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino sin SpyTag 33ug

CON

pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino G432 Enlazador6 SpyTag 0.7 nug

O
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino A565 Enlazador6 SpyTag 0.7 png

Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que carecen de inserciones de SpyTag,
asi como también las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que presentan
inserciones de SpyTag en diversas posiciones dentro de la capside, tal como se enumero
anteriormente, se empaquetaron con genomas de AAV que contienen ITR2. En un esfuerzo por
entender si las capsides quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino pueden formarse con éxito y
empaquetarse con genomas que contienen ITR de AAV?2, se realizo PCR cuantitativa para medir el
titulo (cantidad de genomas por mililitro o vg/ml) de las particulas quiméricas de AAV2/AAV de
lobo marino que presentan inserciones de SpyTag con respecto a las particulas quiméricas de
AAV2/AAV de lobo marino que carecen de inserciones de SpyTag (Figura 4B, SA). Los titulos
medidos demuestran que las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que carecen de
inserciones de SpyTag pueden empaquetarse con genomas con ITR de AAV?2. El titulo fue similar
entre las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que carecian de SpyTag y las
particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que presentaban una insercion de SpyTag en
las posiciones N429, P430, T431, G432, S433, R436 y D437, pero las inserciones de SpyTag en la
posicion T434 o la posicion A565 no fueron bien toleradas por las particulas de AAV2/AAV de
lobo marino y produjeron titulos deficientes.

A continuacion, se incubaron las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que
carecian de SpyTag y las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que presentaban
inserciones de SpyTag con y sin un anticuerpo marcado con SpyCatcher que se une a HER2. La
reaccion entre las proteinas VP1, VP2 y VP3 quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino marcadas
con SpyTag y las cadenas pesadas anti-HER2 marcadas con SpyCatcher se controlé mediante

transferencia Western; Las proteinas de la capside marcadas con SpyTag que han reaccionado con
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el anticuerpo marcado con SpyCatcher exhiben un aumento de tamafio por SDS-PAGE. En
presencia de mAb anti-HER2 marcado con SpyCatcher, todas las proteinas de la capside
quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino marcadas con SpyTag detectable presentaron un
aumento en el tamafio aparente segun la transferencia Western en comparacion con las proteinas de
la capside quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino marcadas solo con SpyTag (Figura 4C, 5B).
Esto indicd que las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino marcadas con SpyTag
pudieron formar con éxito un enlace covalente con los mAb anti-HER2 marcados con SpyCatcher.
Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino marcadas con SpyTag con titulos
medidos bajos (inserciones de SpyTag en T434 y A565) no presentaron ninguna proteina
detectable en la transferencia Western (Figura 4C, 5B).

Ejemplo 4. Las inserciones de péptidos en la region VP3 de las capsides de AAV de dragon
barbudo se toleran bien y pueden mediar la union covalente de anticuerpos a particulas
virales a través de SpyCatcher-SpyTag.

Los sitios de insercion de péptidos potenciales dentro del bucle variable aparente IV y el bucle
variable VIII del AAV de ave se predijeron mediante el uso de modelado PyMol (Figura 6A) y se
clonaron las construcciones de inserciéon de SpyTag correspondientes. Se generd cada virus como
se describio anteriormente mediante la transfeccion de una placa de 15 cm de células de

empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:

pAd auxiliar 8 ug
pAAV-CMV-GFP 4 pg
pAAV R2CapX 4 ng

Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:
pAAV R2Cap AAV2/de dragéon barbudo sin SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de dragdn barbudo G436 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de dragon barbudo T573 Enlazador6 SpyTag

0
pAd auxiliar 8 ug
pAAV-CMV-GFP 4 g
pAAV R2Cap AAV2/de dragén barbudo sin SpyTag 33ug
CON
pAAV R2Cap AAV2/de dragon barbudo G436 Enlazador6 SpyTag 0.7 pg

O
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pAAV R2Cap AAV2/de dragon barbudo T573 Enlazador6 SpyTag 0.7 pg

Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragon barbudo que carecen de SpyTag, asi como
también las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragon barbudo que presentan inserciones de
SpyTag en diversas posiciones dentro de la capside, tal como se enumerd anteriormente, se
empaquetaron con genomas de AAV que contienen ITR2. En un esfuerzo por entender si las
capsides quiméricas de AAV2/de dragdn barbudo pueden formarse con éxito y empaquetarse con
genomas que contienen ITR de AAV2, se realizé PCR cuantitativa para medir el titulo (cantidad de
genomas por mililitro o vg/ml) de las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragon barbudo que
presentan inserciones de SpyTag con respecto a las particulas quiméricas de AAV2/AAV de
dragén barbudo que carecen de SpyTag (Figura 6B). Los titulos medidos demuestran que las
particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragén barbudo pueden empaquetarse con genomas con
ITR de AAV2. El titulo de las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragdén barbudo que
presentaban inserciones de SpyTag fue menor que el de las particulas quiméricas de AAV2/AAV
de dragén barbudo que carecian de SpyTag.

A continuacion, las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragéon barbudo que carecian de
SpyTag y las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragon barbudo que presentaban inserciones
de SpyTag se incubaron con y sin un anticuerpo marcado con SpyCatcher que se une a HER2. La
reaccion entre las proteinas VP1, VP2 y VP3 quiméricas de AAV2/AAV de dragén barbudo
marcadas con SpyTag y las cadenas pesadas anti-HER2 marcadas con SpyCatcher se controld
mediante transferencia Western; Las proteinas de la capside marcadas con SpyTag que han
reaccionado con el anticuerpo marcado con SpyCatcher exhiben un aumento de tamafio por SDS-
PAGE. En presencia de mAb anti-HER2 marcado con SpyCatcher, las proteinas de la capside
quiméricas de AAV2/AAV de dragon barbudo marcadas con SpyTag presentaron un aumento en el
tamafio aparente seguin la transferencia Western en comparacioén con las proteinas de la capside
quiméricas de AAV2/AAV de dragéon barbudo marcadas solo con SpyTag (Figura 6C). Esto
indic6 que las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragoén barbudo marcadas con SpyTag
pudieron formar con éxito un enlace covalente con los mAb anti-HER2 marcados con SpyCatcher.
Ejemplo 5. La conjugacion de un anticuerpo con un péptido insertado en la capside de AAV
de ave en el residuo G444 o K580 dirige el direccionamiento especifico del antigeno in vitro.
Se genero cada virus como se describi6 anteriormente mediante la transfeccion de una placa de 15

cm de células de empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:
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pAd auxiliar 16 ng
pAAV-CAG-GFP 8 ug
pAAV R2CapX 8 ug
Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:
pAAV R2Cap AAV2/AAAV sin SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/AAAV G444 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/AAAV K580 Enlazador6 SpyTag

CON O SIN
Plasmido de cadena pesada Vh fusionado con SpyCatcher 1.5 ug
Plasmido de cadena ligera Vk 3ug

Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de ave que carecian de SpyTag, asi como las particulas
quiméricas de AAV2/AAV de ave que presentaban inserciones de SpyTag en varias posiciones
dentro de la capside, tal como se enumerd anteriormente, se produjeron en presencia o ausencia de
las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que codifican SpyCatcher-anti-GLP1R, un anticuerpo
que se une a GLPIR y se fusiona con SpyCatcher en el extremo C de la cadena pesada,
SpyCatcher-Herceptina, un anticuerpo que se une a HER2 y se fusiona con SpyCatcher en el
extremo C de la cadena pesada, o SpyCatcher-anti-ASGR1, un anticuerpo que se une a ASGRI1 y
se fusiona con SpyCatcher en el extremo C de la cadena pesada. Las células infectadas con
particulas virales como se describi6é anteriormente se evaluaron mediante el analisis de citometria
de flujo para monitorear la transduccion. E1 AAV2/AAAV quimérico conjugado con el anticuerpo
que se dirige a HER2 infect6 especificamente las células HER2+ (Figura 7A), y el AAV2/AAAV
quimérico conjugado con el anticuerpo anti-GLP1R de control que no es de direccionamiento
mostré poca infeccion de fondo en cualquier tipo de células (Figura 7A, 7B). El AAV2/AAAV
quimérico conjugado con el anticuerpo que se dirige a ASGR1 infectd especificamente las células
ASGR1+, y mostrd poca infeccion de fondo de las células ASGR1- (Figura 7B).

Ejemplo 6. La conjugacion de un anticuerpo con un péptido insertado en la capside de AAV
de lobo marino en el residuo G432 dirige el direccionamiento especifico del antigeno in vitro.
Se gener6 cada virus como se describid anteriormente mediante la transfeccion de una placa de 15

cm de células de empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:

pAd auxiliar 16 ng
pAAV-CAG-GFP 8 ug
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino sin SpyTag 8ug
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pAd auxiliar 16 ug
pAAV-CAG-GFP g
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino sin SpyTag 4 ug
CON
pAAV R2CapX 4 ug

Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino N429 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino P430 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino T431 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino G432 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino S433 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino R436 Enlazador6 SpyTag
pAAYV R2Cap AAV2/de lobo marino D437 Enlazador6 SpyTag

CON O SIN
Plasmido de cadena pesada Vh fusionado con SpyCatcher 1.5 pg
Plasmido de cadena ligera Vk 3ug

Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que carecian de SpyTag, asi como
también las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que presentaban una insercion de
SpyTag en la posicion G432 dentro de la céapside, tal como se enumerd anteriormente, se
produjeron en presencia o ausencia de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que codifican
SpyCatcher-anti-GLP1R, un anticuerpo que se une a GLPIR y se fusiona con SpyCatcher en el
extremo C de la cadena pesada, SpyCatcher-Herceptina, un anticuerpo que se une a HER2 y se
fusiona con SpyCatcher en el extremo C de la cadena pesada, o SpyCatcher-anti-ASGR1, un
anticuerpo que se une a ASGR1 y se fusiona con SpyCatcher en el extremo C de la cadena pesada.
Las células infectadas con particulas virales como se describié anteriormente se evaluaron
mediante el andlisis de citometria de flujo para monitorear la transduccion. El AAV2/AAV
quimérico de lobo marino que presentaba una SpyTag en G432 y conjugado con el anticuerpo que
se dirige a HER2 infectd especificamente las células HER2+, y mostrd poca infeccion de fondo de
las células HER2- (Figura 8A), y el AAV2/AAAV quimérico conjugado con el anticuerpo anti-
GLPIR de control que no es de direccionamiento mostro poca infeccion de fondo en cualquier tipo

de células (Figura 8A, 8B). El AAV2/AAV quimérico de lobo marino que presentaba una SpyTag
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en G432 y conjugado con el anticuerpo que se dirige a ASGR1 infectd especificamente las células
ASGRI1+, y mostro poca infeccion de fondo de las células ASGR1- (Figura 8B).

Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que carecian de SpyTag, asi como
también un panel de particulas quiméricas de AAV2AAV de lobo marino que presentaban
inserciones de SpyTag en varias posiciones dentro del bucle 4 previsto de la capside, tal como se
enumerd anteriormente, se produjeron en presencia o ausencia de las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo que codificaba SpyCatcher-Herceptina, un anticuerpo que se une a HER2 y se fusiona
con SpyCatcher en el extremo C de la cadena pesada. Las células infectadas con particulas virales
como se describidé anteriormente se evaluaron mediante el andlisis de citometria de flujo para
monitorear la transduccion. Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que
presentaban inserciones de SpyTag en muchas posiciones diferentes dentro de la capside y se
conjugaron con el anticuerpo que se dirige a HER2 infectaron especificamente las células HER2+,
y las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag mostraron poca infeccion
de fondo de las células HER2+ (Figura 9). Esto sugiere que multiples sitios dentro de la capside
quimérica de AAV2/AAV de lobo marino son susceptibles de insercion de SpyTag y
redireccionamiento con el uso del enfoque de anticuerpo fusionado con SpyCatcher.

Ejemplo 7. La conjugacion de un anticuerpo con un péptido insertado en la capside de AAV
de dragon barbudo en el residuo G436 o T573 dirige el direccionamiento especifico del
antigeno in vitro.

Se gener6 cada virus como se describid anteriormente mediante la transfeccion de una placa de 15

cm de células de empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:

pAd auxiliar 8 ug
pAAV R2CapX 4 g

Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:
pAAV R2Cap AAV2/de dragdn barbudo sin SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de dragon barbudo G436 Enlazador6 SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/de dragdn barbudo T573 Enlazador6 SpyTag

0

pAd auxiliar 3 ug
pAAV-CMV-GFP 4 ng
pAAV R2Cap AAV2/de dragén barbudo sin SpyTag 3.4 ug
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CON
pAAV R2Cap AAV2/de dragdn barbudo G436 Enlazador6 SpyTag 0.6 ug

O
pAAV R2Cap AAV2/de dragdn barbudo T573 Enlazador6 SpyTag 0.6 ug
CON O SIN 1.5 ng
Plasmido de cadena ligera Vk 3ug

Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragon barbudo que carecian de SpyTag, asi como
también las particulas quiméricas de AAV2/AAV de dragdn barbudo que presentaban inserciones
de SpyTag en varias posiciones dentro de la capside, tal como se enumer6d anteriormente, se
produjeron en presencia o ausencia de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que codifican
SpyCatcher-Herceptina, un anticuerpo que se une a HER2 y se fusiona con SpyCatcher en el
extremo C de la cadena pesada, o SpyCatcher-anti-ASGR1, un anticuerpo que se une a ASGRI1 y
se fusiona con SpyCatcher en el extremo C de la cadena pesada. Las células infectadas con
particulas virales como se describi6 anteriormente se evaluaron mediante el analisis de citometria
de flujo para monitorear la transduccion. E1 AAV2/AAV de dragéon barbudo quimérico conjugado
con el anticuerpo que se dirige a HER2 infectd las células HER2+ (Figura 10A). E1 AAV2/AAV
de dragén barbudo quimérico conjugado con el anticuerpo que se dirige a ASGRI infecto
especificamente las células ASGR1+, y mostré poca infeccion de fondo de las células ASGR1-
(Figura 10B).
Ejemplo 8. El AAV de ave y el AAV de lobo marino conjugado con anticuerpo pueden
infectar las células en presencia de niveles mas altos de inmunoglobulinas humanas
purificadas que AAV2.
Para investigar la sensibilidad de las particulas quiméricas de AAV2/AAAV vy las particulas
quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino con respecto a la neutralizacion por parte de los
anticuerpos que se encuentran en el suero humano, se realizd un ensayo de neutralizacion en el
cual se incubaron particulas de AAV con cantidades crecientes de IgG (hlgG), preparada a partir
de muestras de suero agrupadas de decenas a miles de donantes humanos y que representa una
seccion transversal de inmunoglobulinas en la poblacion humana.
Se genero cada virus como se describid anteriormente mediante la transfeccion de placas de 15 cm
de células de empaquetamiento 293T con los siguientes pladsmidos y cantidades:

pAd auxiliar 16 ng

pAAV-CMV-Nanoluc g ug
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pAnti-hASGR1 SpyCatcher Vh 3ug

pAnti-hASGR1 Vk 6 ug
CON CUALQUIERA DE:

PAAV R2C2 N587 Myc 7.5 ng
pAAV R2C2 G453 Enlazador10 SpyTag 0.5 ug
O:

pAAV R2Cap AAV2/AAAV sin SpyTag 5ug
pAAV R2Cap AAV2/AAAV K580 Enlazador6 SpyTag 3ug
O:

pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino sin SpyTag 5ug
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino G432 Enlazador10 SpyTag 3ug

El AAV2 de mosaico, las particulas quiméricas de mosaico de AAV2/AAAV que presentaban
inserciones de SpyTag dentro de la cépside, y particulas quiméricas de mosaico de AAV2/AAV de
lobo marino que presentaban inserciones de SpyTag dentro de la capside, tal como se enumerd
anteriormente, se produjeron en presencia de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que
codifica SpyCatcher-anti-ASGR1, un anticuerpo que se une a hASGRI1 y se fusiona con
SpyCatcher en el extremo C de la cadena pesada. Las particulas se incubaron después en presencia
de concentraciones crecientes de hIgG durante 30 minutos a 37 °C, después la mezcla de particulas
virales e hlgG se adicion6 a las células que expresan hASGRI1. Las células infectadas con
particulas virales como se describi6 anteriormente se evaluaron mediante analisis de luciferasa
Nanoglo de citometria de flujo para monitorear la transduccion.

La figura 11A muestra la actividad bruta de la luciferasa Nanoluc de las células ASGRI1+
infectadas con las particulas virales en presencia de la concentraciéon indicada de hlgG. En
comparacion con las particulas de mosaico de AAV?2 conjugadas con los anticuerpos anti-ASGR1,
se requiere una cantidad mayor de hlgG para inhibir la infeccion de las particulas quiméricas de
mosaico de AAV2/AAAV conjugadas con anticuerpos anti-ASGRI, y se requiere una cantidad
incluso mayor de hlgG para inhibir la infeccion de las particulas quiméricas de mosaico de
AAV2/AAV de lobo marino conjugadas con anticuerpos anti-ASGR1. La figura 11B muestra los
datos de la luciferasa Nanoluc de la figura 11A normalizados a la condicién de PBS solo (sin
hlgG) para cada serotipo de AAV, con el fin de comparar los tres serotipos de AAV directamente
entre si. Se requieren concentraciones mas altas de hIgG para reducir la expresion de la luciferasa

Nanoluc de ambas particulas quiméricas de mosaico de AAV2/AAAV conjugadas con anticuerpos

174



10

15

20

25

30

anti-ASGR1 y las particulas quiméricas de mosaico de AAV2/AAV de lobo marino conjugadas
con anticuerpos anti-ASGR1. La concentracion de hlgG por pocillo requerida para inhibir la
infeccion en 50 % (valores de IC50) para dos experimentos independientes se muestra en la figura
11C. Los valores de IC50 de hlgG para las particulas quiméricas de mosaico de AAV2/AAAV
conjugadas con anticuerpos anti-ASGR1 y los valores de IC50 de hIgG para las particulas
quiméricas de mosaico de AAV2/AAV de lobo marino conjugadas con anticuerpos anti-ASGR1
son mucho mayores que los valores de IC50 de hlgG para las particulas de mosaico de AAV?2
conjugadas con anticuerpos anti-ASGR1. En particular, las particulas quiméricas de mosaico de
AAV2/AAV de lobo marino parecen no verse afectadas por los anticuerpos humanos, excepto por
las concentraciones mas altas de hIgG evaluadas.

Ejemplo 9. E1 AAV de ave puede redirigirse a ASGRI in vivo.

Para determinar si las particulas virales conjugadas con anticuerpos especificos para ASGRI
pueden redirigirse a las células hepaticas que expresan hASGR1 in vivo, se inyectd de forma
intravenosa a ratones modificados genéticamente, de manera que sus células hepaticas expresaran
hASGRI en fondo de C57BL/6, con particulas virales quiméricas de mosaico de AAV2/AAAV
que presentaban un gen reportero de luciferasa de luciérnaga, y se conjugd con un anticuerpo
especifico para hASGR1 o un anticuerpo de control dirigido a GLP1R humano. Un raton inyectado
con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) sirvié como un control adicional.

Se genero cada virus como se describid anteriormente mediante la transfeccion de placas de 15 cm
de células de empaquetamiento 293T con los siguientes plasmidos y cantidades:

AAYV de ave Anti-GLP1R humano/luciferasa anti-ASGR1 humano

pAd auxiliar 16 ng
pAAV-UbC-luciferasa de luciérnaga 8 ug
pAAV R2Cap AAV2/AAAV sin SpyTag S5ug
pAAV R2Cap AAV2/AAAV K580 Enlazador6 SpyTag 3ug
CON o SIN

pAnti-hGLP1R o Anti-hASGR1 SpyCatcher Vh 25ug
pAnti-hGLPIR o Anti-hASGR1 Vk 5ug

La figura 12 muestra la luminiscencia de los animales 33 dias después de la infeccion, ya sea con
PBS, o con las particulas virales quiméricas de mosaico de AAV2/AAAV descritas anteriormente
conjugadas con anticuerpos que se dirigen a hASGR1 o hGLPIR como control no dirigido. Los

animales vivos se anestesiaron mediante el uso de isoflurano, se inyectaron con un sustrato de
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luciferina y se obtuvieron imagenes 10 minutos mas tarde mediante el uso del sistema de obtencion
de imagenes de espectro IVIS in vivo (PerkinElmer). La figura 12A muestra que la infeccion con
los complejos quiméricos de mosaico de AAV2/AAAV-SpyTag-SpyCatcher-Vh se detectd solo en
el higado de los ratones con expresion de hASGR1 inyectados con AAV2/AAAV quimérico de
mosaico redirigido a hASGR1 y no se detectd en el higado de los ratones con expresion de
hASGRI1 inyectados con PBS o AAV2/AAAV quimérico de mosaico redirigido a hASGR1 de
control no dirigido. La radiancia promedio de la senal de luciferasa de luciérnaga que se detect6 a
partir de los ratones vivos mediante el uso del sistema de obtencion de imdgenes de espectro IVIS
in vivo (PerkinElmer) se cuantificé en la figura 12B, y la radiancia de los 6rganos individuales a
los que se tomaron imagenes ex-vivo luego de la disecacion de los ratones infectados se cuantifico
en la figura 12C. Estas figuras demuestran que el AAV2/AAAV quimérico de mosaico transduce
especificamente el higado de ratones que expresan hASGR1 solamente cuando se conjuga con un
anticuerpo especifico para hASGRI1.

Ejemplo 10. E1 AAV de lobo marino transduce el higado y pulmon in vivo en ratones.

Para determinar si las particulas virales conjugadas con anticuerpos especificos para ASGRI
pueden redirigirse a las células hepaticas que expresan hASGRI in vivo, se inyecté de forma
intravenosa a ratones modificados genéticamente, de manera que sus células hepaticas expresaran
hASGRI1 en fondo de C57BL/6, con particulas virales quiméricas de mosaico de AAV2/AAV de
lobo marino que presentaban un gen reportero de luciferasa de luciérnaga, y se conjugd con un
anticuerpo especifico para hASGR1 o un anticuerpo de control dirigido a GLPIR humano. Un
raton inyectado con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) sirvié como un control adicional.
Se gener6 cada virus como se describi¢ anteriormente mediante la transfeccion de placas de 15 cm
de células de empaquetamiento 293T con los siguientes pladsmidos y cantidades:

AAYV de lobo marino Anti-GLP1R Humano/Luciferasa anti-ASGR1 Humano

pAd auxiliar 16 ng
pAAV-UbC-luciferasa de luciérnaga 8ug
pAAYV R2Cap AAV2/de lobo marino sin SpyTag Sug
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino G432 Linker10 SpyTag 3ug
CON o SIN

pAnti-hGLP1R o Anti-hASGR1 SpyCatcher Vh 2.5ug
pAnti-hGLP1R o Anti-hASGR1 Vk Sug
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La figura 13 muestra la luminiscencia de los animales 33 dias después de la infeccion, ya sea con
PBS, o con las particulas virales quiméricas de mosaico de AAV2/AAV de lobo marino descritas
anteriormente conjugadas con anticuerpos que se dirigen a hASGR1 o hGLPIR como control no
dirigido. Los animales vivos se anestesiaron mediante el uso de isoflurano, se inyectaron con un
sustrato de luciferina y se obtuvieron imagenes 10 minutos mas tarde mediante el uso del sistema
de obtencion de imagenes de espectro IVIS in vivo (PerkinElmer). La figura 13A muestra que la
infeccion con los complejos quiméricos de mosaico de AAV2/AAA de lobo marino-SpyTag-
SpyCatcher-Vh se detectd en ratones con expresion de hASGR1 inyectados con AAV2/AAV de
lobo marino quimérico redirigido a hASGR1 y el AAV2/AAV de lobo marino quimérico de
mosaico redirigido a hGLPIR de control no dirigido. Esto sugiere que el AAV2/AAV de lobo
marino quimérico es capaz de transducir naturalmente el higado y otros 6rganos de los ratones sin
la ayuda de un anticuerpo de redireccionamiento. La radiancia promedio de la sefial de luciferasa
de luciérnaga que se detectd a partir de los ratones vivos mediante el uso del sistema de obtencion
de iméagenes de espectro IVIS in vivo (PerkinElmer) se cuantificod en la figura 13B, y la radiancia
de los 6rganos individuales a los que se tomaron imagenes ex-vivo luego de la disecacion de los
ratones infectados se cuantifico en la figura 13C. Estas figuras demuestran que el AAV2/AAV de
lobo marino quimérico de mosaico transduce el higado y los pulmones de los ratones que expresan
hASGRI cuando se conjuga con un anticuerpo especifico para hASGR1 o un anticuerpo de control
especifico para hGLP1R no dirigido.

Ejemplo 11. El AAV2AAYV de lobo marino quimérico presenta algin tropismo natural en el
oido interno de raton.

Se gener6 cada virus como se describi¢ anteriormente mediante la transfeccion de placas de 15 cm

de células de empaquetamiento 293T con los siguientes pladsmidos y cantidades:

pAd auxiliar 16 ug
pAAV-CAG-GFP g
pAAV R2Cap AAV2/de lobo marino sin SpyTag 8 ug

Para determinar si el AAV2/AAV de lobo marino quimérico tiene un tropismo natural para tejidos
particulares en el raton, se diseco el érgano de corte de un raton neonatal, se cultivo ex vivo, luego,
se usaron particulas virales de AAV2/AAV de lobo marino para infectar el cultivo. Tres dias
después de la infeccion, las células pilosas cocleares se tifieron de rojo con Myo7a, y el virus

expresd0 GFP como un marcador de transduccion. Se observd una transduccion robusta de
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multiples tipos de células (Figura 14), lo que sugiere que las particulas quiméricas de AAV2/AAV
lobo marino son naturalmente capaces de transducir el oido interno.
Ejemplo 12. El reemplazo del epitopo B1 de las capsides quiméricas AAV2 /AAV de lobo
marino parcial o totalmente con la secuencia homdloga de AAV de lobo marino es bien
tolerado y mejora la eficiencia de la transduccion.
Se realizaron modificaciones dentro del epitopo Bl de quimeras de AAV2/lobo marino (Figura
15A) y la secuencia del epitopo B1 se reemplaz6 en Y730 o de 1705 a H712 con una secuencia de
capside homologa de lobo marino. Se gener6 cada virus como se describié anteriormente mediante
la transfeccion cinco, diez o veinte placas de 15 cm de células empaquetadoras HEK 293T con los
siguientes plasmidos y cantidades por placa:
pAd auxiliar 12 ng
pPAAV-CMV-X 6 ng
Las construcciones de pAAV-CMV-X incluyen:
pAAV-CMV-NanoLuc Luciferasa
pAAV-CMV-Luciferasa de luciérnaga
pAAV R2CapX 10 ng
Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag/Y730F
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag//Sin Bl
Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino que carecen de inserciones de SpyTag y
que contienen una modificacion de la secuencia del epitopo Bl dentro de la cdpside como se
enumera anteriormente se empaquetaron con genomas de AAV que contienen ITR2. En un
esfuerzo por entender si las capsides quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino con epitopos de
B1 modificados pueden formarse con éxito y empaquetarse con genomas que contienen ITR de
AAV?2, se realizo PCR cuantitativa para medir el titulo (cantidad de genomas por mililitro o vg/ml)
de las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino con epitopo Bl con relacion a las
particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino con modificaciones del epitopo B1 (Figura
15B). Los titulos medidos demuestran que las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo
marino con modificaciones del epitopo B1 pueden empaquetarse con genomas de ITR de AAV?2.
El titulo de las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino fue similar entre las particulas

quiméricas de AAV2/lobo marino con o sin modificaciones del epitopo B1.

178



10

15

20

25

30

Se monitoreod la presencia de VP1, VP2 y VP3 en particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo
marino con epitopos B1 modificados mediante SDS-PAGE vy tincién de proteinas. Los resultados
indicaron que la proporcion de expresion de VP1 en relacion con VP2 y VP3 fue mayor en las
particulas virales AAV2/AAV de lobo marino en las que el epitopo B1 habia sido reemplazado por
completo con la secuencia homoéloga de la capside de AAV de lobo marino que en las particulas
virales AAV2/AAV de lobo marino con el epitopo B1 o una mutacion Y730F en el epitopo Bl
(Figura 15C). Esta observacion se correlaciond con un aumento en la eficiencia de transduccion
de las células HEK 293T segtn lo determinado por la actividad de la luciferasa NanoLuc (Figura
15D).

Para determinar si el aumento en la eficiencia de transduccion de las particulas de AAV2/AAV de
lobo marino con el epitopo Bl reemplazado por completo con la secuencia de AAV de lobo
marino se reprodujo in vivo, se inyectaron ratones C57BL/6 por via intravenosa con particulas
quiméricas de AAV2/lobo marino que portaban un gen reportero de luciferasa de luciérnaga. Un
raton inyectado con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) sirvié como un control adicional.
La figura 16 muestra datos de luminiscencia de animales 34 dias después de la inyeccion con PBS
o particulas virales quiméricas de AAV2/lobo marino como se describié anteriormente. Los
animales vivos se anestesiaron mediante el uso de isoflurano, se inyectaron con un sustrato de
luciferina y se obtuvieron imagenes 10 minutos mas tarde mediante el uso del sistema de obtencion
de imagenes de espectro IVIS in vivo (PerkinElmer). Se cuantifico la radiancia promedio de los
organos individuales obtenidos ex vivo tras la diseccion de los ratones infectados. La figura
muestra que los AAV2/AAV de lobo marino quiméricos transducen el higado y los pulmones. Los
AAV2/AAV de lobo marino que contienen modificaciones del epitopo Bl en el que se reemplaza
por completo con una secuencia de capside homodloga de AAV de lobo marino han expandido el
tropismo hacia el corazon y la transduccion ligeramente mejorada en el higado y los pulmones.
Ejemplo 13. Se tolera bien el ajuste de la interfaz quimérica entre AAV2 y las secuencias de
la capside de AAV de lobo marino o el uso de secuencias de la ciapside compuestas en su
totalidad por las de AAV de lobo marino.

Se realizaron modificaciones para ajustar la interfaz quimérica entre las secuencias de la capside de
AAV2 y de lobo marino para generar transcripciones en las que las secuencias Unicas de VP1 y
VP2 se derivaron de AAV2 o AAV de lobo marino o una de sus combinaciones (Figura 17). Se

generd cada virus como se describid anteriormente mediante la transfeccion de cinco, diez o veinte
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placas de 15 cm de células empaquetadoras HEK 293T con los siguientes plasmidos y cantidades

por placa:
pAd auxiliar 12 g
pPAAV-CMV-NanoLuc Luciferasa 6 ug
pAAV R2CapX 10 pg

Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:

pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag

pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag v2

pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag v3

pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag v4

pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag v5
Las particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino con interfaces alternativas entre las
secuencias de capside quiméricas de AAV2 y AAV de lobo marino como se enumeran
anteriormente se empaquetaron con genomas de AAV que contienen ITR2. En un esfuerzo por
comprender si estas capsides quiméricas alternativas de AAV2/lobo marino pueden formarse y
empaquetarse con €xito con genomas que contienen ITR de AAV2, se realizé una PCR cuantitativa
para medir el titulo (nimero de genomas de vector por mililitro o vg/ml) de particulas virales
purificadas del lisado o del sobrenadante (Figura 18A). Los titulos medidos demuestran que las
particulas quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino con interfaces quiméricas alternativas
pueden empaquetarse con genomas con genomas ITR de AAV2. El titulo de las particulas
quiméricas de AAV2/AAV de lobo marino con excepcion de v3 fue similar entre las particulas
quiméricas de AAV2/lobo marino purificadas a partir de lisado. El titulo de particulas de
AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag v5 purificadas del medio fue ligeramente superior al titulo
purificado del lisado. La eficiencia de transduccion de las células HEK 293T determinada por la
actividad NanoLuc Luciferasa de las particulas quiméricas AAV2/AAV de lobo marino fue
comparable entre las ubicaciones de interfaz alternativas (Figura 18B y 18C).
La secuencia del epitopo Bl se modific6 a una secuencia de capside de lobo marino
completamente homologa en quimeras de AAV2/lobo marino con sitios de interfaz alternativos
para determinar si las modificaciones de B1 mejorarian la transducciéon de manera similar como lo
habia hecho para AAV2/ AAV de lobo marino sin SpyTag. Se gener6 cada virus como se describio
anteriormente mediante la transfeccion de cinco, diez o veinte placas de 15 cm de células

empaquetadoras HEK 293T con los siguientes plasmidos y cantidades por placa:
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pAd auxiliar 12 g
pAAV-CMV-Luciferasa de luciérnaga 6 ug
pAAV R2CapX 10 ng
Las construcciones de pAAV R2CapX incluyen:
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag/Sin B1 v2
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag/Sin B1 v3
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag/Sin B1 v4
pAAV R2Cap AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag/Sin B1 v5
Para determinar si el aumento en la eficiencia de transduccion de particulas de AAV2/lobo marino
quiméricas alternativas de AAV con el epitopo B1 reemplazado por completo con la secuencia de
AAYV de lobo marino dio como resultado una transduccion mejorada in vivo, se inyectaron ratones
C57BL/6 por via intravenosa con particulas quiméricas de AAV2/lobo marino portador de un gen
reportero de luciferasa de luciérnaga. Un raton inyectado con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) sirvié como un control adicional.
La figura 18D muestra los datos de luminiscencia de animales 46 dias después de la inyeccion con
PBS o particulas virales quiméricas de AAV2/lobo marino como se describi¢ anteriormente. Los
animales vivos se anestesiaron mediante el uso de isoflurano, se inyectaron con un sustrato de
luciferina y se obtuvieron imagenes 10 minutos mas tarde mediante el uso del sistema de obtencion
de imagenes de espectro IVIS in vivo (PerkinElmer). Se cuantifico la radiancia de los 6rganos
individuales fotografiados ex vivo después de la diseccion de los ratones infectados. La figura
muestra que los AAV quiméricos de AAV2/lobo marino transducen el higado, los pulmones y el
corazén. La capacidad de AAV2/AAV de lobo marino sin SpyTag/Sin B1 v5 (SEQ ID NO: 71)
para transducir tejidos indica que, ademds de las particulas quiméricas de la capside de
AAV2/AAV de lobo marino, una particula de la capside de AAV compuesta en su totalidad por
capsides de lobo marino (proteinas de la capside no quiméricas) pueden funcionar como un vector
de transferencia génica.
Si bien la invencion se ha mostrado y descrito particularmente con referencia a una serie de
modalidades, los expertos en la técnica entenderan que pueden realizarse cambios en la forma y los
detalles de las diversas modalidades descritas en la presente descripcion sin apartarse del espiritu y
alcance de la invencion y que las diversas modalidades descritas en la presente descripcion no

pretenden actuar como limitaciones en el alcance de las reivindicaciones. Aunque cualquiera de los
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métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente descripcion pueden
usarse en la préctica o prueba de la presente invencidn, a continuacion, se describirdn los métodos
y materiales preferidos. Todas las publicaciones citadas en la presente descripcion se incorporan en
la presente descripcion como referencia para describir en su totalidad. A menos que se defina de
cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente
descripcion tienen el mismo significado que se entiende comiinmente por un experto en la técnica a

la que pertenece esta invencion.
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