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ES 2857773 TS5

DESCRIPCION
Nuevas proteinas de la capside de AAV para la transferencia de acidos nucleicos
Introduccion

El contenido descrito en la presente memoria se refiere a la seleccion in vitro e en vivo de secuencias de una biblioteca
de secuencias que codifican proteinas de la capside viral de virus adeno-asociados (AAV) recombinantes y a métodos
para generar las bibliotecas. El contenido también se refiere a secuencias de nucleétidos aisladas de las bibliotecas y
a las proteinas de la capside de AAV codificadas por estas secuencias, y a su utilidad como proteinas de la capside
en vectores de AAV recombinantes para diversas aplicaciones de transferencia de acidos nucleicos. El contenido se
refiere a plasmidos y virus que comprenden las secuencias identificadas, que proporcionan preferiblemente una alta
eficiencia de transduccion y un bajo nivel de neutralizacién por parte del sistema inmune humano.

Antecedentes

En los ultimos afios se han desarrollado y ensayado en ensayos clinicos multiples vectores de transferencia de genes
recombinantes basados en diferentes tipos de virus. Los vectores de transferencia de genes basados en virus adeno-
asociados (AAV), es decir, los vectores de AAV se han convertido en vectores favorecidos debido a caracteristicas
tales como la capacidad para transducir diferentes tipos de células en divisién y no en division de diferentes tejidos y
la capacidad para establecer una expresién transgénica estable a largo plazo. Si bien los vectores basados en otros
virus, tales como los adenovirus y retrovirus, pueden poseer ciertas caracteristicas deseables, el uso de otros vectores
se ha asociado con toxicidad o algunas enfermedades humanas. Estos efectos secundarios no se han detectado con
vectores de transferencia génica basados en AAV (Manno et al., Nature Medicine, 12(3):342 (2006)). Ademas, se ha
desarrollado la tecnologia para producir y purificar los vectores de AAV sin un esfuerzo excesivo.

Se han identificado, clonado, secuenciado y convertido en vectores al menos once serotipos de AAV, y se han aislado
al menos 100 nuevas variantes de AAV de no primates, primates y seres humanos. Sin embargo, la mayoria de los
datos preclinicos hasta la fecha que implican vectores de AAV se han generado con vectores basados en el serotipo
AAV-2 humano, considerado el prototipo de AAV.

Los vectores de AAV-2 usados actualmente presentan varias desventajas. Por ejemplo, varios tipos de células y tejidos
clinicamente relevantes no se transducen eficazmente con estos vectores. Ademas, un gran porcentaje de la poblacién
humana es inmune al AAV-2 debido a una exposicién previa al virus AAV-2 de tipo salvaje. Se ha estimado que hasta
el 96 % de los seres humanos son seropositivos para AAV-2, y hasta el 67 % de los individuos seropositivos portan
anticuerpos anti-AAV-2 neutralizantes que podrian eliminar o reducir en gran medida la transduccion por los vectores
de AAV-2. Ademas, se ha informado que AAV-2 causa una respuesta inmune mediada por células en pacientes
cuando se administra por via sistémica (Manno et al., Nature Medicine, 12(3):342 (2006)).

Se han propuesto métodos para superar las limitaciones de los vectores de AAV-2. Por ejemplo, se ha propuesto
mutagenizar aleatoriamente la secuencia de nucleétidos que codifica la capside de AAV-2 mediante PCR propensa a
errores como un método para generar mutantes de AAV-2 que puedan escapar de los anticuerpos neutralizantes que
afectan al AAV-2 de tipo salvaje. Sin embargo, se espera que sea dificil generar variantes de AAV-2 significativamente
mejoradas con mutaciones puntuales aleatorias Unicas, ya que los serotipos de origen natural tienen, como maximo,
solo aproximadamente un 85 % de homologia en la secuencia de nucleétidos de la capside.

También se han desarrollado métodos para usar una mezcla de construcciones de serotipos de AAV para vectores de
AAV. Los vectores quiméricos resultantes poseen proteinas de la capside de diferentes serotipos e, idealmente, tienen
propiedades de los diferentes serotipos usados. Sin embargo, la relacién de las diferentes proteinas de la capside es
diferente de un vector a otro y no puede controlarse o reproducirse de manera consistente (debido a la ausencia de
moldes genéticos), lo cual es inaceptable para uso clinico y no es satisfactorio para uso experimental.

Un tercer enfoque para modificar la capside de AAV-2 son las bibliotecas de inserciéon de péptidos, en las que se
incorporan oligonucleétidos aleatorios que codifican hasta 7 aminoacidos en una localizacion definida dentro de la
capside de AAV-2. La presentacion de estos péptidos en la superficie de la capside de AAV-2 se puede aprovechar
para volver a dirigir las particulas a células o tejidos que de otro modo serian refractarios a la infeccion con el virus
AAV-2 de tipo salvaje. Sin embargo, debido a que el conocimiento de la estructura de la capside atdbmica es un requisito
previo para este tipo de modificacién de AAV, este método generalmente se restringe al serotipo 2 de AAV. Ademas,
las bibliotecas de insercién de péptidos normalmente no pueden abordar los problemas de inmunogenicidad de las
particulas de AAV o la eficiencia de la transduccion.

Por tanto, sigue existiendo la necesidad de nuevos vectores de AAV y un método para generar nuevos vectores de AAV.
En particular, existe la necesidad de vectores basados en AAV que se puedan usar eficazmente con una variedad de
tipos de células y tejidos, y que no reaccionen con una inmunidad humana anti-AAV preexistente que podria neutralizar
o inactivar los vectores. También se necesitan vectores que transduzcan diferentes tipos de células in vivo e in vitro y que
ofrecen una biodistribucion mas restringida o una biodistribucion mas promiscua, dependiendo del uso pretendido. En
particular, sigue existiendo la necesidad de vectores capaces de transducir una variedad de tipos de células, tales como
células madre hematopoyéticas o células madre embrionarias, ademas de tener propiedades deseables.
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Un vector de AAV recombinante conocido como "AAV-DJ" se ha informado y descrito en la Solicitud de Patente de
EE. UU. con numero de serie 12/538.791, publicada como US 20100047174. EP2298926 describe secuencias de
céapsides de virus adeno-asociados, tales como AAV3-3, y vectores y células huésped que contienen estas secuencias.
US7749492 también describe vectores de virus adeno-asociados con proteinas de la capside modificadas y materiales
y métodos para su preparacion y uso.

Los ejemplos anteriores de la técnica relacionada y las limitaciones relacionadas con la misma pretenden ser
ilustrativos y no exclusivos. Otras limitaciones de la técnica relacionada resultaran evidentes para los expertos en la
técnica tras la lectura de la memoria descriptiva y el estudio de los dibujos.

Breve resumen

Los siguientes aspectos y realizaciones de los mismos, descritos e ilustrados a continuacién, pretenden ser ejemplares
e ilustrativos, no limitativos en su alcance.

En un aspecto, se proporcionan proteinas de la capside recombinantes y métodos para generar proteinas de la capside
recombinantes. Las proteinas de la capside incluyen regiones o dominios que se derivan de diferentes serotipos de
AAV. Los serotipos de AAV pueden ser humanos o no humanos. También se proporcionan AAV recombinantes que
comprenden las proteinas de la capside y los plasmidos que codifican las proteinas de la capside.

Segln un primer aspecto de la invencion, se proporciona una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina de
la capside, en donde la secuencia de nucleodtidos comprende la SEQ ID NO: 4. Segun un aspecto adicional de la
invencién, se proporciona una secuencia de proteina de la capside definida por una secuencia de aminoacidos idéntica
al menos en un 99 % a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 31, secuencia que, como parte de
una particula de AAV que codifica eGFP bajo el control de un promotor hEF1, confiere a la particula de AAV una
capacidad para transducir células Huh7.5 al menos 10 veces mejor que una particula de AAV correspondiente que
comprende la capside AAV-DJ descrita en US2010/0047174.

La proteina de la capside puede comprender una primera secuencia de aminoacidos similar o idéntica a una secuencia
de aminoacidos contigua de un primer serotipo de AAV, y una segunda secuencia de aminoacidos similar o idéntica a
una secuencia de aminoacidos contigua de al menos un segundo serotipo de AAV.

La proteina de la cépside puede comprender adicionalmente una secuencia de residuos de aminoacidos similar o
idéntica a una secuencia de aminoacidos contigua de un tercer serotipo de AAV.

En un aspecto, se proporcionan la proteina de la capside recombinante y métodos para generar proteinas de la capside
recombinante. Las proteinas de la capside incluyen regiones o dominios que se derivan de diferentes serotipos de
AAV. Los serotipos de AAV pueden ser humanos o no humanos. También se proporcionan AAV recombinantes que
comprenden las proteinas de la capside y plasmidos que codifican las proteinas de la capside.

Segln un primer aspecto de la invencion, se proporciona una secuencia nucleotidica que codifica una proteina de la
capside, en donde la secuencia nucleotidica comprende SEQ ID NO:4.

Como se divulga en el presente documento, pero no conforme a la invencion, estd una secuencia de proteina de la
capside definida mediante una secuencia de aminoacidos al menos 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos
establecida en SEQ ID NO: 31, secuencia que, como parte de una particula de AAV que codifica eGFP bajo el control
de un promotor hEF1, dota a la particula de AAV de una capacidad de transducir células Huh7.5 al menos 10 veces
mejor que una particula de AAV correspondiente que comprende la AAV-DJ de la capside divulgada en el
documento US2010/0047174.

En la presente memoria se describe una proteina de la capside codificada por una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo de secuencias que consiste en las SEQ ID NO: 1-28, o una secuencia que tiene al menos un
95 % de identidad de secuencia con las mismas.

En una realizacion, la proteina de la capside comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia
de nucledtidos identificada por la SEQ ID NO: 4.

En algunas realizaciones se contempla una particula viral que comprende una secuencia de proteina de la capside como
se ha descrito anteriormente. En la presente memoria se describe un género de particulas virales que comprenden las
proteinas de la cépside codificadas por las secuencias de nuclettidos identificadas por las SEQ ID NO: 1-28 del listado
de secuencias, 0 una secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con dichas secuencias.

También se describe un plasmido que comprende la secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo de secuencias
que consiste en las SEQ ID NO: 1-28, o una secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con las
mismas.

También se describe un vector de AAV recombinante (AAVr), que comprende una proteina de la capside que tiene una
secuencia de aminodcidos codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo de secuencias que
consiste en las SEQ ID NO: 1-28, o una secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con las mismas.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2857773 TS5

Se describe un método para expresar un gen de interés en un mamifero. La presente descripcién también proporciona
un método de transferencia de un acido nucleico de interés a un mamifero, que comprende introducir un vector de
AAV recombinante en un mamifero, codificando el vector de AAV recombinante un gen de interés que esta
encapsidado en una proteina de la capside codificada por una secuencia de nucleétidos. seleccionada del grupo de
secuencias que consiste en las SEQ ID NO: 1-28, o una secuencia que tiene al menos un 95 % de identidad de
secuencia con las mismas.

Segun un aspecto adicional, se proporciona una composicion para su uso en la transferencia de un gen de interés a
un mamifero, que comprende un vector de AAV recombinante que codifica el gen de interés que esta encapsidado en
una proteina de la capside codificada por la secuencia de nucleétidos descrita en la presente memoria.

Segun un aspecto adicional, se proporciona una composicion para su uso en la transferencia de un gen de interés a
un mamifero, que comprende un vector de AAV recombinante que codifica el gen de interés que esta encapsidado en
una proteina de la capside que comprende la secuencia de aminoacidos descrita en la presente memoria.

Se describe un método para generar una biblioteca de plasmidos de AAV recombinantes, comprendiendo el método:
aislar secuencias de nucleétidos de la capside de AAV de dos o mas serotipos de AAV; digerir las secuencias de
nucleétidos de la capside de AAV en fragmentos; reensamblar los fragmentos usando PCR para formar productos de
PCR; y clonar los productos de PCR reensamblados en plasmidos para generar una biblioteca de plasmidos de AAV
recombinantes.

La presente descripcion también proporciona un método para generar una biblioteca de plasmidos de AAV
recombinantes, que comprende (a) aislar secuencias de nucleétidos de la capside de AAV de dos o0 mas serotipos de
AAYV; (b) digerir las secuencias de nucleodtidos de la capside de AAV en fragmentos; (c) reensamblar los fragmentos
usando PCR para formar productos de PCR; y (d) clonar los productos de PCR reensamblados en un genoma viral de
tipo salvaje para generar una biblioteca de vectores de AAV recombinantes (AAVr).

El método puede comprender transfectar células con los plasmidos para producir una biblioteca viral, preferiblemente
una biblioteca viral de AAV. El método puede comprender ademas (e) infectar células in vitro con los AAVr; (f)
subcultivar los AAVr seleccionados en las células in vitro en presencia de una condicion astringente e identificar una
capside de AAVr que sobrevive a dicho subcultivo; y, opcionalmente, (g) repetir (b) a (f) una o mas veces. El método
puede comprender ademas (h) infectar un mamifero de laboratorio in vivo con los AAVr seleccionados; (i) subcultivar
los AAVr seleccionados en un mamifero de laboratorio in vivo capaz de infectar y propagarse en dicho mamifero de
laboratorio e identificar una capside de AAVr que sobreviva a dicho subcultivo; y, opcionalmente, (j) repetir (h) e (i) una
0 mas veces.

El adenovirus tiene una amplio rango de huéspedes, es decir, puede infectar muchas lineas celulares o células
primarias humanas y de otros mamiferos, incluyendo células tanto replicativas como no replicativas. Algunas lineas
celulares linfoides pueden ser mas resistentes a la infeccion por adenovirus y, por lo tanto, pueden necesitar grandes
cantidades de virus para lograr niveles de infeccion suficientes. Los tipos de células que pueden usarse en los métodos
descritos en la presente memoria incluyen, pero no estan limitadas a, células CHO, monocitos, células dendriticas
(DC), DC mieloides de sangre humana recién aisladas, DC plasmocitoides y DC derivadas de monocitos, células de
Langerhans y DC dérmicas, células DND-41 de leucemia de células T humanas, células cancerosas deficientes en
p53, células tumorales que retienen p53 de tipo salvaje, células tumorales con estado de p53 desconocido, células
epiteliales basales alveolares humanas adenocarcinémicas, también conocidas como "células A549", células KB
humanas, células de rifibn bovino de Madin Darby (MDBK), fibroblastos embrionarios de raton (células MEF), células
endoteliales de la arteria pulmonar humana (hPAEC), células NIH-3T3, células Huh-7.5, células Hep G2, células HEp-
2, células Hela, células Dempsey, células 293 de rifién embrionario humano (también conocidas como "HEK 293" o
"células 293"), células de rifién de mono rhesus fetal (FRhK-4), células H4TG de hepatoma de rata, células epiteliales
de hepatoma de pollo LMH, hepatocitos humanos primarios y queratinocitos humanos primarios . En algunos aspectos,
el AAVr se usa para infectar células 293. En algunos aspectos, el AAVr se usa para infectar células hPAEC. En algunos
aspectos, el AAVr se usa para infectar células Huh-7.5. En algunas realizaciones se usa un adenovirus auxiliar.

Los ratones FRG humanizados se pueden transfectar con una biblioteca seleccionada de AAV in vitro.
Alternativamente, los ratones FRG no humanizados se pueden transfectar una biblioteca seleccionada de AAV in vitro.

El método puede incluir adicionalmente, después de la transfeccion, el subcultivo de la biblioteca viral en un tipo celular
seleccionado en presencia de una condicién astringente, y la seleccién de las capsides de AAV que sobrevivan al
subcultivo. El subcultivo puede ser para varios o multiples subcultivos, por ejemplo, entre 2-5 o0 2-10 subcultivos.

El método puede incluir adicionalmente, después de transfectar un modelo animal, el subcultivo de la biblioteca de
AAYV a través de modelos animales adicionales, para la seleccién posterior de aislados de AAV particulares.

Una condicién astringente puede comprender la presencia de inmunoglobulina humana.

Se describe una biblioteca preparada segun los métodos descritos anteriormente. La biblioteca puede estar compuesta
por plasmidos de genes de la capside de longitud completa mezclados y puede estar compuesta por particulas virales
obtenidas transfectando toda o una parte de la biblioteca de plasmidos en una célula seleccionada, opcionalmente en
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combinacion con un plasmido auxiliar adenoviral. Las nuevas proteinas de la capside de AAV seleccionadas descritas
en la presente memoria son Utiles para aplicaciones ex vivo o en vivo de transferencia de genes, terapia génica y
edicién del genoma, por ejemplo.

También se describe una biblioteca preparada segin estos métodos.

Ademas de los aspectos y realizaciones ejemplares descritos anteriormente, otros aspectos y realizaciones resultaran
evidentes por referencia a los dibujos y mediante el estudio de las siguientes descripciones.

Breve descripcion de las figuras
La Fig. 1 es un esquema que muestra un proceso para generar una biblioteca de AAV recombinante;

La Fig. 2 es un diagrama de flujo que resume un método para generar una biblioteca de capsides de AAV usando la
seleccion de la biblioteca combinada de AAV.

La Fig. 3 muestra las rondas 1 y 2 de la seleccién de la biblioteca combinada de AAYV in vitro;
La Fig. 4 muestra las rondas 2 y 3 de la seleccién de la biblioteca combinada de AAYV in vitro;
La Fig. 5 muestra las rondas 3 y 4 de la seleccién de la biblioteca combinada de AAYV in vitro;

La Fig. 6 compara la proporcién de clones en la biblioteca con la proporcion en cada ronda de seleccion in vitro;

La Fig. 7 compara porciones de varios serotipos de AAV y una proteina de la cépside de AAV recombinante en
biblioteca (AAV-PAEC);

a

Fig. 8: compara las sustituciones de aminoacidos en dos AAVT;

Fig. 9: muestra varias vistas de una estructura 3-D predicha de AAV-PAEC;

Fig. 10: ilustra un disefio experimental de un proceso usado para cribar una biblioteca combinada de AAV in vivo;
Fig. 11:ilustra un experimento real usado para cribar una biblioteca combinada de AAV in vivo;

Fig. 12: muestra aislados amplificados por PCR del cribado de la biblioteca combinada de AAV in vivo;

Fig. 13: compara las proporciones de clones individuales en la biblioteca con la proporcién de clones individuales en
la seleccién de las rondas 1y 4 de in vivo;

Fig. 14: muestra sustituciones de aminoacidos en un AAVr seleccionado (AAV-LKO01);

Fig. 15: muestra varias vistas de una estructura predicha de AAV-LKO1;

Fig. 16: compara residuos implicados en la unién de heparina en AAV-2 con residuos en nuevos AAVr;

Fig. 17: compara varios serotipos de AAV con varias proteinas de la capside de AAVr aisladas usando seleccion in vivo;
Fig. 18: muestra sustituciones de aminoacidos en un AAVr seleccionado (AAV-LK02);

Fig. 19: muestra varias vistas de una estructura predicha de AAV-LK02;

Fig. 20: muestra sustituciones de aminoacidos en un AAVr seleccionado (AAV-LKO03);

Fig. 21y 22: comparan la relacién de los AAVr seleccionados con los AAV de tipo salvaje en el nivel de ADN y el nivel
de aminoécidos, respectivamente;

Fig. 23A y 23B: muestran las titulaciones en hibridacién sobre mancha de los AAVr en comparacion con los AAV de
tipo salvaje;

Fig. 24A y 24B: comparan las titulaciones de transduccion de los AAVr con los AAV de tipo salvaje en células Huh7.5;

Fig. 25A, 25B y 25C: comparan la eficiencia de la transduccion por genoma de vector de AAV (vg) de los AAVr con
los AAV de tipo salvaje en células Huh7.5;

Fig. 26: compara la eficiencia de la transduccién de los AAVr con los AAV de tipo salvaje en células 293;
Fig. 27: compara la eficiencia de la transduccién de los AAVr con los AAV de tipo salvaje en células NIH3T3;

Fig. 28: compara la eficiencia de la transduccion de aislados de AAVr seleccionados con los AAV de tipo salvaje en
células MEF;
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Fig. 29: muestra las titulaciones en hibridacion sobre mancha de ciertos aislados de AAVr en comparacién con los
AAV de tipo salvaje;

Fig. 30: ilustra los efectos neutralizantes del factor de crecimiento de hepatocitos en algunos aislados de AAV y AAVr.

Fig. 31: muestra la eficiencia de la transduccion de hepatocitos humanos primarios por aislados de AAV de tipo salvaje
y AAVr seleccionados;

Fig. 32: compara los niveles de expresion del factor IX humano recombinante (FIX) en ratones C57/BL6
inmunocompetentes a los que se inyectan varios AAV que expresan FIX;

Fig. 33: compara la capacidad de aislados de AAVr seleccionados y de AAV de tipo salvaje para evitar la neutralizacién
por inmunoglobulina humana (IVIG);

Fig. 34: compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células 293;
Fig. 35: compara la eficiencia de la transduccién de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células Huh 7.5;
Fig. 36: compara la eficiencia de la transduccién de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células PAEC;

Fig. 37: compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
queratinocitos humanos primarios;

Fig. 38: compara la eficiencia de la transduccién de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células DND-41;

Fig. 39: compara la eficiencia de la transduccién de aislados de AAVr particulares con los AAV de tipo salvaje en
células DND-41;

Fig. 40: compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células 3T3;
Fig. 41: compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células Hela;
Fig. 42: compara la eficiencia de la transduccién de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células MEF;
Fig. 43: compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células H4TG;
Fig. 44: compara la eficiencia de la transduccién de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células LMH;
Fig. 45: compara la eficiencia de la transduccién de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en células FRhK-4;

Fig. 46: compara la transduccién de varias lineas celulares por varios serotipos de AAV de tipo salvaje y recombinante;

Fig. 47: muestra la relacién de los AAV de tipo salvaje con los aislados de AAVr obtenidos por seleccién en células
PAEC humanas a nivel de ADN y nivel de aminoé&cidos; y

Fig. 48: muestra la titulacién y la eficiencia de la transduccion de los aislados de AAVr obtenidos por seleccion en
células PAEC humanas en comparacion con los AAV de tipo salvaje.

Breve descripcion de las secuencias

La SEQ ID NO: 1 es una secuencia de nuclettidos que codifica una nueva proteina de la capside de AAV
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAEC.

La SEQ ID NO: 2 es una secuencia de nuclettidos que codifica una nueva proteina de la capside de AAV
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LKO1.

La SEQ ID NO: 3 es una secuencia de nuclettidos que codifica una nueva proteina de la capside de AAV
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK02.

La SEQ ID NO: 4 es una secuencia de nuclettidos que codifica una nueva proteina de la capside de AAV
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK03.

La SEQ ID NO: 5 es una secuencia de nuclettidos que codifica una nueva proteina de la capside de AAV
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK04.

La SEQ ID NO: 6 es una secuencia de nucletdtidos que codifica una nueva proteina de la capside de AAV
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK05.

La SEQ ID NO: 7 es una secuencia de nuclettidos que codifica una nueva proteina de la capside de AAV
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK06.
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La SEQ ID NO: 8 es una secuencia de nucledtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK07.

La SEQ ID NO: 9 es una secuencia de nucledtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK08.

La SEQ ID NO: 10 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK09.

La SEQ ID NO: 11 es una secuencia de nucleédtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK10.

La SEQ ID NO: 12 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK11.

La SEQ ID NO: 13 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK12.

La SEQ ID NO: 14 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK13.

La SEQ ID NO: 15 es una secuencia de nucleédtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK14.

La SEQ ID NO: 16 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK15.

La SEQ ID NO: 17 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK16.

La SEQ ID NO: 18 es una secuencia de nucleétidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK17.

La SEQ ID NO: 19 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK18.

La SEQ ID NO: 20 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -LK19.

La SEQ ID NO: 21 es una secuencia de nucleédtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAEC2.

La SEQ ID NO: 22 es una secuencia de nucletdtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAEC4.

La SEQ ID NO: 23 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAECS.

La SEQ ID NO: 24 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAEC?7.

La SEQ ID NO: 25 es una secuencia de nucletdtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAECS.

La SEQ ID NO: 26 es una secuencia de nucleédtidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAEC11.

La SEQ ID NO: 27 es una secuencia de nuclettidos que codifica
recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAEC12.
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La SEQ ID NO: 28 es una secuencia de nucletdtidos que codifica una nueva

recombinante, denominada en la presente memoria AAV -PAEC13.

La SEQ ID NO: 29 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
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Debe entenderse que cada una de las secuencias de nucleétidos descritas en la presente memoria puede traducirse
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33 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
34 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
35 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
36 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
37 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
38 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
39 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
40 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
41 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
42 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
43 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
44 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO
45 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO

46 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO

47 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
48 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
49 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
50 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
51 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
52 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
53 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
54 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:
55 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:

56 es una secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO:

: 6 (AAV-LKO5).
- 7 (AAV-LKO0S).

- 8 (AAV-LKO07).
19 (AAV-LK08).

- 10 (AAV-LK09).
- 11 (AAV-LK10).
- 12 (AAV-LK11).
- 13 (AAV-LK12).
- 14 (AAV-LK13).
- 15 (AAV-LK14).
: 16 (AAV-LK15).
:17 (AAV-LK16).
- 18 (AAV-LK17).
- 19 (AAV-LK18).
20 (AAV-LK19).
1 (PAEC).

28 (PAEC-13).
25 (PAEC-8).
27 (PAEC-12).
23 (PAEC-6).
24 (PAEC-7).
26 (PAEC-11).
22 (PAEC-4).
21 (PAEC-2).

para predecir una secuencia de aminoacidos que representa una proteina de la capside de AAVr.

Descripcion detallada

Varios aspectos de la presente descripcién se describen con detalle a continuacion en la presente memoria. Estos
aspectos pueden tomar muchas formas diferentes y no deben interpretarse como limitados a los aspectos expuestos
explicitamente en la presente memoria. Mas bien, estos aspectos se proporcionan para que esta descripcion sea
minuciosa y completa, y transmita completamente el alcance de la presente descripcion a los expertos en la técnica.

|. Definiciones

Cuando se proporciona un rango de valores, se entiende que también se describe especificamente cada valor
interviniente, hasta el décimo de la unidad del limite inferior, a no ser que el contexto indique claramente otra cosa,
entre los limites superior e inferior de ese rango. Cada rango mas pequefio entre cualquier valor establecido o valor
interviniente en un rango establecido y cualquier otro valor establecido o interviniente en ese rango establecido esta
englobado dentro de la invencién. Los limites superior e inferior de estos rangos mas pequefios pueden incluirse o
excluirse independientemente en el rango, y cada rango en el que ninguno o ambos limites estan incluidos en los
rangos mas pequefios también esta englobado dentro de la invencién, sujeto a cualquier limite especificamente
excluido en el rango indicado. Cuando el rango indicado incluye uno o ambos limites, también se incluyen en la
invencion los rangos que excluyen uno o ambos de los limites incluidos.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
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mismo significado que el cominmente entendido por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria puede usarse en la
practica o ensayo de la presente invencién, ahora se describen algunos métodos y materiales potenciales y preferidos.

Debe observarse que, tal y como se usa en la presente memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un”, "una" y "el" incluyen referentes en plural a no ser que el contexto indique claramente otra cosa. Asi,
por ejemplo, la referencia a "una proteina” incluye mas de una proteina y la referencia a "un compuesto” incluye mas
de un compuesto. Al describir y reivindicar la presente invencién, se usara la siguiente terminologia de acuerdo con

las definiciones expuestas a continuacion.

Un polinucleétido se compone tipicamente de una secuencia especifica de cuatro bases de nucleétidos: adenina (A);
citosina (C); guanina (G); y timina (T) (uracilo (U) por timina (T) cuando el polinucleétido es ARN). A menos que se
defina especificamente, los nucleétidos abreviados pueden ser ribonucleésidos o 2'-desoxirribonucledsidos. Los
nucleésidos pueden especificarse como ribonucledsidos o 2'-desoxirribonucledsidos de forma individual o agregada.
Cuando se especifica sobre una base individual, la abreviatura de una letra esta precedida por una "d" o una "r", donde
"d" indica que el nucleésido es un 2'-desoxirribonucledsido y "r" indica que el nucledsido es un ribonucledsido. Por
ejemplo, "dA" designa 2'-desoxirriboadenosina y "rA" designa riboadenosina. Cuando se especifica sobre una base
agregada, el acido nucleico o polinucledtido particular se identifica como una molécula de ARN o una molécula de
ADN. Los nuclettidos se abrevian afiadiendo una "p" para representar cada fosfato, asi como si los fosfatos estan
unidos a la posicién 3' o a la posicién 5' del azlcar. Por lo tanto, los nucleétidos 5§' se abrevian como "pN" y los
nucleétidos 3' se abrevian como "Np", donde "N" representa A, G, C, T o U. Cuando las secuencias de acido nucleico
se presentan como una cadena de abreviaturas de una letra, las secuencias se presentan en la direccién 5'— 3' de
acuerdo con la convencién comin, y los fosfatos no estan indicados. Por tanto, el término secuencia de polinucleétidos
es la representacion alfabética de una molécula de polinucleétido. Esta representacion alfabética puede introducirse
en bases de datos en un ordenador que tenga una unidad central de procesamiento y usarse para aplicaciones
bioinformaticas tales como genémica funcional y busqueda de homologia.

Una molécula de "polinucleétido aislado" es una molécula de acido nucleico separada y discreta del organismo
completo con el que se encuentra la molécula en la naturaleza; o una molécula de &cido nucleico desprovista, total o
parcialmente, de secuencias normalmente asociadas con ella en la naturaleza; 0 una secuencia, tal como existe en la
naturaleza, pero que tiene secuencias heterélogas asociadas con ella.

También se conocen en la técnica técnicas para determinar la "identidad de secuencia" de &cidos nucleicos y
aminodcidos. Tipicamente, dichas técnicas incluyen determinar la secuencia de nucleétidos del ARNm para un gen
y/o determinar la secuencia de aminoacidos codificada por el mismo, y comparar estas secuencias con una segunda
secuencia de nucleétidos o aminoacidos. En general, "identidad" se refiere a una correspondencia exacta de
nucleétido a nucleétido o aminoacido a aminoacido de dos polinucledtidos o secuencias de polipéptidos,
respectivamente. Se pueden comparar dos 0 mas secuencias (polinucledtidos o aminoacidos) determinando su
"porcentaje de identidad". El porcentaje de identidad de dos secuencias, ya sean secuencias de acido nucleico o de
aminoacidos, es el niumero de coincidencias exactas entre dos secuencias alineadas dividido por la longitud de las
secuencias mas cortas y multiplicado por 100. El porcentaje de identidad también puede determinarse, por ejemplo,
comparando la informacién de secuencias usando el programa informatico avanzado BLAST, incluyendo la versién
2.2.9, disponible en los Institutos Nacionales de Salud. El programa BLAST se basa en el método de alineamiento de
Karlin y Altschul. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-2268 (1990) y como se discute en Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-410 (1990); Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877 (1993); y Altschul et al., Nucleic Acids
Res. 25: 3389-3402 (1997). Brevemente, el programa BLAST define la identidad como el nimero de simbolos
alineados idénticos (es decir, nucleétidos o aminoéacidos), dividido por el nimero total de simbolos en la secuencia
mas corta de las dos. El programa se puede usar para determinar el porcentaje de identidad sobre la longitud completa
de las proteinas que se comparan. Se proporcionan parametros por defecto para optimizar las blsquedas con
secuencias de blisqueda cortas , por ejemplo, en blastp con el programa. El programa también permite el uso de un
filtro SEG para enmascarar los segmentos de las secuencias de busqueda segun lo determinado por el programa SEG
de Wootton y Federhen, Computers and Chemistry 17: 149-163 (1993). Los rangos de grados deseados de identidad
de secuencia son aproximadamente del 80 % al 100 % y valores enteros entre ellos. Tipicamente, las identidades
porcentuales entre una secuencia descrita y una secuencia reivindicada son al menos el 80 %, al menos el 85 %, al
menos el 90 %, al menos el 95 % o al menos el 98 %.

Alternativamente, el grado de similitud de secuencia entre polinucleétidos puede determinarse mediante hibridacién
de polinucleétidos en condiciones que formen diplex estables entre regiones homologas, seguido de digestién con
nucleasa(s) especifica(s) de cadena Unica y la determinacion del tamafio de los fragmentos digeridos. Dos secuencias
de ADN o de polipéptidos son "sustancialmente homélogas" entre si cuando las secuencias exhiben al menos
aproximadamente un 80-85 %, preferiblemente un 85-90 %, mas preferiblemente un 90-95 % y lo mas preferiblemente
un 98-100 % de identidad de secuencia con la secuencia de referencia sobre una longitud definida de las moléculas,
como se determina usando los métodos anteriores. Tal y como se usa en la presente memoria, sustancialmente
homologo también se refiere a secuencias que muestran una identidad completa con la secuencia de ADN o
polipéptido especificada. Las secuencias de ADN que son sustancialmente homoélogas pueden identificarse en un
experimento de hibridacién Southern bajo, por ejemplo, condiciones astringentes, como se define para ese sistema
particular. La definicion de las condiciones de hibridacion apropiadas esta dentro del conocimiento de la técnica.
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En células huésped de mamiferos, se pueden utilizar varios sistemas de expresion basados en virus. En los casos en
los que se usa un adenovirus como vector de expresién, una secuencia codificante puede ligarse a un complejo de
control de la transcripcion/traduccion de adenovirus, p. €j., el promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Este gen
quimérico puede insertarse luego en el genoma del adenovirus mediante recombinacién in vitro o in vivo. La insercién
en una region no esencial del genoma viral (p. €j., la regiéon E1 o E3) darad como resultado un virus recombinante que
es viable y capaz de expresar péptidos en huéspedes infectados. (p. €j., véase Logan y Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81: 3655-3659). Alternativamente, se puede usar el promotor de vaccinia 7.5 K, (véase, p. gj., Mackett et al.,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 7415-7419; Mackett et al., 1984, J. Virol. 49: 857-864; Panicali et al., 1982, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79: 4927-4931).

En la presente descripcién, se proporciona una biblioteca de vectores de AAV recombinantes. Mientras que los AAV de
tipo salvaje (en los que se basa la biblioteca) pueden replicarse en las células, los aislados seleccionados in vitro e in vivo
de la presente descripcidn son no replicables y no infecciosos. En otras palabras, los virus en la biblioteca contienen solo
los genes Rep y Cap de los virus de tipo salvaje y no contienen ninguna otra secuencia informadora tal como GFP.
Después de la seleccion del virus de interés segun los métodos establecidos en la presente memoria, los genes Cap
recombinantes de los nuevos aislados se clonan en plasmidos para expresar las proteinas Cap recombinantes y
empaquetar y producir vectores no replicantes y no infecciosos (un proceso también conocido como "vectorizacion").

Il. Capside quimérica de AAV

En la presente memoria se describen proteinas de la capside con regiones o dominios 0 aminoacidos individuales que
se derivan de dos o mas serotipos diferentes de AAV. Una proteina de la capside puede tener una primera regién que
se deriva de o que tiene altos niveles de similitud o identidad de secuencia con un primer serotipo de AAV o proteina
de la capside de AAV recombinante conocida (p. ej., AAV-DJ), una segunda regién derivada de manera similar o que
tiene niveles altos de similitud o identidad de secuencia con un segundo serotipo de AAV o proteina de la capside de
AAV recombinante conocida, asi como regiones tercera, cuarta, quinta, sexta, séptima y octava, etc. derivadas de o
que tienen altos niveles de similitud o identidad de secuencia con otro serotipo de AAV o proteina de la capside de
AAV recombinante conocida. Los serotipos de AAV pueden ser serotipos de AAV humanos 0 serotipos de AAV no
humanos, tales como serotipos de AAV bovinos, aviares y caprinos. En particular, pueden usarse los serotipos de AAV
de mamiferos no primates, tales como las secuencias de AAV de roedores (p. €j., de ratones, ratas, conejos y
hamsteres) y carnivoros (p. €j., de perros, gatos y mapaches). Mediante la inclusion de aminoacidos individuales o
regiones de multiples serotipos de AAV en una proteina de la capside, se pueden obtener proteinas de la capside que
tienen multiples propiedades deseadas que se derivan por separado de los multiples serotipos de AAV.

Se describe una proteina de la capside, denominada en la presente memoria "AAV-DJ", que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende una primera regién que se deriva de un primer serotipo de AAV (AAV-2), una segunda
region que se deriva de un segundo serotipo de AAV (AAV-8) y una tercera regién que se deriva de un tercer serotipo
de AAV (AAV-9). La proteina de la capside AAV-DJ se identificé a partir de una biblioteca de proteinas de la capside,
usando un método que se describe a continuacién, asi como en la Solicitud de Patente de EE. UU. con nimero de
serie 12/538.791, publicada como Solicitud de Patente de EE. UU. No. 20100047174. Se apreciara que la proteina
AAV-DJ es simplemente un ejemplo de las proteinas de la capside beneficiosas que se pueden obtener a partir de
una biblioteca generada segun las ensefianzas de la presente memoria, donde las proteinas de la capside beneficiosas
tienen preferiblemente multiples propiedades deseadas que se derivan de miltiples serotipos de AAV.

AAV-DJ tiene cuatro faltas de concordancia con los dos epitopos de células T en AAV-2 que se han identificado
recientemente como implicados en una respuesta de linfocitos T citotéxicos (CTL) anti-AAV en seres humanos. Por tanto,
los vectores de AAV recombinantes que incluyen la proteina de la capside AAV-DJ o un derivado de la misma son
probablemente menos inmunogénicos en los seres humanos que los vectores de AAV-2 que incluyen la cépside de AAV-2.

Se realizaron estudios para confirmar que se pueden formar particulas virales infecciosas con AAV-DJ como capside.
En un primer estudio, la secuencia de nucleétidos de AAV-DJ se insert6é en un plasmido auxiliar de AAV que también
expresa el gen rep de AAV-2. Después, se cotransfectaron células de rifién 293 con el plasmido auxiliar de AAV y un
plasmido auxiliar adenoviral, asi como un plasmido de vector que expresa gfp. A modo de comparacion, se usaron
dos versiones diferentes de un auxiliar de AAV-2 (denominado AAV-2 "antiguo" y AAV-2 "nuevo") que difieren en los
niveles de expresion de proteinas virales. Tres dias después de la cotransfeccion, la transferencia Western (con 303.9
(Rep) y B1 (proteina de la capside)) de los extractos de células 293 reveld la presencia de proteinas Rep y de la
capside a niveles comparables a los encontrados en las células cotransfectadas con plasmidos que expresan las
proteinas de la capside de AAV-2, AAV-8 0 AAV-9.

En otro estudio, se compar6 la infectividad de las particulas y la capacidad de evitar la neutralizacién por la
inmunoglobulina humana (IVIG) del clon AAV-DJ con los tipos salvajes AAV-2, AAV-8 y AAV-9. Se usaron dos
versiones diferentes de un auxiliar de AAV-2 (denominado AAV-2 antiguo y AAV-2 nuevo) que difieren en los niveles
de expresion de proteinas virales. Los AAV recombinantes con las capsides AAV-DJ, AAV-2, AAV-8 o AAV-9 se
produjeron mediante la triple transfeccion de células con un plasmido que codifica gfp flanqueado por repeticiones
terminales invertidas (ITR) de AAV, un plasmido que codifica genes auxiliares adenovirales y un plasmido que codifica
el gen Rep de AAV-2 y la proteina de la capside AAV-DJ, AAV-2, AAV-8 o0 AAV-9, y lisando después las células por
congelacién-descongelacién. A continuacion, cada lisado que contenia virus se neutralizé usando una dosis alta
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(volumen 1:1) de dos lotes diferentes de inmunoglobulina humana (IVIG1 e IVIG2) (células 293); (células Huh-7)), o
tres dosis menores decrecientes (1:2 (alta), 1:10 (media) y 1:25 (baja) de antisuero/virus) de los dos lotes diferentes
de inmunoglobulina humana (IVIG1 e IVIG2), o un anticuerpo monoclonal A20 (células 293), o un suero policlonal anti-
AAV-8 ("A8"). El A20 es un anticuerpo monoclonal que se generé contra las capsides de AAV-2 ensambladas y el anti-
AAV-8 es un suero de conejo policlonal generado contra las capsides de AAV-8 ensambladas. Se usaron como control
lisados tratados con PBS. Los lisados que contienen virus se neutralizaron incubando los lisados con la
inmunoglobulina humana o el anticuerpo durante un periodo de tiempo (una hora a temperatura ambiente (20-25 °C))
e infectando después las células en presencia de adenovirus auxiliar. La actividad restante de los virus después del
periodo de neutralizacion se determiné titulando las unidades de expresién de gfp en las células.

En ausencia de IVIG1, IVIG2 y A20, el virus AAV-DJ fue al menos tan infeccioso en las células 293 como el AAV-2y
varias veces mas infeccioso que el AAV-2 en las células Huh-7. Se demostr6 que el virus AAV-DJ y AAV-8 pudieron
escapar parcialmente de la neutralizaciéon por IVIG, mientras que AAV-2 no. El AAV-9 tuvo resultados de IVIG
intermedios en relacion con AAV-DJ/AAV-8 y AAV-2, y se neutralizo con dosis altas de IVIG. El AAV-2 fue neutralizado
por el anticuerpo A20, pero el anticuerpo A20 no afecté significativamente a AAV-DJ, AAV-8 o AAV-9. El antisuero
policlonal anti-AAV-8 neutralizé las cuatro capsides en dosis altas o medias, mientras que AAV-2 y AAV-DJ escaparon
parcialmente de la neutralizacién con la dosis baja.

En resumen, se descubrié anteriormente que el virus AAV-DJ era mas infeccioso para las células Huh-7 que el AAV mas
eficiente conocido anteriormente en las células Huh-7 (AAV-2), incluso en presencia de altas concentraciones de
inmunoglobulina humana. Ademas, se encontrd que el virus AAV-DJ tiene una resistencia mejorada a la neutralizacion
por inmunoglobulina humana en relacién con AAV-2. Dicha resistencia es razonable, dado que la capside de AAV-DJ se
selecciond de una biblioteca basandose parcialmente en su capacidad para producir virus que resistan la neutralizacién
por inmunoglobulina humana. Sin embargo, la resistencia mejorada del virus AAV-DJ al anticuerpo A20 fue sorprendente
e inesperada, porque (i} no era parte del esquema de seleccion descrito a continuacion que se usé para aislar AAV-DJ;
y (i) AAV-DJ comparte una identidad sustancial con AAV-2, que es neutralizado por el anticuerpo A20.

En otro estudio méas usando células de melanoma humano, la infectividad in vitro de vectores que expresan gip del
gen de la capside de AAV-DJ se compard con la infectividad in vitro de ocho AAV de tipo salvaje de uso comun, AAV-
1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-8 0 AAV-9. Las células de melanoma se infectaron con 2 x 10° particulas
de AAV recombinantes de cada serotipo y la expresién de gfp se visualizé tres dias después. Los resultados se
cuantificaron, expresados como la expresién de gfp en Ul/ml, a partir de la titulacién del virus en las células de
melanoma (en placas de 96 pocillos) y el vector AAV-DJ fue superior a los vectores de tipo salvaje y, notablemente,
sustancialmente mejor que AAV-2.

Varias lineas celulares se infectaron con diluciones seriadas de diez veces de cada serotipo, o0 AAV-DJ o el mutante de
heparina DJ DJ/8, discutido a continuacién, que expresan un gen informador gfp. Las preparaciones de vector se
normalizaron para contener 2x10° particulas totales (que contienen ADN del vector) por mL antes de la infeccién. Tres
dias después, se contaron las células que expresaban gfp y se determinaron las titulaciones infecciosas, teniendo en
cuenta el factor de dilucion. Los vectores de AAV-DJ mostraron la mayor infectividad en muchas lineas celulares, y las
relaciones de particulas totales a infecciosas estuvieron frecuentemente muy por debajo de 500, destacando la eficiencia
extrema de AAV-DJ in vitro, y sugiriendo su particular utilidad para las aplicaciones de transferencia génica ex vivo.

También se ensayaron vectores preparados con la capside AAV-DJ in vivo para la expresion de un gen de interés. En
un primer estudio, se produjeron los AAV que expresan el factor IX humano recombinante (FIX) con las capsides AAV-
DJ, AAV-2, AAV-8 o AAV-9 mediante una técnica de transfeccion triple. Se inyectaron periféricamente dosis de 5 x
1010, 2 x 10"y 1 x 10" (bajo, medio y alto, respectivamente) particulas virales recombinantes en ratones
inmunocompetentes (C57/BL6) y se monitorizé el hFIX plasmatico hasta cuatro meses después de la inyeccién. Los
niveles plasmaticos de la proteina FIX se cuantificaron mediante ELISA.

Los niveles de FIX superiores al 1 % se consideran terapéuticos en hemofilicos. Los vectores de AAV-8, -9 o -DJ
superaron el nivel del 100 % ya en la dosis mas baja. Se observé una expresion dependiente de la dosis de la capside
de AAV-DJ a niveles equivalentes a AAV-8 y -9, los dos AAV identificados de forma natural informados en el higado.
Los tres virus superaron facilmente al prototipo de AAV-2 en cualquier dosis y expresaron mas del 100 % de los niveles
normales de hFIX a partir de una inyeccién intravenosa de 5 x 1010 particulas, mientras que la expresion de AAV-2
super6 el 100 % de los niveles normales de hFIX solo a una dosis de 1 x 102,

En otro estudio, se prepararon AAV que expresan alfa-1-antitripsina humana recombinante (hAAT), a partir de las
capsides de AAV-DJ, AAV-2, AAV-8 0 AAV-9. El gen hAAT estaba bajo un promotor RSV. Se inyectaron a los ratones
(C57/BL6) mediante infusiones en la vena de la cola de 2 x 10! particulas y los niveles plasmaticos de hAAT se
determinaron mediante ELISA especifico 3, 7 y 14 dias después de la inyeccién. AAV-8, AAV-9 y AAV-DJ se
expresaron de manera eficiente e igualmente superaron al vector con una capside de AAV-2.

En otro estudio in vivo, se cuantifico la transduccion hepatica en presencia de suero humano, para evaluar la capacidad
de AAV-DJ para evadir la neutralizacién in vivo. Los ratones se inmunizaron pasivamente con 4 o 20 mg de IVIG antes
de la infusién de AAV-2, -8, -9 o -DJ que expresaban hFIX. Los niveles plasmaticos de hFIX para cada serotipo de
AAV se expresaron como porcentaje del nivel de virus correspondiente en ratones de control tratados con disolucion
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salina tamponada con fosfato en lugar de IVIG en funcién del tiempo después de la infusién. La expresion de AAV-2
se suprimi6 por completo, sin embargo, la transduccién con AAV-DJ, -8 o -9 se inhibié de una manera dependiente de
la dosis, con AAV-DJ mostrando una resistencia intermedia en la dosis alta y evasion eficiente (similar a AAV-8 y AAV-
9) a la dosis baja de IVIG. Estos resultados se confirmaron con un segundo lote de IVIG independiente de otro
proveedor (Carimune 12 %, Behring AG, datos no mostrados).

En otro estudio, se evalud la viabilidad de administrar repetidamente los diferentes virus a ratones, para evaluar la
neutralizacion cruzada de la capside. No se observé expresion génica tras la reinfusion de cualquiera de las capsides en
animales ya tratados con el mismo serotipo. Sin embargo, AAV-8 y -9 también se bloquearon eficientemente entre si, lo
que corrobora los datos previos (Gao, G. et al., J. Virol., 78: 6381-6388 (2004)). Este resultado podria oponerse al uso
de vectores basados en estos tipos salvajes en los protocolos de readministracion, aunque podrian combinarse con AAV-
2. Por el contrario, la infusién primaria de AAV-DJ permiti6 la expresion posterior (hasta un 18 %) de AAV-2, -8 0 -9,
probablemente debido al hecho de que AAV-DJ solo comparte un nimero limitado de epitopos con cada virus de tipo
salvaje. En el experimento inverso, los vectores de AAV-DJ se inhibieron en animales inmunizados con AAV-8 o -9,
mientras que proporcionaban una expresion detectable en ratones tratados con AAV-2. Esto implicaba una respuesta
inmune mas fuerte 0 mas amplia a partir de la infusion primaria de los serotipos 8 0 9. AAV-DJ fue mas resistente a los
correspondientes sueros de ratén en cultivo. Se observé una menor reactividad cruzada entre AAV-8 y -9.

AAV-DJ, asi como otras capsides de proteinas recombinantes identificadas en la biblioteca discutida a continuacién,
retuvo un dominio de unién a heparina (HBD) del AAV-2 parental. Este dominio funciona en la unién al proteoglicano
del sulfato de heparina del receptor primario de AAV-2 (Summerford, C. et al., J. Virol., 72: 1438-1445 (1998)). Para
investigar el papel del HBD de AAV-DJ, dos residuos de arginina cruciales (Kern, A. et al., J. Virol., 77: 11072-11081
(2003)) se mutaron a los residuos respectivos en AAV-8 0 -9, y se denominan en la presente memoria AAV-DJ/8 y
AAV-DJ/9. La expresion de gfp se redujo en varios 6rdenes de magnitud y fue tan baja como la observada con los
serotipos AAV-8 0 AAV-9.

Se demostr6 que la caida de la infectividad se correlacionaba con una unién reducida a las células. Una titulacién de
las particulas infecciosas en células de rifion 293 ilustré el papel del HBD para la infeccién en cultivo, como se ve por
la reduccién de la infectividad en los mutantes de HBD AAV-DJ/8 y AAV-DJ/9. Se prepararon y ensayaron mutantes
adicionales, y se identifican en la presente memoria como AAV-2/8 (HBD negativo), AAV-8/2 (HBD positivo) y AAV-
9/2 (HBD positivo). Los ensayos de union celular confirmaron el papel del HBD en la unién a las células cultivadas,
donde la caida en la unién con los mutantes se correlacioné con los datos de transducciéon. Los mutantes de AAV-8 y
AAV-9 positivos para HBD se unieron varias veces mas eficientemente que AAV-2 en células Hela, pero se
transdujeron menos eficientemente. Por tanto, la unién a las células por si sola no puede explicar la infectividad inusual
de AAV-DJ. En su lugar, se contempla un efecto sinérgico de compartir propiedades beneficiosas de los AAV-DJ
parentales, lo que da como resultado la mejora de multiples etapas en la transducciéon de AAV-DJ. También se mostrd
que el HBD influye en la biodistribucion, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Transduccion relativa de tejidos no hepaticos con vectores de AAV

Pulmén  Corazén Rifién Bazo Cerebro  Pancreas Intestino  Mdusculo

1el12 nd 0,7+0,1 08+0,1 0,2%0,0 nd nd nd nd
AAV-2

7e12 nd 1,5+,03 20+03 1,0+£0,2 nd nd nd nd
AAV-8 1e12 05+00 12+02 09+02 03+00 0200 02+0,0 03+00 0,7+0,1

7e12 25+03 25+02 26+03 1502 1502 1,2+0,2 1,202 1,9+0,2
AAV-9 1e12 0,7+01 1302 11+02 04+00 0200 02+0,0 03+00 0,8+0,1

7e12 26+03 36+04 38+04 1502 18+02 1,302 19+02 3,0%0,3
AAV-D 1e12 02+00 13+02 08+02 05%0,1 nd 0,1£0,0 01+00 02%00

7e12 06x01 23+02 2102 15+02 0400 05+0,0 05%00 0,8%0,1

1e12 06+00 1302 08+02 02+00 0200 01+0,0 02%+00 0,7+0,1
AAV-DJ/8

7e12 26+03 25+03 23+03 16+03 18+02 12+02 13+02 20+0,2

El nimero de copias de los vectores (por equivalente genémico diploide) se determiné mediante analisis de barrido
de Phosphoimager de transferencias Southern. Se analizaron al menos tres ratones independientes por dosis. Los
numeros de copias se muestran en porcentaje (redondeados a un decimal, mas desviaciones estandar) en relacién
con los del higado dentro de cada grupo, lo que permite la comparacién entre vectores y dosis. Para AAV-2, la mayoria
de las sefiales estaban por debajo del limite de deteccion de los analisis de transferencia Southern (~ 0,03 copias de
ADN de AAV bicatenario por célula), lo que evita el calculo de la transduccién relativa en estos casos (nd = no
determinado). Las sombras grises resaltan las dosis/tejidos en los que la transduccién relativa de AAV-DJ difiere en
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al menos 2 veces de los serotipos 8 y 9, asi como del mutante AAV-DJ de HBD.

AAV-8 y -9 (negativos para HBD) demostraron un tropismo no restringido, transduciendo facilmente todos los tejidos
ensayados a 1 x 10" particulas por raton. En contraste llamativo, AAV-2 e igualmente AAV-DJ (ambos positivos para
HBD) estaban restringidos al higado y, en menor grado, al corazén, rifién y bazo, y cerca o por debajo del limite de
deteccion en otros tejidos. La cuantificacién del ADN del vector bicatenario (usando el higado como estandar interno en
cada grupo) mostré que AAV-DJ transducia pulmén, cerebro, pancreas e intestino de 2 a 4 veces menos eficientemente
que los tipos salvajes 8 o0 9. El efecto del HBD en el tropismo viral se ejemplifico mejor comparando AAV-DJ con el
mutante DJ/8: la delecion de HBD alivi6 la restriccién hepatica y expandio la transduccién a tejidos no hepaticos, idénticos
a AAV-8 y -9, e incluyendo el cerebro. Estos hallazgos corroboran y explican una serie de informes sobre la amplia
diseminacién tisular de vectores basados en serotipos naturales negativos para HBD (AAV-1y -4 a -9) en ratones, perros
y monos, en contraste con el AAV-2 positivo para HBD. Notablemente, AAV-DJ también transdujo tejidos no hepaticos a
la dosis maxima de 7 x 10'? particulas, pero aiin en menor grado que los virus negativos para HBD, en particular AAV-9.
Incluso con esta dosis, la transduccién del cerebro y también del pulmén permanecié marginal.

Si bien los aspectos descritos anteriormente se refieren principalmente a una proteina de la capside de AAVr, se
reconoce que se pueden usar y contemplar capsides que tienen secuencias de aminoacidos y/o nucleétidos que son
similares en secuencia y que tienen la misma funcién. En un aspecto, se contempla una proteina de la capside
recombinante que tiene al menos aproximadamente un 60 % de identidad de secuencia, ademas al menos
aproximadamente un 70 % de identidad de secuencia, al menos aproximadamente un 75 % de identidad de secuencia,
al menos aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia, al menos aproximadamente un 85 % de identidad de
secuencia, al menos aproximadamente un 90 % de identidad de secuencia, al menos aproximadamente un 95 % de
identidad, al menos aproximadamente un 96 % de identidad de secuencia, al menos aproximadamente un 97 % de
identidad de secuencia, al menos aproximadamente un 98 % de identidad de secuencia, o al menos aproximadamente
un 99 % de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos identificadas en el listado de secuencias.

Se apreciara que las sustituciones conservativas de aminoacidos pueden estar en la secuencia polipeptidica, para
lograr proteinas que tengan, por ejemplo, un 60 %, 70 %, 75 % 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de
identidad de secuencia con un polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos descrita en la presente
memoria, y preferiblemente con retencion de la actividad de la secuencia nativa. Las sustituciones conservativas de
aminoacidos, como se conocen en la técnica y como se hace referencia en la presente memoria, implican la sustitucion
de aminoacidos en una proteina con amino&cidos que tienen cadenas laterales similares en términos de, por ejemplo,
estructura, tamario y/o propiedades quimicas. Por ejemplo, los aminoacidos dentro de cada uno de los siguientes
grupos pueden intercambiarse con otros aminoacidos del mismo grupo: aminoacidos que tienen cadenas laterales
alifaticas, que incluyen glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; aminoacidos que tienen cadenas laterales no
aromaticas que contienen hidroxilo, tales como serina y treonina; aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas,
tales como acido aspartico y acido glutamico; aminoacidos que tienen cadenas laterales de amida, que incluyen
glutamina y asparagina; aminoacidos basicos, que incluyen lisina, arginina e histidina; aminoacidos que tienen
cadenas laterales de anillos aromaticos, que incluyen fenilalanina, tirosina y triptéfano; y aminoécidos que tienen
cadenas laterales que contienen azufre, que incluyen cisteina y metionina. Ademas, los aminoacidos que tienen
cadenas laterales &cidas, tales como acido aspartico y acido glutamico, se consideran en la presente memoria
intercambiables con aminoacidos que tienen cadenas laterales de amida, tales como asparagina y glutamina.

Se ha desarrollado un sistema modelo de raton que es severamente inmunodeficiente. Estos ratones con deficiencia de
fumarilacetoacetato hidrolasa (Fah) se pueden pretratar con un adenovirus que exprese uroquinasa y luego injertar en
gran medida (hasta un 90 %) con hepatocitos humanos de miiltiples fuentes, incluyendo biopsias de higado. Ademas,
las células humanas se pueden trasplantar en serie de donantes primarios y repoblar el higado durante al menos cuatro
rondas secuenciales. Las células expandidas mostraron el tipico metabolismo de los farmacos en seres humanos. Este
sistema proporciona una plataforma sélida para producir hepatocitos humanos de alta calidad para el cultivo de tejidos.
También puede ser Util para ensayar la toxicidad de los metabolitos de farmacos y para evaluar patdgenos que dependen
de las células hepaticas humanas para su replicacion. (Azuma, et al., (2007) Nature Biotech. 25: 903-910).

Se ha disefiado un modelo de ratén humanizado, conocido como ratones FRG (Yecuris Corporation, Portland, OR}),
para permitir que los investigadores crezcan y expandan poblaciones de hepatocitos humanos in vivo para
investigacion y ensayo de farmacos. El modelo FRG tiene los genes Fah, Rag e lIrg inactivados. La inactivacion de
Fah produce dafio hepatico en el raton, la ausencia de Rag elimina la parte del sistema inmune innato que rechaza
otras células de ratén y la inactivacion de llrg inactiva la parte del sistema inmune que evitaria el injerto de células de
otras especies, incluyendo los seres humanos. Por tanto, el ratdn FRG puede repoblarse con células de donante
humano de eleccién o repoblarse a partir de un grupo de donantes precalificados. Los animales pueden recibir
hepatocitos humanos que oscilan entre el 5-95 % de la masa total del higado. Los ratones FRG no repoblados también
estan disponibles para su uso como controles de estudio.

La proteina de la capside de AAV recombinante puede estar compuesta por una primera secuencia de residuos de
aminoacidos de un primer serotipo de AAV y al menos una segunda secuencia de residuos de aminoacidos de un
segundo serotipo de AAV. La primera secuencia es un conjunto conservado de aminoacidos de una secuencia de
aminoacidos contigua del primer serotipo de AAV. La segunda secuencia es un conjunto conservado de aminoacidos
de una secuencia de aminoacidos contigua del segundo serotipo de AAV. Un "conjunto conservado” de aminoacidos
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se refiere a una secuencia de aminoacidos contigua que es idéntica o muy homéloga a una secuencia de aminoacidos
en el serotipo de AAV. En una realizacion, la homologia cercana significa al menos aproximadamente un 80 % de
identidad de secuencia. En una realizacién, la homologia cercana significa al menos aproximadamente un 90 % de
identidad de secuencia. Una secuencia de aminoacidos contigua en dicho grupo conservado puede tener una longitud
de 2 a2 500, 22400, 2 a300,2a200,2a100 o 2 a 50 residuos de aminoacidos.

También se apreciara que los vectores recombinantes descritos en la presente memoria se contemplan para su uso
en métodos para expresar un gen de interés en una variedad de células y en un mamifero. La transduccion en lineas
celulares ademas de las lineas celulares descritas en la presente memoria son ejemplares, y se contemplan otras
lineas celulares, particularmente células madre. En términos del uso in vivo, el método comprende preferiblemente
introducir un AAV recombinante (AAVr) en un mamifero, el vector de AAV recombinante que codifica el gen de interés
y comprende una proteina de la capside que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de
secuencias identificadas en el listado de secuencias que acomparia a la presente descripcion. El vector que expresa
un gen de interés se introduce en el mamifero, tipicamente mediante inyeccién, por via intravenosa, subcutanea,
parenteral o similar. El gen de interés puede ser cualquier gen, y un experto en la técnica identifica facilmente muchos
genes adecuados para la expresion con fines terapéuticos o no terapéuticos. La secuencia de nucleétidos del gen de
interés esta tipicamente "unida operativamente" a una o mas de otras secuencias de nucleétidos, que incluyen, pero
no estan limitadas a, el gen de una proteina de la capside seleccionada, un promotor y potenciador, y similares.

Un gen esta "unido operativamente" a otra secuencia de nucleétidos cuando se coloca en una relacion funcional con
otra secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, si una secuencia codificante esta unida operativamente a una secuencia
promotora, esto generalmente significa que el promotor puede promover la transcripcion de la secuencia codificante.
Unido operativamente significa que las secuencias de ADN que se unen son tipicamente contiguas y, cuando es
necesario para unir dos regiones codificantes de proteinas, contiguas y en marco de lectura. Sin embargo, dado que
los potenciadores pueden funcionar cuando estan separados del promotor por varias kilobases y las secuencias
intronicas pueden tener una longitud variable, algunas secuencias de nucleétidos pueden estar unidas operativamente
pero no ser contiguas. Ademas, como se define en la presente memoria, se pretende que una secuencia de nucleétidos
se refiera a una matriz lineal y secuencial natural o sintética de nucleétidos y/o nucleésidos, y derivados de los mismos.
Los términos "que codifica" y "codifica” se refieren al proceso mediante el cual una secuencia de nucleétidos, a través
de los mecanismos de transcripcion y traduccidn, proporciona la informacién a una célula a partir de la cual una serie
de aminoéacidos se puede ensamblar en una secuencia de aminoacidos especifica para producir un polipéptido.

IIl. Generacién de una biblioteca de nuevas capsides de AAV

Se describe un método para generar una biblioteca de nuevas capsides de AAV. También se describe un método para
aislar un plasmido de AAV recombinante que incluye una nueva capside de AAV.

La presente descripcién proporciona un método para generar una biblioteca de nuevas capsides de AAVr, que incluye
las figuras y el listado de secuencias. Los acidos nucleicos aislados que codifican genes de la capside se obtienen
usando cebadores disefiados para incluir una parte especifica de serotipo fusionada con regiones distintivas comunes
que flanquean la secuencia de acido nucleico de la capside. Después, los acidos nucleicos aislados se digieren o
fragmentan, tal como con DNAsel, en fragmentos de, por ejemplo, entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente
1,0 kb. A continuacion, los fragmentos se vuelven a ensamblar en piezas mas grandes mediante la realizacién de
PCR, como con la polimerasa Taq, en ausencia de cebadores adicionales. Debido a la naturaleza relacionada de los
genes fragmentados, los fragmentos de genes tienen regiones superpuestas de homologia que permiten que los
fragmentos se autoceben en ausencia de un cebador adicional. Después de multiples rondas de PCR, se obtienen
productos que tienen una longitud aproximadamente igual a la de los genes de la céapside original. Los productos de
PCR incluyen productos hibridos que contienen nuevas regiones de la capside de AAVr.

Los productos de PCR de longitud completa se amplifican entonces por PCR, con polimerasa Platino Pfx u otra
polimerasa, usando cebadores que se unen a las regiones distintivas que estan contenidas en los productos de PCR
de longitud completa porque estaban presentes en los cebadores originales usados para aislar las secuencias de
acido nucleico de la capside. Los productos de PCR de esta etapa de amplificacién se clonan entonces en un plasmido
convencional, para proporcionar una biblioteca de nuevos genes de capside de AAV. Los genes de la capside se
pueden clonar en un plasmido de AAV que contiene una ITR de rep, para crear posteriormente la biblioteca viral real.

Un método para aislar un AAV recombinante que incluye una nueva capside de AAV recombinante, es decir, se aisla
una "capside de AAVr" como se ha descrito anteriormente. Las secuencias de la capside hibrida se clonan en un
plasmido que es capaz de producir un genoma de AAV infeccioso, tal como un plasmido que comprende el gen rep
de AAV-2, asi como las dos ITR de AAV-2. La biblioteca de plasmidos se puede transfectar en células con un plasmido
auxiliar adenoviral para producir virus. A continuacion, el virus se amplifica en células en presencia de un virus auxiliar,
como el virus auxiliar adenovirus-5 de tipo salvaje. El virus puede amplificarse en presencia de una o mas formas de
presion selectiva, tal como en presencia de inmunoglobulina humana. Los virus que sobreviven a multiples subcultivos
bajo presién selectiva se eligen para su posterior estudio 0 uso.

Este enfoque se uso para generar una biblioteca para la seleccién in vitro en células hPAEC. Brevemente, el gen de
la capside de diez serotipos diferentes de AAV (AAV-1, AAV-2, AAV-3B, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-8, AAV-9, AAV
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aviar y AAV bovino ) se fragmenté y los productos de PCR se clonaron romos en el plasmido pCR4-TOPQ, disponible
en Invitrogen. Se secuenciaron veinticuatro (24) subclones para confirmar que se crearon secuencias de capside que
son un hibrido de diferentes serotipos. Las secuencias de los diez serotipos estaban representadas en los subclones.
Tipicamente, las secuencias de la capside hibrida incluian secuencias de al menos dos, y con frecuencia, mas de seis,
de los serotipos. Las secuencias de la capside en el plasmido pCR4-TOPO se subclonaron entonces en un plasmido
que comprendia el gen rep de AAV-2, asi como las dos ITR de AAV-2, que se us6 entonces para transformar bacterias.
Se estima que se obtuvo aproximadamente una biblioteca de 3 x 10* variantes de genes de la capside hibridos de
AAYV a partir de una sola reaccion y de 10 placas de bacterias. El aumento de escala (incluyendo la siembra en placas
en 100 placas de bacterias) dio como resultado una biblioteca de plasmidos de aproximadamente 6,9 x 10° clones.
Esta biblioteca de plasmidos se cotransfecté a continuacion en células de rifibn embrionario humano 293 junto con un
plasmido auxiliar adenoviral, para producir una biblioteca viral de particulas hibridas de AAV.

Se incubaron diversas cantidades de AAV mezclado purificado con células PAEC en un rango de MOI (multiplicidad
de infeccion), y posteriormente se infectaron con el virus auxiliar necesario para la replicacion del AAV (en este caso,
adenovirus humano de tipo salvaje). Idealmente, el adenovirus lisaria las células en tres dias, proporcionando al AAV
tiempo suficiente para replicarse y que el virus Ad recién sintetizado se liberara en el medio. El medio se recogio 3
dias después de la infeccion y se usé directamente para el analisis por transferencia Western usando anticuerpos
especificos para las proteinas CAP de AAV VP1, VP2 y VP3. Con el fin de evitar el empaquetamiento cruzado (un
fenémeno especifico de los AAV estrechamente relacionados), se selecciond la muestra con el nivel mas bajo, pero
detectable, de proteinas VP sobre la base de la transferencia Western, para la siguiente ronda de seleccion. Esto
ayudo a optimizar la astringencia de la biblioteca en cada ronda de amplificacion, al garantizar que se administrara un
Unico genoma viral a cada célula y, posteriormente, se empaquetara en la capside expresada a partir de su propio
genoma. Antes de la siguiente ronda de seleccién, el sobrenadante se calenté a 65 °C durante 30 minutos, para
inactivar el virus Ad mas sensible a la temperatura sin afectar los AAV presentes en la muestra.

La biblioteca seleccionada de variantes de la capside de AAV se coinfectd entonces con el virus auxiliar adenovirus-5 de
tipo salvaje y se amplificé con éxito en varias lineas celulares posibles conocidas en la técnica. La amplificacion exitosa
de la biblioteca viral se confirm6 mediante transferencias Western de extractos de células completas usando el anticuerpo
B1 que reconoce un epitopo de ocho aminoacidos que se conserva en gran medida en la mayoria de los serotipos de
AAV conocidos y, por lo tanto, deberia estar presente en la mayoria de los AAV hibridos descritos en la presente memoria.
Se detectaron particulas replicantes de AAV en todas las lineas celulares ensayadas durante hasta cinco subcultivos
consecutivos. Se usaron extractos de células completas de congelacién-descongelacién para infectar células frescas
cada vez. Hasta la fecha, la biblioteca viral también se ha subcultivado con éxito seis veces en hepatocitos humanos
primarios, que son notoriamente dificiles de infectar con vectores basados en AAV de tipo salvaje.

La biblioteca viral también se amplificé en células Huh-7 humanas en presencia de inmunoglobulina humana (IVIG).
Se encontré que la IVIG especifica usada (IVIG Gamimune®N 10 % de Bayer) contenia abundantes anticuerpos
neutralizantes frente a AAV-2 y AAV-3, asi como algunos anticuerpos frente a AAV-1, AAV-4, AAV-5 y AAV-6. Por lo
tanto, la amplificacion en células Huh-7 humanas en presencia de 1VIG proporcioné una presion selectiva para los
hibridos de AAV que comprenden dominios de diferentes serotipos, ya que la seleccidén para una infeccién de alta
eficiencia de las células Huh-7 favorece los dominios de AAV-2, mientras que la seleccién para escapar de la
neutralizacién por IVIG favorece los dominios de AAV-8 y AAV-9. La seleccién fue exitosa, ya que se encontré que
con subcultivos crecientes de la biblioteca, se conseguia una tolerancia creciente a IVIG. Después del cuarto
subcultivo, el virus superviviente pudo amplificarse en presencia de 500 L de IVIG, mientras que después del primer
subcultivo, el virus superviviente sélo pudo amplificarse en presencia de aproximadamente 10 pL de IVIG.

Después del 5° subcultivo, las secuencias de la capside hibrida se amplificaron por PCR y se clonaron romos en pCR4-
TOPO. Se secuenciaron las secuencias de la capside de 96 colonias y se encontré que eran idénticas. La secuencia
de la capside hibrida es la secuencia de AAV-DJ descrita anteriormente.

Por lo tanto, se creé una biblioteca de plasmidos usando el mezclado de familias de ADN (Crameri et al., Nature, 391:
288-291 (1998)) de los genes de la capside de AAV parental. Posteriormente, se generé una biblioteca viral, mediante la
transfeccion de la biblioteca de plasmidos en células junto con un plasmido auxiliar adenoviral. Esta segunda biblioteca
viral se sometié entonces a presion de seleccién para aislar candidatos especificos. A partir de ellos, se aislaron y
subclonaron genes de la capside mezclados seleccionados en un plasmido auxiliar de AAV, para producir vectores de
AAV recombinantes que comprenden la capside hibrida. Mas particularmente, se us6 el mezclado de familias de ADN
para crear una biblioteca compleja de particulas hibridas de diez tipos salvajes diferentes. La amplificacion en serie en
células humanas enriquecio hibridos de una multitud de serotipos de AAV. Se descubri6 que la quimera AAV-2-8-Q a la
que se hace referencia como AAV-DJ es superior a los AAV naturales en células cultivadas y super6 al prototipo de AAV-
2 en tejido in vivo. Los vectores con una capside de AAV-DJ fueron superiores in vitro y proporcionaron un rendimiento
sélido y especifico in vivo y proporcionaron la capacidad de evadir la neutralizacién humoral por el suero humano.
Ademas, se encontré que varios aislados de las bibliotecas de AAV seleccionados in vitro e in vivo generadas segun los
métodos descritos en la presente memoria superan a la capside de AAV-DJ descrita anteriormente.

Después de varias rondas de seleccion, se observé un solo clon. Este nuevo aislado de AAV se denominé "AAV-
PAEC". Posteriormente, se aislaron AAV-PAEC adicionales, y en la presente memoria se identifican los aislados de
AAV-PAEC2, AAV-PAEC4, AAV-PAECS6, AAV-PAEC7, AAV-PAECS, AAV-PAEC11, AAV-PAEC12 y AAV-PAEC13.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2857773 TS5

También se crib6 la biblioteca de AAV in vivo en ratones FRG humanizados. Se inyectaron a los animales diferentes
cantidades de biblioteca de AAV, seguido de una inyeccion de una cantidad fija de virus Ad5 de tipo salvaje. Después
de tres dias, los animales se sacrificaron y sus higados se extrajeron, homogeneizaron y congelaron en partes
alicuotas. Se us6 una parte alicuota de cada animal para el analisis por transferencia Western usando el anticuerpo
anti-VP1-2-3 CAP para la deteccién. Una vez que se identificé al animal con la sefial mas baja, pero detectable, se
proceso otra parte alicuota congelada del higado de ese animal y se inyect6 lisado de higado aclarado en diferentes
cantidades en otro grupo de animales. Como en el experimento in vitro descrito en el Ejemplo 1, con el fin de inactivar
el hAd5 presente en el lisado, el lisado de higado se incub6 a 65 °C durante 30 minutos, antes de la inyeccion en otra
cohorte de animales.

Con cada ronda de seleccion, se secuenciaron 100-150 clones. El ADN de AAV se aislé del lisado de higado y se usé
para secuenciar los genes CAP presentes en el conjunto. Se descubrié que la biblioteca era muy variable en las etapas
tempranas de seleccion in vivo, mientras que en las ultimas rondas de seleccion, se produjo claramente una seleccién
positiva para ciertos clones de AAV en la biblioteca de AAV.

Se identificaron y secuenciaron varios AAVr nuevos con alta eficiencia. También son valiosos los nuevos serotipos
especificos de AAVr seleccionados in vitro en células endoteliales arteriales pulmonares humanas.

IV. Ejemplos

Los siguientes ejemplos son de naturaleza ilustrativa y de ninguna manera pretenden ser limitantes. Para los
procedimientos técnicos, se puede hacer referencia a la Solicitud de Patente de EE. UU. con nimero de serie
12/538.791, publicada como US 20100047174, asi como a Grimm, D. et al., (Blood, 102: 2412-2419 (2003)).

Ejemplo 1
Generacién de bibliotecas de capsides de AAV
A. Plasmidos para la generacion de bibliotecas de capsides de AAV

Se obtuvieron plasmidos que contenian genes de capside (cap) de longitud completa de diez serotipos diferentes de
AAV de tipo salvaje (wt), a saber, AAV-1, -2, -3B, -4, -5, -6, -8, -9, AAV aviar y bovino y AAV de cabra, que se sintetizd
parcialmente (GeneArt, Regensburg, Alemania) como un fragmento de 888 nt (nt 1023 a 1910). Este subclon abarca
toda la mitad derecha de la proteina de la capside de AAV de cabra, que comprende las 42 diferencias reportadas
entre AAV de cabra y AAV-5. Estos genes cap se amplificaron inicialmente mediante PCR y se subclonaron en
pBlueScript Il SK (Stratagene). (Véase la Figura 1). El propoésito era flanquear todos los genes cap con sitios para las
enzimas de restriccion Unicas Pac | (5') o Asc | (3'), para facilitar la clonacién posterior de genes cap "mezclados” en
un plasmido de AAV de tipo salvaje. Todos los cebadores también contenian un sitio Hind 1l (5') o Spe | (3}, para
permitir la clonacién dirigida en pBlueScript (ninguna de las cuatro enzimas de restriccion corta en ningun gen cap
parental). Se inserté una region de firma de 20 nt entre los dos sitios de restriccién en cada cebador, para proporcionar
sitios de unién del cebador conservados para la posterior amplificacion por PCR de genes mezclados.

En paralelo, se preparé por ingenieria un plasmido receptor de cap de tipo salvaje para contener los elementos de
empaquetamiento (ITR) de AAV-2 que flanquean el gen rep de AAV-2 (que codifica proteinas de replicacién de AAV),
junto con los sitios Pac | y Asc | para la clonacién de cap, y el sitio de poliadenilacién de AAV-2. Por lo tanto, el rep de
AAV-2 (nt 191 a 2189) se amplificé por PCR usando cebadores que contenian sitios Bgl Il y luego se subcloné en
pTRUF3 (que portaba las ITR de AAV-2 con sitios Bgl Il adyacentes).

B. Mezclado de familias de ADN de genes de la capside de AAV

Para el mezclado de ADN de los genes de la capside de AAV, se us6 un protocolo de 2 etapas en el que los genes
parentales se fragmentaron primero con la enzima ADNasa | y luego se reensamblaron en nuevos genes de longitud
completa mediante PCR sin cebador. Esto fue seguido por una segunda PCR que incluia cebadores que se unian
fuera de los genes cap, lo que permitid su subclonacion en el plasmido ITR/rep receptor de tipo salvaje para
empagquetarlo en una biblioteca de AAV. Inicialmente, todos los genes cap se aislaron de los subclones mediante
digestion con Hind 11l/Spe | (Eco Rl para AAV de cabra) y luego se optimizaron las condiciones de reaccién como
sigue. Se ensayaron varias concentraciones de ADNasa | y tiempos de incubacién, con el objetivo de obtener un
conjunto de fragmentos con un tamafio de entre 0,2 y 1,0 kb . Las condiciones 6ptimas encontradas fueron: 1 ug por
gen cap, 1 uL de ADNasa | prediluida 1:200 (10 U/uL, Roche), Tris Cl 50 mM pH 7,4, MgCl2 1 mM, volumen total de
50 pL. La reaccién se incubé durante 2 min a temperatura ambiente y luego se detuvo mediante inactivacion por calor
a 80 °C durante 10 min. Se aislaron fragmentos de los tamarios deseados ejecutando toda la reaccién en un gel de
agarosa al 1 % (volumen final total ~60 pl). La reaccion de PCR de reensamblaje se optimizé entonces ensayando
varias ADN polimerasas (Pfx Platinum, Stratagene; DeepVent, NEB; Taq, Amersham) y las condiciones respectivas.
Los mejores resultados se obtuvieron usando Lechos de PCR PuReTaq Ready-To-Go (Amersham) y las siguientes
condiciones: 25 uL de fragmentos de cap purificados, programa: 4 min 95 °C, 40 ciclos (1 min 95 °C, 1 min 50 °C,
3 min 72°C), 10 min 72 °C, 10 min 4 °C. El andlisis en gel de agarosa (1 %) de 1 uL de esta reaccidn mostro tipicamente
una mancha de hasta 5 kb y sin bandas distintas. A continuacién, se evaluaron las mismas tres polimerasas anteriores
para la segunda PCR que contiene el cebador, y se encontré que las siguientes condiciones eran 6ptimas: 1 uL de
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Pfx Platinum, 2 uL de producto de la primera PCR, MgS04 1 mM, 1 ug de cada cebador (véase mas abajo) , 0,3 mM
cada dNTP, volumen total 50 L, programa: 5 min 94 °C, 40 ciclos (30 seg 94 °C, 1 min 55 °C, 3 minutos 68 °C),
10 min 68 °C, 10 min 4 °C. Los cebadores usados se unieron a las regiones de firma de 20 nt descritas en el capitulo
anterior. Esta reaccioén proporcioné una banda de cap de longitud completa de ~2,2 kb distinta (gel de agarosa al
1 %), que se purifico (60 uL en total) y se clond (4 uL) usando el kit de clonacién de PCR Zero Blunt TOPO (con células
TOP10 electrocompetentes) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Esta etapa de clonacién intermedia mejord
significativamente el rendimiento de genes cap mezclados, en comparacion con los esfuerzos para clonar directamente
el producto de PCR por medios convencionales (datos no mostrados). A continuacion, los genes cap mezclados se
liberaron del plasmido TOPO mediante una doble digestién con Pac | y Asc | y se clonaron en el plasmido receptor
ITR/rep digerido de forma apropiada. Realizando estas reacciones en condiciones minimas (volimenes y cantidades),
se obtuvo una biblioteca de aproximadamente 3 x 104 colonias bacterianas. El aumento de escala de cada etapa
(incluido la siembra el placas final en placas de 100 x 15 ¢m) dio como resultado una biblioteca final de ~6,9 x 10°
clones de plasmido. Su integridad, diversidad genética y funcionalidad se confirmaron por secuenciacion de ADN y
estudios de expresién a pequefia escala. A partir de estos Ultimos, se determiné por extrapolacién que la biblioteca
viral (a continuacion) retuvo >90 % de viabilidad.

C. Amplificacién selectiva in vitro de la biblioteca de capsides
Disefio experimental:

Se incubaron diversas cantidades de AAV mezclado purificado con diferentes lineas celulares (en placas de 6 cm),
junto con cantidades variables de adenovirus auxiliar tipo 5. Idealmente, el adenovirus lisaria las células en tres dias,
proporcionando al AAV tiempo suficiente para replicarse. Las cantidades de AAV se ajustaron para obtener sefales
minimas en los analisis de transferencia Western de extractos celulares. Esto ayudd a optimizar la astringencia de la
biblioteca en cada ronda de amplificacién, al garantizar que se administrara un Unico genoma viral a cada célula y,
posteriormente, se empaquetara en la capside expresada a partir de su propio genoma.

En el presente estudio, las células de interés (células PAEC) se infectaron con una biblioteca de AAV en un rango de
MOI (multiplicidad de infeccion) y posteriormente se infectaron con el virus auxiliar necesario para la replicacion de AAV
(en este caso, adenovirus humano de tipo salvaje). La replicacion de AAV depende de la replicacion del virus Ad. El virus
Ad conduce a la lisis celular y a la liberacién de virus Ad recién sintetizado en el medio. Este proceso libera también virus
AAV recién sintetizados. El medio se recogié 3 dias después de la infeccion y se usé directamente para el analisis de
transferencia Western usando anticuerpos especificos para las proteinas CAP de AAV VP1, VP2 y VP3. Con el fin de
evitar el empaquetamiento cruzado (un fendémeno especifico de los AAV estrechamente relacionados), se seleccioné la
muestra con el nivel mas bajo, pero detectable, de proteinas VP sobre la base de la transferencia Western para la
siguiente ronda de seleccion. Antes de la siguiente ronda de seleccion, el sobrenadante se calenté a 65 °C durante 30
minutos, para inactivar el virus Ad mas sensible a la temperatura sin afectar los AAV presentes en la muestra.

D. Andlisis de proteinas de AAV

Los analisis de transferencia Western e inmunofluorescencia se llevaron a cabo como se ha reportado (Grimm, D. et
al., Blood, 102: 2412-2419 (2003)) usando el anticuerpo monoclonal B1 para la deteccién de proteinas de la capside
de AAV inmovilizadas, util porque su epitopo de ocho aminoacidos esta conservado en gran medida en los serotipos
de AAV conocidos.

En la Figura 3 se muestran las transferencias Western de la Ronda-1 y la Ronda-2 de la seleccién de la biblioteca de
AAV en células PAEC humanas. En el cribado se usaron dos bibliotecas de AAV, llamadas "Biblioteca 1" o "Lib1" y
"Biblioteca 2/3" o "Lib2/3". La Biblioteca 1 tuvo una titulacién significativamente mas baja que la Biblioteca 2/3. En la
Fig. 3, los numeros sobre cada carril indican la cantidad en microlitros [ul] de cada biblioteca usados por 500 ul de
infeccion total, y "+ Ad" y "- Ad" indican (-)Grupos de control de biblioteca tratados (+ ) o no tratados (-) con Ad,
respectivamente. Las muestras seleccionadas para las siguientes rondas de seleccién de la biblioteca de AAV se
indican mediante cuadros, asi como en negrita y subrayado.

De manera similar, la Figura 4 muestra las transferencias Western de la Ronda-2 y la Ronda-3 de la seleccion de la
biblioteca de AAV. Se puede ver que la sefial especifica en las muestras de la Biblioteca 2/3 es débil, mientras que la
sefial especifica en las muestras de la Biblioteca 1 es fuerte. La Figura 5 muestra los datos de la Ronda-3 y la Ronda-
4 final de la seleccién de la biblioteca AAV en células hPAEC.

En cada ronda de seleccion, el sobrenadante recogido se usO para aislar el ADN de AAV para el andlisis por
secuenciacion de los genes CAP presentes en el conjunto. Se secuenciaron de veinticinco a treinta clones aleatorios
en cada ronda, incluyendo la Biblioteca 1 inicial. Los resultados se muestran en la Figura 6, que indica el porcentaje
del conjunto que representa cada clon diferente, en cada ronda de seleccién. Como puede verse en la Fig. 6, los
veinticinco clones secuenciados de la Biblioteca 1 eran diferentes, mientras que con cada ronda de seleccion se puede
observar la acumulacién especifica de un solo clon. Después de la Ronda-4, los treinta clones secuenciados tenian
una secuencia idéntica. Este nuevo aislado de AAV se denominé "AAV-PAEC".

Las Figuras 7 y 8 muestran la relacion del AAV-PAEC con los serotipos de AAV de tipo salvaje. La Figura 7 ilustra que
el AAV-PAEC esta mas estrechamente relacionado con AAV1 y AAV6, con la mayor parte de la regién 5' del gen CAP
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(o region N de la proteina) derivada de AAV-3B. AAV1 y AAV6 son muy similares entre si a nivel de aminoacidos v,
por lo tanto (como se ilustra en la Fig. 8), es posible considerar AAV-PAEC como si se derivara de AAV-3By AAV1, 0
de AAV-3B y AAV6; en cada caso, tres aminoacidos difieren en AAV-PAEC en comparacién con AAV1 o AAV6.

La Figura 9 muestra una estructura 3D predicha de AAV-PAEC (basada en la estructura resuelta de parte de la proteina
VP3 de AAV2), asumiendo que AAV-PAEC estd compuesto por secuencias de AAV3B y AAV6 (véase la Figura 8).
Las 3 mutaciones en las posiciones 418, 531 y 584 estan sombreadas en gris.

Ejemplo 2
Estudios in vivo

La biblioteca de AAV generada segun el ejemplo anterior y cribada para seleccionar nuevos aislados de AAV in vitro
en células endoteliales de la arteria pulmonar humana (hPAEC) se cribé entonces in vivo en ratones FRG
humanizados, segun los métodos descritos a continuacion.

Disefio experimental de la seleccién de bibliotecas de AAV in vivo

Similar al esquema de selecciéon de AAV in vitro descrito en el Ejemplo 1, la biblioteca combinada de AAV se crib6 en
ratones FRG. Como se muestra en la Figura 10, a los animales se les inyectaron diferentes cantidades de biblioteca
de AAV, seguido de la inyeccién de una cantidad fija de virus Ad5 de tipo salvaje. Después de tres dias, los animales
se sacrificaron y sus higados se extrajeron, homogeneizaron y congelaron en partes alicuotas. Se us6 una parte
alicuota de cada animal para el analisis por transferencia Western usando el anticuerpo anti-VP1-2-3 CAP para la
deteccién. Una vez que se identificé al animal con la sefial mas baja, pero detectable, se proces6 otra parte alicuota
congelada de higado de ese animal y se inyect6 lisado de higado aclarado en diferentes cantidades en otro grupo de
animales. Como en el experimento in vitro descrito en el Ejemplo 1, con el fin de inactivar el hAd5 presente en el lisado,
el lisado de higado se incub6 a 65 °C durante 30 minutos antes de la inyeccién en otra cohorte de animales.

El disefio experimental que se muestra en la Figura 10 se modificé para que en cada ronda de seleccion se usaran
uno o dos animales FRG humanizados (Figura 11). Los lisados de higado de cada animal en la seleccion de AAV in
vivo se analizaron mediante PCR especifica de CAP. Como puede verse en la Figura 12, la banda especifica de CAP
(~2,2 kb) estaba presente en todos los animales FRG humanizados usados en el estudio, y la intensidad de la sefal
es fuerte en todas las muestras. En los animales FRG de control no humanizados, la sefial especifica de CAP se
pierde después de 3 rondas de seleccion, lo que indica que no se observé una amplificacién especifica de AAV en
es0s animales (esto era de esperar, ya que el virus Ad5 humano requerido para la replicaciéon de AAV no infecta/replica
en células de ratén, sino solo en células humanas, apoyando asi la replicacion de AAV solo en hepatocitos humanos
presentes en animales FRG humanizados). Este control muestra ademas que en animales FRG humanizados la
seleccion de AAV tuvo lugar en hepatocitos humanos pero no en células de ratén.

Con cada ronda de seleccion, el ADN de AAV se aisl6 del lisado de higado y se us6 para secuenciar los genes CAP
presentes en el conjunto. La Figura 13 compara los datos para (1) la biblioteca de AAV inyectada en el primer animal,
(2) el lisado obtenido del primer animal y (3) el lisado del cuarto animal. En cada ronda, se secuenciaron 100-150
clones. La mayoria de los clones secuenciados de la biblioteca y de Ratén-1 eran diferentes entre si, mostrando una
alta variabilidad de la biblioteca en las primeras etapas de la seleccién in vivo (se identificé un nimero tan grande de
clones diferentes en la biblioteca y en Ratén-1 que se representan como una barra negra sélida en la representacion
grafica que se muestra aqui). En Ratén-4, sin embargo, mas del 24 % de los clones secuenciados tenian una
secuencia idéntica, mostrando una seleccion positiva para ciertos clones de AAV presentes en la biblioteca de AAV.

Después de la seleccién in vivo de serotipos de AAVr en hepatocitos humanos en un ratén con un higado humanizado,
se identificaron y secuenciaron varios AAVr nuevos con alta eficiencia. También son valiosos los nuevos serotipos
especificos de AAVr seleccionados in vitro en células endoteliales arteriales pulmonares humanas (tales como, por
ejemplo, pero sin limitarse a, los aislados de AAV-PAEC2, AAV-PAEC4, AAV-PAECS6, AAV-PAEC7, AAV-PAECS,
AAV-PAEC11, AAV-PAEC12 y AAV-PAEC13) .

La Figura 14 ilustra una reconstruccion de la relaciéon genealdgica entre uno de los aislados in vivo, AAV-LK01 y los
AAYV de tipo salvaje usados para generar la biblioteca (tal como se muestra en la Figura 1). AAV-LKO1 esta mas
estrechamente relacionado con AAVS8. La parte inferior de la Fig. 14 representa graficamente el origen predicho de
diversas regiones del nuevo aislado basandose en la identidad de ciertos residuos de aminoacidos en estas regiones
que corresponden a residuos dentro de los AAV de tipo salvaje.

La Figura 15 muestra una estructura 3-D predicha de AAV-LK01 (basada en la estructura resuelta de parte de la proteina
VP3 de AAV2). Las mutaciones puntuales indicadas en la Figura 14 estan sombreadas en gris en el modelo 3D.

Con el fin de predecir mejor las caracteristicas de los nuevos aislados de AAV seleccionados in vivo y para obtener
informacién sobre el receptor usado por dichos aislados para unirse a/entrar en las células, comparamos sus
secuencias con las de AAV-2 de tipo salvaje, observando especificamente los aminoacidos responsables de la unién
de heparina. Los residuos implicados en la unién de heparina en AAV2 se compararon con residuos en los nuevos
aislados AAV-PAEC y AAV-LKO1. Las fuentes de AAV de los aminoacidos en los nuevos AAV en las posiciones
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indicadas se proporcionan entre paréntesis en la Figura 16. La regiéon completa del AAV-LK1 donde se encuentran
esos residuos se derivo de AAV8, y por lo tanto, se puede predecir que AAV-LKO1 se parecera mucho a AAV8 cuando
se trata de la eleccion de un receptor. AAV-PAEC, por otro lado, diferia significativamente de AAV2, y cada uno de los
residuos podria haberse derivado de varios otros AAV, con AAV1 y AAV6 contribuyendo a cada uno de los 6 residuos
implicados en la unién de heparina. Por tanto, podria predecirse que AAV-PAEC usara el mismo receptor o un receptor
similar que AAV1 y/o AAV6.

La Figura 17 muestra una reconstruccion de la relacién genealdgica entre los tres primeros aislados seleccionados in
vivo, AAV-LK01, AAV-LKO2 y AAV-LKO3 y los AAV de tipo salvaje usados para generar la biblioteca. Se encontr6 que
AAV-LKO1 estaba mas estrechamente relacionado con AAV8, AAV-LK02 con AAV1 y AAV6, y AAV-LKO3 con AAV3B.

La Figura 18 representa graficamente la secuencia de AAV-LKOZ2 y la identidad de los residuos de aminoacidos
correspondientes en el nuevo aislado en comparacién con los diversos AAV de tipo salvaje. AAV-LKO2 parece derivar
principalmente de AAV1 (o AAVS, - debido a un % de homologia muy alto entre AAV y AAVB), con la excepcion de
una regién hipervariable de 50 amino&cidos (aa) entre los aminoacidos no. 450-500. La tabla muestra cada una de las
mutaciones en la regién de 50 aa en la columna de |a izquierda, e indica el AAV de tipo salvaje parental posible del
que se derivé este residuo en la columna de la derecha. Varias mutaciones no se pueden rastrear hasta ninguno de
los AAV parentales, y muy probablemente fueron causadas por mutaciones aleatorias durante la PCR usada para
generar la biblioteca, o se introdujeron durante la replicacion viral y, por lo tanto, son el resultado de un proceso de
evolucion viral natural.

La Figura 19 muestra una estructura 3-D predicha de AAV-LK02 (basada en la estructura resuelta de parte de la
proteina VP3 de AAV2). Las mutaciones puntuales identificadas en la Figura 18 estan sombreadas en gris en este
modelo 3-D.

La Figura 20 representa graficamente la secuencia de AAV-LKO3 y la identidad de los residuos de aminoacidos
correspondientes en el nuevo aislado en comparacion con los diversos AAV de tipo salvaje. AAV-LK03 parece
derivarse principalmente de AAV3B con la excepcion de una region hipervariable en el 5" del gen y una mutacién
puntual Unica en el extremo 3' del gen. La tabla muestra cada una de las mutaciones en el lado izquierdo columna, e
indica el posible AAV de tipo salvaje parental del que se derivé este residuo. Varias mutaciones no se pueden rastrear
hasta ninguno de los AAV parentales, y muy probablemente fueron causadas por mutaciones aleatorias durante la
PCR usada para generar la biblioteca, o se introdujeron durante la replicacion viral y, por tanto, son el resultado del
proceso de evolucion viral natural.

La Figura 21 presenta una reconstruccién de la relacién genealégica (a nivel de ADN) entre los AAV identificados
durante la seleccién de la biblioteca in vivo, y los AAV de tipo salvaje usados para generar la biblioteca.

La Figura 22 presenta una reconstruccién de la relacion genealégica (a nivel de aminoacidos) entre los AAV
identificados durante la seleccion de la biblioteca in vivo, y los AAV de tipo salvaje usados para generar la biblioteca.

Las Figuras 23A y 23B muestran una comparacién de los nuevos aislados (de la seleccién en células PAEC, asi como
de la seleccién in vivo), que fueron vectorizados (es decir, empaquetados en vectores recombinantes no infecciosos,
no replicantes) y estudiados mas a fondo en una comparacién paralela. Cada aislado de AAV vy los diez AAV de tipo
salvaje usados para generar bibliotecas se produjeron en tres producciones independientes a pequefa escala (n = 3)
y la titulacién de cada vector se determiné extrayendo el ADN del vector y cuantificandolo mediante hibridacién sobre
mancha usando una cantidad conocida. de ADN como estandar. Se determinaron las titulaciones por hibridacién sobre
mancha para los aislados, asi como para los AAV de tipo salvaje. La Figura 23B presenta estos datos en forma grafica.

Como se muestra en la Figura 24A, los aislados de AAV vectorizados y los AAV de tipo salvaje preparados en las tres
producciones independientes a pequefia escala se usaron para transducir células Huh7.5 y se determinaron las
titulaciones de la transduccion. Los vectores expresaban eGFP bajo un promotor hEF1. La titulacion de la transduccion
se calculd usando la siguiente férmula: (% GFP/100)*factor de dilucidon*numero de células. La Figura 24B presenta
una representacion grafica de las titulaciones de la transduccion en células Huh7.5. A partir de los datos, se puede ver
que AAV-DJ es significativamente mejor en la transduccion de células Huh7.5 que cualquiera de los AAV de tipo
salvaje. De los nuevos aislados, se encontré que AAV-LKO03 transduce células Huh7.5 al menos 10 veces mejor que
AAV-DJ, y casi dos logs mejor que cualquiera de los AAV de tipo salvaje. AAV-PAEC también es significativamente
mejor en la transduccién de células Huh7.5 que cualquiera de los AAV de tipo salvaje.

La titulacién por hibridacién sobre mancha es una titulacién fisica que no depende del tipo de célula, sino que
representa el nimero de particulas de AAV intactas que contienen el genoma de AAV en la preparacion del vector.
Usando la titulacién por hibridacién sobre mancha y el nimero de pl de cada preparaciéon usados para transducir las
células, se puede calcular la eficiencia de la transduccién por nimero de genomas virales usados para la transduccion
(titulacion de la transduccién/vg). Con el fin de comparar mejor la eficiencia de la transduccién de los nuevos aislados
de AAV en células Huh7.5, se normalizé la eficiencia de la transduccion con respecto a las titulaciones de vector
obtenidas a partir de una hibridacién sobre mancha. Los resultados se presentan en la Figura 25A. Los resultados
también se pueden representar normalizando uno de los vectores a un valor de 1 (asignando un valor de 1 al vector
con la transduccion/vg mas baja). Los resultados representados de esta manera se muestran en la Figura 25B. La Fig.
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25B es una representacién grafica de la transduccién/vg en células Huh7.5 normalizadas con respecto al vector con
la transduccién/vg mas baja (en este caso AAV-LK04). Asi presentado, el grafico de la Fig. 25B muestra las veces de
incremento en la transduccién/vg en comparacion con AAV-LK04 al que se le asignd el valor 1. La Figura 25C es una
representacion grafica de la transduccién/vg para los aislados de AAV y los AAV de tipo salvaje, sin normalizar el
aislado mas débil. A partir de estos datos, se puede ver que AAV-LK03 es 30 veces mejor para transducir células
Huh7.5 que AAV-DJ.

La Figura 26 es una representacion grafica de la transduccién/vg para diversos aislados de AAV y los AAV de tipo
salvaje en células 293 (los datos se muestran sin normalizar con respecto al aislado mas débil). Estos datos muestran
que AAV-LKO06 es 30 veces mejor para transducir células Huh7.5 que AAV-DJ.

La Figura 27 es una representacion grafica de la transduccion/vg para aislados de AAV y los AAV de tipo salvaje en
células NIH3T3 (los datos se muestran sin normalizar con respecto al aislado mas débil). Estos datos muestran
claramente que AAV-DJ y AAV-PAEC son los vectores mas eficientes para transducir células NIH3T3.

La Figura 28 es una representacion grafica de la transduccion/vg para aislados de AAV seleccionados y los AAV de tipo
salvaje en células de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF) (los datos se muestran sin normalizar con respecto al
aislado mas débil). Estos datos muestran claramente que AAV-DJ es el vector mas eficiente para transducir células MEF.

Los resultados de otra titulacién por hibridacién sobre mancha de varios aislados de AAVr en comparacién con los
AAV de tipo salvaje se presentan en la Figura 29.

En la Figura 30 se ilustran los efectos neutralizantes del factor de crecimiento de hepatocitos en algunos AAV y
aislados de rAAV.

La Figura 31 muestra la eficiencia de la transduccién de hepatocitos humanos primarios por aislados de AAV de tipo
salvaje y AAVr seleccionados.

La Figura 32 compara los niveles de expresion del factor IX humano recombinante (FIX) en ratones C57/BL6
inmunocompetentes a los que se inyectaron diversos AAV que expresaban FIX.

La Figura 33 compara la capacidad de los aislados de AAVr seleccionados y los AAV de tipo salvaje para evitar la
neutralizacion por la inmunoglobulina humana (IVIG).

La Figura 34 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células 293.

La Figura 35 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células Huh 7.5.

La Figura 36 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células PAEC.

La Figura 37 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
queratinocitos humanos primarios.

La Figura 38 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células DND-41.

La Figura 39 compara la eficiencia de la transduccién de aislados de AAVr particulares con los AAV de tipo salvaje en
células DND-41.

La Figura 40 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células 3T3.

La Figura 41 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células Hela.

La Figura 42 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células MEF.

La Figura 43 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células H4TG.

La Figura 44 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células LMH.

La Figura 45 compara la eficiencia de la transduccion de ciertos aislados de AAVr con los AAV de tipo salvaje en
células FRhK-4.
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La Figura 46 compara la transduccién de diversas lineas celulares por varios vectores de AAV de tipo salvaje y
recombinante que portan un casete de expresién de eGFP. La titulacién de la transduccién [TU/mI] se normalizé con
respecto a la titulaciéon de hibridacién sobre mancha [vg/ml]. Para cada linea celular, al vector con la transduccién
normalizada mas baja [TU/vg] se le asigné el valor 1 y se usé como base para la normalizacién de todos los demas
vectores. El vector con el nivel de transduccion normalizado mas alto para cada linea celular se muestra en negrita.
Se ensayaron diecinueve clones seleccionados de hepatocitos humanos.

Se identificaron varios AAVr mediante la seleccion en células PAEC humanas; estos fueron designados como AAV-
PAEC2, AAV-PAEC4, AAV-PAEC6, AAV-PAEC7, AAV-PAECS8, AAV-PAEC11, AAV-PAEC12 y AAV-PAEC13. La
Figura 47 presenta un esquema de la relacion genealdgica a nivel de ADN y a nivel de aminodacidos entre algunos de
estos recombinantes de AAV-PAEC y los AAV de tipo salvaje usados para generar la biblioteca.

La Figura 48 muestra la titulaciéon y la eficiencia de la transduccion de varios aislados de AAVr obtenidos por la
seleccién en células PAEC humanas en comparacion con los AAV de tipo salvaje.

En resumen, se descubrié que varios de los AAVr tenian una mayor eficiencia de transduccién de muchos tipos de
células, incluyendo los hepatocitos humanos primarios y los queratinocitos humanos primarios, en comparacién con
el AAV-DJ eficiente y previamente conocido. En algunas realizaciones, se encontré que los AAVr tienen una eficiencia
de la transduccion al menos 10 a 50 veces mayor que AAV-DJ. Ademas, se encontré que los vectores AAVr tienen
una resistencia mejorada a la neutralizacion por inmunoglobulina humana combinada en relacion con AAV-2 (usado
actualmente en entornos clinicos) y AAV-DJ. Dicha resistencia es razonable, dado que la cépside de AAVr se
seleccioné de una biblioteca basandose parcialmente en su capacidad para producir virus que resisten la
neutralizacion por inmunoglobulina humana. Los métodos de seleccién de la capside de AAV y los nuevos AAVr
identificados en la presente memoria y el uso de estos métodos resuelven el problema de la falta de eficacia exhibida
por muchos enfoques de terapia génica y transferencia génica.
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gctcoctcaaa
cgggacgtgt
cacccgtcte
aagaacacgc
ttcatcacge
gaaaacagca

aatgttgaat

agatacctga

accacgccga
ttggcagage
aagcagctaa
actcatcatce
gtcagactgg
cccccacaag
ataacgaggg
ggetggggga
atcacctcta
acttcggecta
caccacgtga
gettecaaget
tcgecaataa
acgttctcgg
tteegecaata
tttactgect
gctacacctt
ggctgatgaa
gaggcacgge
atcaggcaaa
ccgggcaaaa
gaagaaattc
gtttttttee
cggattacag

ctacagagga

acctgecaggg
cgctgatggg
ctgtacctge
aatacagcac
agcgectggaa

ttgctgttaa

cgecgagttt
agtcttccag
aacggctoct
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgeegatggg
cagagtcatc
caagcaaatc
cagcacccce
ctggcagcga
cttcaacate
cctcaccage
ctctgcgcac
cggectacectg
ggaatattte
tgaggaagtg
tcectetgatt
aaatacgcag
gaactggctg
caacaatagc
attggctaat
cagtaacggg
cgatgtcatg
atacggtatc
caacagccag
tececatetgg
cggctttgge
ggatccteccg
cggacaggte
ccecggagate

tactgaaggt

ctegtaatet gtaa

24
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<400> 3
atggctgeeg

gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagce
cagcagctca
caggagegtc
gccaagaagc
ggaaagaaac
aagacaggcc
tcagtceceg
actacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
tccagtgett
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgecetge
ctcaacaacg
tcgcagatge
ttccacageca
cagtacctgt
ctgggcttca

ggaccctgtt

atggttatct
acttgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gtceggtaga
agcagecccge
acccacaacc
cttcaggegg
cctcaggaaa
ccecgaacatg
caacgggggc
atttcaacag
attggggatt
tcacgacgaa
tctcggactc
ctcegtteee
gtagtcaggce
tgagaaccgg
gctacgecca
actacttgtc

gccaaggtgy

accgccaaca

tccagattgg
tggagccecg
teectggetac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtetttt
acctctceggt
gcagtegeca
taaaaagaga
teteggagaa
tggcgcacca
ttggcattge
ggcecttgece
cagcaacgac
attccactgce
ccggcccaag
tgatggcgtc
ggagtaccag
ggcggacgtyg
cgtgggacge
caacaacttc
cagccagagc
tecggactcaa
gcctaataca

acgegtctca

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtaccteg
gcggccecteg
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagagccag
ctcaattttyg
cctccagecaa
atggcagaca
gattccacat
acctataaca
aaccactact
catttctcac
agactcaact
acgaccatcg
ctgccgtacg
ttcatgatte
tcetecttet
cagtttactt
ttggaccgge
acaacaggag
atggccaatc

acgacaaccg

acctctectga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcegage
aaggcgctaa
actcctecte
gtcagactgg
ccececegetge
ataacgaagg
ggctgggcga
accacctcta
tcggectacag
cacgtgactg
tcaagctctt
ctaataacct
ttctcggetce
cccagtacgg
actgcctgga
acaccttcga
tgatgaatcc
gcacggcaaa
aggcaaagaa

ggcaaaacaa

25

gggcattege
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct
gggcatcggce
cgactcagaqg
tgtgggacct
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cacccceetgg
gcagcgactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcccaccag
ctacctaaca
atactttcct
ggacgtgect
tctgattgac
tacgcagact
ctggctgeca

caatagcaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



10

tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatt
gcattacctg
aaaattcctc
aagaacccgce
gagttttcag
gtggaaattg
tacacatcca
tatactgage
<210> 4

<211> 2211
<212> ADN

ctggtgette
tggcctcaca
gaaaagagag
aggaaattaa
tecagageag
gcatggtgtg
acacagatgg
ctcctecagat
ctacaaagtt
aatgggagct
attatgcaaa

ctcgcccecat

<213> Secuencia artificial

<220>

aaaatataac
caaagacgac
cgececggagcet
agccactaac
cagcacagac
gcaagataga
acactttcac
cctcatcaaa
tgctteatte
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaccegt

<223> Secuencia recombinante

<400> 4
atggctgetg

gagtggtggg
aacgctcggg
aagggggaac
cagcagctca
caggagcggce
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaategggea
tcagtcecag
aatacaatgg
gtgggtaatt
accaccagca
tccagcceaat

tattttgact

acggttatct
cgctgcaace
gtcttgtget
ccgtcaacge
aggccggtga
tcaaagaaga
ggcttecttga
ggcctgtaga
aacagcctge
accctcaacce
cttecaggegg
cctcaggaaa
ccagaacctg
caggagette

ttaacagatt

tccagattgg
tggageccect
tececgggttac
agcggacgcg
caacccctac
tacgtetttt
acctcttggt
tcagtctect
cagaaaaaga
teteggagaa
tggegecacca
ttggcattge
ggccctgece
aaacgacaac

ccactgccac

ES 2857773 TS5

ctcaatggge
gaagacaagt
tcaaacactg
cctgtggeca
cctgegaceg
gacgtgtacc
ccgtctecte
aacacgcctg
atcacccaat
aacagcaagc
gttgatttta

tacctcacce

ctcgaggaca
aaacccaagg
aaataccteg
gcagcccteg
ctcaagtaca
gggggcaace
ctggttgagg
caggaaccgg
ctaaattteg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acttacaaca
cactactttg

ttctcaccac

gtgaatccat
tcttteccat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgtgca
tgcagggtcc
ttatgggcgg
ttectgegaa
actccacagg
gctggaatce
ctgtggacaa

gtececctgta

acctttctga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgccga
tecgggegage
aagcggctaa
actcatcatc
gtecagactgg
cccccacaag
ataacgaggg
ggctgggcga
accatctcta
gctacagcac

gtgactggca

26

catcaaccct
gagcggtgtce
tgtcatgatt
tgggaccgtg
tgctatggga
catttgggec
ctttggactc
tecetecggeg
acaagtgagt
cgaagtgcag
caatggactt

a

aggcattcga
acatcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagtte
agtcttccag
gacggctcct
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgeccgatgga
cagagtcatc
caagcaaatc

cccttggggg

gcgactceatt
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10

aacaacaact
aaagaggtca
caagtgttta
tgtctcecge
aacaacggaa
cagatgctaa
cacagcagct
tatctgtact
ctgcttttta
gggccctget
tttecttgga
ggaccagcta
ctaatatttg
acggatgaag
gcaaataact
gcecttaccetg
aagatteccte
aaacatccge
actttcagec
gtggaaattg
tacacttcca
tatagtgaac

<210>5
<211> 2211
<212> ADN

ggggattccg
cgcagaacga
cggactcgga
cgtttececage
gtcaageggt
ggactggaaa
acgctcacag
acctgaacag
gecaggetgg
accggcaaca
cageggccag
tggccagtca
gcaaagaagg
aagagatteg
tgcagagctce
gcatggtgtg
acacggatgg
ctcctcaaat
cggecaagtt
agtgggagct
actacaacaa

ctcgcceccat

<213> Secuencia artificial

<220>

gcccaagaaa
tggcacgacg
gtatcagcectce
ggacgtcttce
gggacgctca
taacttccaa
ccagagtttg
aacgcaagga
gcctcagtet
gagactttca
caaatatcat
caaggacgat
gacaacggca
taccaccaat
aaatacagct
gcaagatcgt
acactttcat
catgatcaaa
tgcttcattt
acagaaagaa
gtctgttaat

tggcacccgt

<223> Secuencia recombinante

<400> 5

atggctgceg atggttatct tccagattgg

gagtggtggg ctttgaaacce tggagcccct

aacgctcgag gtcttgtget teocgggttac

aagggggagc cggtcaacge agcagacgceg

ES 2857773 TS5

ctcagcttca
actattgeca
ccgtacgtge
atggtcccte
tcecttttact
ttcagctata
gatcgettga
acaacctctg
atgtctttge
aagactgcta
ctcaatggee
gaagaaaaat
agtaacgcag
cctgtggecaa
cccacgacta
gacgtgtacc
ccttetecte
aatactcegg
atcactcagt
aacagcaaac
gtggacttta

taccttaccc

ctcgaggaca
caacccaagg
aaataccttg

gcggeccteg

agctcttcaa
ataaccttac
tcgggtegge
agtatggata
gcetggagta
ccttegagga
tgaatcctet
gaacaaccaa
aggccagaaa
acgacaacaa
gcgacteget
ttttcectat
aattagataa
cagagcagta
gaactgtcaa
ttcaaggacc
tgatgggagg
taccggcaaa
actccactgg
gttggaatcc
ctgtagacac

gtcccctgta

accttagtga
caaatcaaca
gacccggcaa

agcacgacaa

27

catccaagtt
cagcacggtt
gcaccaaggc
cctcaccctg
ctteectteg
tgtacctttt
tattgatcag
ccaatcacgg
ttggctacct
caacagtaac
ggtgaatcca
gcacggcaat
tgtaatgatt
tggaactgtg
tgatcagggg
tatctgggca
ctttggactg
tectecgacyg
acaggtcagce
agagattcag
taatggtgtt

a

aggaattcgce
acatcaagac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctca
caggagcggc
gccaaaaaga
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc
cotactacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atcteccagec
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgectec
ctcaacaatg
tctcagatge
ttccacagca
cagtacctgt
cttecagtttt
ggaccctgtt
tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatt
gccttacetg
aaaattcctc
aagaacccgce
gagttttcag
gtggaaattg

tacacatcca

tatactgage

<210>6
<211> 2211
<212> ADN

aggccggaga
tcaaagaaga
ggcttcettga
gaccggtaga
gccaacagec

ccgacccaca

attcctcagg
gcaccagaac
aatcaggagc
actttaacag
actggggatt
tcacgacgaa
tcteggactc
cteegtteee
gcagccaage
tgagaacggg
gctacgctca
attacttgag
ctecaggeegg
accgccagca
ctggtgcttc
tggectcaca
gaaaagagag
aggaaattaa
tccagagcag
gaatggtgtg
acacggatgg
ctcctcagat
ctacaaagtt
aatgggaget

attatgcaaa

ctegececat

<213> Secuencia artificial

caacccgtac
tacgtctttt
acctettggt
gccatcacce
cgctaaaaag
acctctcgga
cggtggegea
aaattggcat
ctgggccctg
ttcaaacgac
attccactge
ccgacccaag
tgatggcgtc
ggagtaccag
ggcggacgtg
cgtgggacgt
caacaacttt
cagccagagt
cagaacaaac
agcgagtgac
gcgegtttet
aaaatataac
caaagacgac
cgcecggagcet
agccactaac
CagCacCagacC
gcaagacaga
acactttcac
cctcatcaaa
tgcttcattc
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaceccegt

ES 2857773 TS5

ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
cagcgttete
agactcaatt
gaacctccag
crcaatggoag
tgcgattcee
cccacttaca
aaccactact
cacttttecac
agactcaact
acgaccatcg
ttgcecgtacg
ttcatgattc
tcatcctttt
accttcagcet
ctggaccgtc
actccaagtg
attecgggacce
aaaacaaaaa
cttaatgggc
gaagacaagt
tcaaacactg
cctgtggeca
ccotgcgaceyg
gacgtatacce
ccegtetecte
aacacgcctg
atcacccaat
aacagcaagc

gttgatttta

taccttacce

accacgccga
tcgggcgage
aagcggctaa
cagactccte
ttggtcagac

caacccccge

acaataacga

aatggetggg
acaaccatct
ttggctacag
cacgtgactg
tcaagetett
ctaataacct
tocecteggetce
cgcagtacgg
actgecctgga
acacttttga
tcatgaatcc
gaaccaccac
agtctaggaa
cagacaacaa
gtgaatctat
tcttteccat
cattggacaa

ccgaaagatt

tgcagggtee
ttatgggcgg
ttcctgegaa
actccacagg
gctggaatce

ctgtggacaa

gtccectgta

28

cgccgagtte
agtcttccag
gacggctceet
tacgggcatc
tggegacteca
tgctgtggga
gggtgccgat
cgacagagtc
ctacaagcaa
cacccettgg
gcaaagactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctaacg
atattteccct
ggacgttcet
tctcatcgac
gcagtcaagg
ctggettect
caacagcaat
aatcaaccct
gagcggtgte
tgtcatgatt
tgggacegtg
tgttatggga
tatttgggee
ctttggacte
tcctecggeg
acaagtgagt
cgaagtgcag
caatggactt

a
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<220>

<223> Secuencia recombinante

<400> 6
atggctgeeg

gagtggtggg
aacgctcgag
aagggggagce
cagcagctca
caggagcggce
gccaaaaaga
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcece
cctactacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atcteccagece
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgeceteoe
ctcaacaatg
tctcagatge
ttccacagca
cagtacctgt
cttcagtttt

ggaccctgtt

atggttatct
acttgaaacc
gtcttgtget
cggtcaacge
aggccggaga
tcaaagaaga
ggcttcttga
gaccggtaga
gccaacagcece
ccgacccaca
tggectteagg
attecctecagg
gcaccagaac
aatcaggage
actttaacag
actggggatt
tcacgacgaa
tctcggactc
ctcegtteee
gcagccaagc
tgagaacggg
gctacgctca
attacttgag
ctcaggcegg

accggcagea

tccagattgg
tggageccect
tecegggttac
agcagacgcg
caacccgtac
tacgtetttt
acctcttggt
gccatcaccce
cgctaaaaag
acctctcgga
cggtggcgea
aaattggcat
ctgggeectg
ttcaaacgac
attccactgce
ccgacccaag
tgatggcgtc
ggagtaccag
ggcggacgtyg
cgtgggacgt
caacaacttt
cagccagagt
cagaacaaac
agcgagtgac

gegegtttet

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aaacccaagg
aaataccttg
gcggccecteg
ctcaagtaca
gggggcaace
ctggttgagg
cagegttete
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgecgattece
cccacttaca
aaccactact
cacttttcac
agactcaact
acgaccatcg
ttgccgtacg
ttcatgatte
tcatcctttt
accttcaget
ctggaccgte
actccaagtg
attcgggacce

aaaacCaaaaa

acctctectga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcegage
aagcggctaa
cagactccte
ttggtcagac
caacccccege
acaataacga
aatggctggg
acaaccatct
ttggctacag
cacgtgactg
tcaagctctt
ctaataacct
tcctecggete
cgcagtacgg
actgcctgga
acacttttga
tcatgaatcc
gaaccaccac
agtctaggaa

cagacaacaa

29

gggcattege
acatcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttce
agtcttccag
gacggctcct
tacgggecatc
tggcgactca
tgctgtggga
gggtgcegat
cgacagagtce
ctacaagcaa
caccccttgg
gcaaagactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctaacg
atatttccct
ggacgttecct
cctcatcgac
gcagtcaagg
ctggectteet

caacagcaac
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10

tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatc
gcecttacctg
aaaattcctc
aagcacccgce
gagttttecgg
gtggaaattg
tacacatcca
tatactgage
<210>7

<211> 2214
<212> ADN

ctggtgette
tggcctcaca
gaaaggagag
aggaaatcaa
tecagageag
gaatggtgtg
acacggatgg
ctcctecagat
ctacaaagtt
aatgggagct
attatgcaaa

ctcgcccecat

<213> Secuencia artificial

<220>

aaaatataac
caaagacgac
cgececggagcet
agccactaac
cagcacagac
gcaagacaga
acactttcac
cctcatcaaa
tgctteatte
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaccegt

<223> Secuencia recombinante

<400> 7
atggetgeceg

gagtggtggg
aacgctcgag
aagggggagce
cagcagetge
caggagegte
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaategggea
tcagtcecag
aatacaatgg
gtgggtagtt
accaccagca
tccaacggga

tgggggtatt

atggttatct
ctttgaaacc
gtcttgtget
cggtcaacge
aggcgggtga
tgcaagaaga
ggatccttga
ggcctgtaga
aacagcctge
accctcaacce
cttecaggegg
cctegggaaa
cccgaacctg

categggagyg

ttgactttaa

teccagattgg
tggageccect
tececgggttac
agcagacgcg
caatccegtac
tacgtetttt
gcctettggt
tecagtctect
cagaaaaaga
teteggagaa
tggegecacca
ttggcattge
ggccctgece
agccaccaac

cagattccac

ES 2857773 TS5

cttaatggge
gaagacaagt
tcaaacactg
ccegtggeca
cctgegaceg
gacgtgtacc
ccgtctecte
aacacgcctg
atcacccagt
aacagcaagc
gttgatttta

tacctcacce

ctcgaggaca
caacccaagg
aaataccttg
gcggeccteg
ctgeggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caggaaccgg
ctaaattteg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
gacaacacct

tgccactttt

gtgaatctat
tcttteccat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgtgca
tgcagggtcc
tcatgggcgg
ttectgegaa
attccacagg
gctggaatce
ctgtggacaa

gtececctgta

accttagtga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgecga
ttggcagage
aagcagctaa
actcatcatce
gtecagactgg
cccccacaag
ataacgaggg
gactggggga
atcacctcta
actteggcta

caccacgtga

30

aatcaaccct
gagcggtgtce
tgtcatgatc
tgggactgtg
tgttatggga
tatttgggcce
ctttggactt
tcecteocggea
acaagtgagt
cgaagtgcag
caatggactt

a

aggaattcgce
acatcaagac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagttt
agtcttcecag
aacggctcet
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgeccgatggg
cagagtcatc
caagcaaatc
cagcaccccce

ctggcagecga
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10

ctcatcaaca
caggtcaagg
accatccagg
cagggctgec
acgctcaaca
ccttetcaga
cctttccaca
gaccagtace
actctggget
ccaggacccet
aactttgeet
cctggcateg
atcctgattt
ctcaccageg
gtggcagata
ggggccttac
gccaagatte
ctgaaacatce
accacctteca
agcgtggaga
cagtacactt
gtatatagtg

<210> 8
<211> 2214
<212> ADN

acaactgggg
aggtcacgca
tgtttacgga
tececeteegtt
atggcageca
tgctgagaac
gcagctacge
tgtactactt
tcagccaagyg
gttaccgecca
ggactgctgg
ctatggcaac
ttggcaaaca
aggaagaaat
acttgcagca
ccggtatggt
ctcacacgga
ctcegectea
accagtcaaa
tegagtggga
ccaactatta

aaccccgeccce

<213> Secuencia artificial

<220>

attccggecee
gaatgaaggc
ctcggagtac
cceggeggac
agcegtggga
gggcaacaac
gcacagccag
gtcteggact
tgggcctaat
acaacgcgtce
gaccaaatac
acacaaagac
aaatgctgece
caaaaccact
gcaaaacacg
ctggcagaac
cggcaactte
gatcctgatc
gctgaactct
gctgcagaag
caagtctaat

cattggcacc

<223> Secuencia recombinante

<400> 8

atggctgceg atggttatct tccagattgg

gagtggtggg ctttgaaacce tggagcccct

aacgctcgag gtcttgtget teocgggttac

aagggggagc cggtcaacge agcagacgceg

ES 2857773 TS5

aagagactca
accaagacca
cagctgecegt
gtgttcatga
cgttcatect
tttacctteca
agcttggacce
caaacaacag
acaatggcca
tcaacgacaa
catctgaatg
gacgaggage
agagacaatg
aaccctgtgg
gctcctcaaa
cgggacgtgt
cacccgtete
aagaacacgc
ttcatcacge
gaaaacagca
aatgttgaat

agatacctga

ctcgaggaca
caacccaagg
aaataccttg

gcggeccteg

gcttcaaget
tcgccaataa
acgttctcegg
tteccgecaata
tttactgect
gctacacctt
ggctgatgaa
gaggcacgge
atcaggcaaa
ccgggcaaaa
gaagaaattc
gtttttttece
cggattacag
ctacagagga
ttggaactgt
acctgcaggg
cgetgatggg
ctgtacctge
aatacagcac
agcgctggaa
ttgctgttaa

ctcgtaatct

accttagtga
caaatcaaca
gacccggcaa

agcacgacaa

31

cttcaacatc
cctcaccage
ctctgegeac
cggctacctg
ggaatatttc
tgaggaagtg
tcetetgatt
aaatacgcag
gaactggctg
caacaatagc
attggctaat
cagtaacggg
cgatgtcatg
atacggtatc
caacagccag
tcecatetgg
cggetttgge
ggatccteeg
cggacaggtce
cccggagatce
tactgaaggt

gtaa

aggaattcgce
acatcaagac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctge
caggagcgtc
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaatcgggca
tcagtccecag
gtgggtagtt
accaccagca
tccaacggga
tgggggtatt
ctcatcaaca
caggtcaagg
accatccagg
cagggctgecc
acgctcaaca
ccttotcaga
ccttttcaca
gaccagtacc
actctggget
ccaggaccct
aactttgcct
cctggcatcg
atcctgattt

ctcaccageg

ggggeccttac
gccaagattce
ctgaaacatc
accaccttca
agcegtggaga
cagtacactt
gtatatagtg

<210>9
<211> 2211
<212> ADN

aggegggtga
tgcaagaaga
ggatccttga
ggcctgtaga
aacagcctge
accctcaacc
cttcaggegg
cctegggaaa
cccgaacctg
catcgggagg
ttgactttaa
acaactgggg
aggtcacgca
tgtttacgga
tcececteegtt
atggcagecca
tgctgagaac
gcagctacgc
tgtactactt
tcagccaagg
gttaccgeca
ggactgctgg
ctatggcaac
ttggcaaaca

aggaagaaat

b e en creo oo oS eer et e iy

acttgcagca
ccggtatggt
ctcacacgga
ctecegeetea
accagtcaaa
tegagtggga

ccaactatta

aacccegcecce

<213> Secuencia artificial

<220>

caatccgtac
tacgtectttt
goctettggt
tecagtecteet
cagaaaaaga

tectcggagaa

ttggecattge
ggccectgece
agccaccaac
cagattccac
attccggceec
gaatgaaggce
ctcggagtac
cccggeggac
agecgtggga
gggcaacaac
gcacagccag
gtcteggact
tgggcctaat
acaacgcgtc
gaccaaatac
acacaaagac
aaatgectgec
caaaaccact
gcaaaacacg
ctggcagaac
cggcaacttc
gatcetgatce
gctgaactct
gctgcagaag

caagtctaat

cattggcacce

<223> Secuencia recombinante

ES 2857773 TS5

ctgeggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccgg
ctaaatttcg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
gacaacacct
tgccactttt
aagagactca
accaagacca
cagctgeegt
gtgttcatga
cgttcatect
tttaccttca
agcttggacc
caaacaacag
acaatggcca
tcaacgacaa
catctgaatg
gacgaggagc
agagacaatg
aaccctgtgg
gctcctcaaa
cgggacgtgt
caccecgtete
aagaacacgc
ttcatcacge
gaaaacagca

aatgttgaat

agatacctga

accacgccga
ttggcagagce
aagcagctaa
actcatcatc
gtcagactgg
ccecccacaag
ataacgagg

ggetggggga
atcacctcta
acttcggcta
caccacgtga
gcttcaagcet
tcgeccaataa
acgttctcgg
ttccgcaata
tttactgeocet
gctacacctt
ggctgatgaa
gaggcacggce
atcaggcaaa
ccgggcaaaa
gaagaaattc
gtttttttece
cggattacag
ctacagagga
ttggaactgt
acctgecaggg
cgctgatggg
ctgtacctge
aatacagcac
agcgcetggaa

ttgetgttaa

ctcegtaatcet

32

cgeegagttt
agtcttceccag
aacggctect
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgoegatggg
cagagtcatce
caagcaaatc
cagcacccee
ctggcagega
cttcaacatc
cctcaccage
ctectgegeac
cggctacctg
ggaatattte
tgaggaagtg
tcctctgatt
aaatacgcag
gaactggctg
caacaatagc
attggctaat
cagtaacggg
cgatgtecatg
atacggtatc
caacagccag
tceccatetgyg
cggetttgge
ggatccteeg
cggacaggtce
cccggagate

tactgaaggt

gtaa

300

360

420

480

540

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1980

2040

2100

2160

2214



<400>9
atggctgecg

gagtggtggg
aacgctcgag
aagggggagce
cagcagctca
caggagcggce
gccaaaaaga
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc
cctactacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atctccagec
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgectece
ctcaacaatg
tctcagatge
ttccacagea
cagtacctgt
cttcagtttt

ggaccctgtt

atggttatct
acttgaaacc
gtcttgtget
cggtcaacge
aggccggaga
tcaaagaaga
ggcttcttga
gaccggtaga
gccaacagcc
ccgacccaca
tggcttcagg
attcctcagg
gcaccagaac
aatcaggagce
actttaacag
actggggatt
tcacgacgaa
tctecggacte
ctecegttece
gcagccaagc
tgagaacggyg
gctacgetca
attacttgag
ctcaggeccgg

accgccagea

tccagattgg
tggagcccct
tcecgggttac
agcagacgcg
caacccgtac
tacgtctttt
acctettggt
gccatcaccce
cgctaaaaag
acctctegga
cggtggecgea
aaattggcat
ctgggceectg
ttcaaacgac
attccactge
ccgacccaag
tgatggegtce
ggagtaccag
ggcggacgtg
cgtgggacgt
caacaacttt
cagccagagt
cagaacaaac
agcgagtgac

gcegegtttet

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aaacccaagg
aaataccttg
gcggeccteg
ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
cagcgttcte
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgcgattcce
cccacttaca
aaccactact
cacttttcac
agactcaact
acgaccatcg
ttgcegtacg
ttcatgattce
tcatcectttt
accttcagcet
ctggaccgte
actccaagtg
attcgggacc

aaaacaaaaa

33

acctctetga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggegage
aagcggctaa
cagactcctce
ttggtcagac
caaccccege
acaataacga
aatggctggg
acaaccatct
ttggctacag
cacgtgactg
tcaagcetett
ctaataacct
teccteggete
cgcagtacgg
actgcctgga
acacttttga
tcatgaatce
gaaccaccac
agtctaggaa

cagacaacaa

gggcattcge
acatcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagtte
agtcttccag
gacggctect
tacgggcatc
tggcgactca
tgetgtggga
gggtgceegat
cgacagagtc
ctacaagcaa
caccecttgg
gcaaagactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctaacg
atatttccct
ggacgttecct
tctcatecgac
gcagtcaagg
ctggcettect

caacagcaat
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10

tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatt
gcattacctg
aaaattcctc
aagaacccgce
gagttttcag
gtggaaattg
tacacatcca
tatactgage
<210> 10

<211> 2211
<212> ADN

ctggtgette
tggcctcaca
gaaaagagag
aggaaattaa
tecagageag
gcatggtgtg
acacagatgg
ctcctecagat
ctacaaagtt
aatgggagct
attatgcaaa

ctcgcccecat

<213> Secuencia artificial

<220>

aaaatataac
caaagacgac
cgececggagcet
agccactaac
cagcacagac
gcaagataga
acactttcac
cctcatcaaa
tgctteatte
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaccegt

<223> Secuencia recombinante

<400> 10
atggctgeeg

gagtggtggg
gacggccggg
aaaggagagc
cagcagctca
caggagcgtce
gccaagaagc
ggaaagaaac
aagaaaggcc
tcagttecag
actacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
tccagtgett

gggtattttg

atggttatct
cgctgaaace
gtctggtget
cggtcaacga
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctecga
gtceggtaga
aacagcccge
accctcaacce
cttecaggegg
cctcaggaaa
cccgaacatg

caacgggggc

atttcaacag

tccagattgg
tggageccecg
tececgggttac
ggcggacgcg
caatccgtac
tacgtetttt
acctctcggt
gcagtcgeca
cagaaaaaga
teteggagaa
tggegecacca
ttggcattge
ggccttgece
cagcaacgac

atteccactgce

ES 2857773 TS5

cttaatggge
gaagacaagt
tcaaacactg
cctgtggeca
cctgegaceg
gacgtgtacc
ccgtctecte
aacacgcctg
atcacccaat
aacagcaagc
gttgatttta

taccttacce

ctcgaggaca
aagcccaaag
aaataccteg
gcagcccteg
ctgeggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagagccag
ctcaattteg
cctecageag
atggcagaca
gattccacat
acctataaca
aacacctact

catttctcac

gtgaatctat
tcttteccat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgtgca
tgcagggtcc
ttatgggcgg
ttectgegaa
actccacagg
gctggaatce
ctgtggacaa

gtececctgta

accttagtga
ccaaccagca
gacccggtaa
agcacgacaa
accacgccga
tecgggegage
aaggcgctaa
actcctctac
gtecagactgg
cgecctetgg
ataacgaagg
ggctgggcga
accacctcta
tcggcetacag

cacgtgactg

34

aatcaaccct
gagcggtgtce
tgtcatgatt
tgggaccgtg
tgctatggga
catttgggec
ctttggactc
tecetecggeg
acaagtgagt
cgaagtgcag
caatggactt

a

aggaattcgc
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagttt
agtcttccag
gacggctcce
gggcatcgge
cgactcagag
tgtgggacct
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
caccccetgg

gcagcgactce
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10

atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgecetece
ctcaacaatg
tegecagatge
tteccacagea
cagtacctgt
ttgectgttta
ggaccctgtt
tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatt
gcecttaccetg
aaaatteccte
aagaacccgce
gagttttegg
gtggagattg
tatacatcta
tatactgagc

<210> 11
<211> 2205
<212> ADN

attggggatt
tcacgacgaa
tcteggacte
ctcegttece
gcagccagge
tgagaacggg
gctacgegea
attacctgaa
geegggggte
atcggcagca
ctggtgette
tggcctceaca
gaaaagagag
aggaaattaa
tccagagecag
gaatggtgtg
acacagatgg
ctcctecagat
ctacaaagtt
aatgggagct
actatgcaaa

ctcgcceccat

<213> Secuencia artificial

<220>

ccggcccaag
tgatggecgtc
ggagtaccag
ggcggacgtyg
agtgggacgg
caataacttt
cagccagagce
cagaactcag
tccagetgge
gcgegtttet
aaaatataac
caaagacgac
cgceggagcet
agccactaac
cagcacagac
gcaagacaga
acactttcac
cctcatcaaa
tgcttecatte
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcacccgt

<223> Secuencia recombinante

<400> 11

atggctgctg acggttatct tccagattgg

gagtggtggg ctctgaaacce tggagtccct

aaccgtceggg gtcttgtget teocgggttac

aaaggagagc cggtcaacga ggcggacgeg

ES 2857773 TS5

agactcaact
acgaccatcg
ttgcegtacyg
ttcatgattce
tcatcectttt
accttcaget
ctggaccgge
aatcagtceg
atgtctgtte
aaaacaaaaa
ctcaatggge
gaagacaagt
tcaaacactg
cctgtggeca
cctgegaceyg
gacgtatacc
cagtcetecte
aacacgcectg
atcacccagt
aacagcaaac
gttgatttca

tacctcaccc

ctcgaggaca
caacccaaag
aaatacctcg

gcageccteg

tcaaactctt
ctaataacct
tcecteggete
cgcagtacgg
actgcctgga
acaccttcga
tgatgaatcc
gaagtgccca
agcccaaaaa
cagacaacaa
gtgaatccat
tcttteccat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgtgca
tgcagggtcce
ttatgggcgg
ttectgegaa
attccacagg
gctggaatcce
ctgtggacaa

gtcccctgta

acctttctga
cgaaccaaca
gacccggtaa

aacacgacaa

35

caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctaacg
atatttccca
ggacgtgect
tctecategac
aaacaaggac
ctggctacct
caacagcaat
catcaaccct
gagcggtgte
tgtcatgatt
tgggaccgtyg
tgttatggga
tatttgggcce
ctttggacte
tectecggea
acaagtgagce
cgaagtgcag
caatggactt

a

aggcattcgt
acaccaggac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctca
caggagcggc
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaatcgggtg
tcagtccecag
cttacaatgg
gtgggtagtt
accaccagca
tccageccaat
tattttgact
aacaacaact
aaagaggtta
caggtcttca
tgcctecege
aatgatggaa
caaatgctaa
catagcagct
tacttgtact
ttecagtgtgg
agctaccgac
tggcctggag
gctatggecca
tttggcaaac
gaagaagaaa
aaccaccaga
cegggtatgg
cctcacacgg
cotecegecte
aaccagtcaa
attgaatggg

tataactatg

gagectegee

<210> 12
<211> 2211
<212> ADN

aggecggaga
tcaaagaaga
ggcttettga
ggcctgtaga
cacagcccge
accctcaacc
cttcaggtgg
cctegggaaa
cccgaacctg
caggagectce
tcaacagatt
ggggattccg
cggacaacaa
cggactcaga
cgttccecage
gccaggecgt
gaacgggtaa
acgctcacag
atctctcaaa
ccggacccag
aacaacgtgt
cttcttcttg
gccacaaaga
aaggaactgg
ttaaaactac
gtgcccaage
tttggcagga
acggcaactt
agatcctgat
agctgaactc
agctgcagaa

caaaatctge

ccattggeac

<213> Secuencia artificial

<220>

caacccgtac
tacgtectttt
acctettggt
gcagtctecet
taaaaagaga

aatcggagaa

ttggecattge
ggccectgece
gaacgacaat
ccactgecac
gcccaagaga
tggagtcaag
ctatcagctc
ggacgttttc
gggtcgtteg
caacttccag
ccaaagcctg
gactattaac
caacatggcet
ctcaaccact
ggctctcaat
aggagaggac
aagagacaac
taacccggta
acaggcgcag
cagagatgtg
ccaccegtet
caagaacacqg
tttcatcacg
ggaaaacagc

caacgttgat

cegttacete

<223> Secuencia recombinante

ES 2857773 TS5

ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccgg
ctcaatttcg
cctecegeag
gtggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
cactactttg
ttttecaccac
ctcagcttca
accatcgeca
ccgtacgtge
atgattcctc
tccttttact
ttcagctacg
gaccgactaa
ggttctggac
gtccagggaa
gtgactcaaa
ggacgtaata
cgtttcttte
gtggatgcgg
gcaacggagt
accggceggyg
tacctgecaag
ccgetgatgg
cctgtacctg
caatacagca
aagcgctgga

ttcactgtgg

accegtecee

accacgccga
tcgggegage
aagcggctaa
actccteege
gtcagactgg
ccccctcagg
ataacgaagg
ggetggggga
accacctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctcttcaa
ataaccttac
tegggtegge
agtacgggta
gectggaata
agtttgagaa
tgaatccact
agaatcaaca
gaaactacat
acaacaacag
gcttgatgaa
ctttgtctgg
acaaagtcat
cctatggaca
gacccatctg
geggctttgg
cggatcctee
ccggacaggt
atcccgaagt

acaacaatgg

tgtaa

36

cgeegagtte
agtcttceccag
gacggctcoct
gggtattgge
cgacacagag
tgtgggatct
tgoegatgga
cagagtcatce
caaacaaatt
ccecttggggg
gcgactcate
catccaggtc
cagcacggtc
tcacgagggc
tctgacgectt
tttecegteg
cgtaccttte
catcgaccaa
aacgctaaaa
acctggacce
cgaatttgct
tcctggacct
atctttaatt
gataaccaac

agtggccaca

ggccaagatt
cctgaaacat
gaccacctte
cagcgtggaa
gcagtataca

actttatact
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<400> 12
atggctgeeg

gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagce
cagcagctge
caggagegtc
gccaagaagt
ggaaagaaac
aagacaggcc
tcagtceceg
actacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
tccagtgett
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgeceteoe
ctcaacaatg
tctcagatge
ttccacageca
caatacctgt
ttgectgttta

ggaccctgtt

atggttatct
cgctgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aggcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gtceggtaga
agcagecccge
acccacaacc
cttcaggegg
cctcaggaaa
ccegecaccetg
caacgggggc
atttcaacag
attggggatt
tcacgacgaa
tctcggactc
ctcegtteee
gcagccaagc
tgagaacggg
gctacgegea
attacctgaa
geegtgggte

atcggcagca

tccagattgg
tggagccecg
teectggetac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtetttt
acctctceggt
gcagtegeca
taaaaagaga
teteggagaa
tggcgcacca
ttggcattge
ggcecttgece
cagcaacgac
attccactgce
ccggcccaag
tgatggcgtc
ggagtaccag
ggcggacgtyg
cgtgggacgt
caacaacttt
cagccagagc
cagaactcaa
tccagetgge

gegegtttet

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtaccteg
gcggccecteg
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagagccag
ctcaattttyg
cctccagecaa
atggcagaca
gattccacat
acctacaata
aaccactact
catttctcac
agactcaact
acaaccatcg
cttccgtacg
ttcatgatte
tcatcctttt
accttcaget
ctggaccgge
aatcagteccg
atgtctgtte

daaacaaaaa

acctctectga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcegage
aaggcgctaa
actcctecte
gtcagactgg
ccececegetge
ataacgaagg
ggctgggcga
accacctcta
tcggectacag
cacgtgactg
tcaagctctt
ctaataacct
tcctecggete
cgcaatacgg
actgcctgga
acacctttga
tgatgaatcc
gaagtgccca
agcccaaaaa

cagacaacaa

37

gggcattege
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct
gggcatcggce
cgactcagaqg
tgtgggacct
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cacccceetgg
gcagcgactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctgacg
atatttccct
ggaagtgcct
tctcategac
aaacaaggac
ctggctacct

caacagcaat
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10

tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
accgacgaag
gcagtcaatc
gcecttacctg
aaaattcctc
aagaacccgce
gagttttcag
gtggaaattg
tacacatcca
tatactgage
<210> 13

<211> 2214
<212> ADN

ctggtgette
tggcctcaca
gaaaggagag
aggaaatcaa
tecagageag
gcatggtgtg
acacagatgg
ctcctecagat
ctacaaagtt
aatgggagct
attatgcaaa

ctcgcccecat

<213> Secuencia artificial

<220>

aaaatataac
caaagacgac
cgececggagcet
agccactaac
cagcacagac
gcaagataga
acactttcac
cctcatcaaa
tgctteatte
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaccegt

<223> Secuencia recombinante

<400> 13
atggetgeceg

gagtggtggg
aacgctcgag
aagggggagce
cagcagetge
caggagegte
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaategggea
tcagtcecag
aatacaatgg
gtgggtagtt
accaccagca
tccaacggga

tgggggtatt

atggttatct
ctttgaaacc
gtcttgtget
cggtcaacge
aggcgggtga
tgcaagaaga
ggatccttga
ggcctgtaga
aacagcctge
accctcaacce
cttecaggegg
cctegggaaa
cccgaacctg

categggagyg

ttgactttaa

teccagattgg
tggageccect
tececgggttac
agcagacgcg
caatccegtac
tacgtetttt
gcctettggt
tecagtctect
cagaaaaaga
teteggagaa
tggegecacca
ttggcattge
ggccctgece
agccaccaac

cagattccac

ES 2857773 TS5

ctcaatggge
gaagacaagt
tcaaacactg
ccegtggeca
cctgegaceg
gacgtgtacc
ccgtctecte
aacacgcctg
atcacccaat
aacagcaagc
gttgatttta

tacctcacce

ctcgaggaca
caacccaagg
aaataccttg
gcggeccteg
ctgeggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caggaaccgg
ctaaattteg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
gacaacacct

tgccactttt

gtgaatccat
tcttteccat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgtgca
tgcagggtcc
ttatgggcgg
ttectgegaa
actccacagg
gctggaatce
ctgtggacaa

gtececctgta

accttagtga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgecga
ttggcagage
aagcagctaa
actcatcatce
gtecagactgg
cccccacaag
ataacgaggg
ggctggggga
atcacctcta
actteggcta

caccacgtga

38

catcaaccct
gagcggtgtce
tgtcatgatc
tgggactgtg
tgttatggga
catttgggec
ctttggactc
tecetecggeg
acaagtgagt
cgaagtgcag
caatggactt

a

aggaattcgce
acatcaagac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagttt
agtcttcecag
aacggctcet
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgeccgatggg
cagagtcatc
caagcaaatc
cagcaccccce

ctggcagecga
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10

ctcatcaaca
caggtcaagg
accatccagg
cagggctgec
acgctcaaca
ccttetcaga
cctttccaca
gaccagtace
actctggget
ccaggacccet
aactttgeet
cctggcateg
atcctgattt
ctcaccageg
gtggcagata
ggggacttac
gccaagatte
ctgaaacatce
accacctteca
agcgtggaga
cagtacactt
gtatatagtg

<210> 14
<211> 2205
<212> ADN

acaactgggg
aggtcacgca
tgtttacgga
tececeteegtt
atggcageca
tgctgagaac
gcagctacge
tgtactactt
tcagccaagyg
gttaccgecca
ggactgctgg
ctatggcaac
ttggcaaaca
aggaagaaat
acttgcagca
ccggtatggt
ctcacacgga
ctcegectea
accagtcaaa
tegagtggga
ccaactatta

aaccccgeccce

<213> Secuencia artificial

<220>

attccggecee
gaatgaaggc
ctcggagtac
cceggeggac
agcegtggga
gggcaacaac
gcacagccag
gtcteggact
tgggcctaat
acaacgcgtce
gaccaaatac
acacaaagac
aaatgctgece
caaaaccact
gcaaaacacg
ctggcagaac
cggcaactte
gatcctgatc
gctgaactct
gctgcagaag
caagtctaat

cattggcacc

<223> Secuencia recombinante

<400> 14

atggctgctg acggttatct tccagattgg

gagtggtggg ctctgaaacce tggagtccct

aactgtcggg gtcttgtget teccgggttac

aaaggagagc cggtcaacga ggcggacgeg

ES 2857773 TS5

aagagactca
accaagacca
cagctgecegt
gtcttecatgg
cgttcatect
tttacctteca
agcttggacce
caaacaacag
acaatggcca
tcaacgacaa
catctgaatg
gacgaggage
agagacaatg
aaccctgtgg
gctcctcaaa
cgggacgtgt
cacccgtete
aagaacacgc
ttcatcacge
gaaaacagca
aatgttgaat

agatacctga

ctcgaggaca
caacccaaag
aaatacctcg

gcageccteg

gcttcaaget
tcgccaataa
acgttctcegg
tgccacagta
tttactgect
gctacacctt
ggctgatgaa
gaggcacgge
atcaggcaaa
ccgggcaaaa
gaagaaattc
gtttttttece
cggattacag
ctacagagga
ttggaactgt
acctgcaggg
cgetgatggg
ctgtacctge
aatacagcac
agcgctggaa
ttgctgttaa

ctcgtaatct

acctttctga
cgaaccaaca
gacccggtaa

aacacgacaa

39

cttcaacatc
cctcaccage
ctecggegecac
tggatacctg
ggaatatttc
tgaggaagtg
tcetetgatt
aaatacgcag
gaactggctg
caacaatagc
attggctaat
cagtaacggg
cgatgtcatg
atacggtatc
caacagccag
tcecatetgg
cggetttgge
ggatccteeg
cggacaggtce
cccggagatce
tactgaaggt

gtaa

aggcattcgt
acaccaggac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctca
caggagcggc
accaaaaaga
ggaaagaaga
aaatcgggtg
tcagtccecag
cttacaatgg
gtgggtagtt
accaccagca
tccageccaat
tattttgact
aacaacaact
aaagaggtta
caggtcttca
tgcctecege
aatgatggaa
caaatgctaa
catagcagct
tacttgtact
ttecagtgtgg
agctaccgac
tggcctggag
gctatggecca
tttggcaaac
gaagaagaaa
aaccaccaga
cegggtatgg
cctcacacgg
cotecegecte
tcagctacaa
attgaatggg

tccaattatg

gagectegee

<210> 15
<211> 2211
<212> ADN

aggecggaga
tcaaagaaga
ggcttettga
ggcctgtaga
cacagcccge
accctcaacc
cttcaggtgg
cctegggaaa
cccgaacctg
caggagectce
tcaacagatt
ggggattccg
cggacaacaa
cggactcaga
cgttccecage
gccaggecgt
gaacgggtaa
acgctcacag
atctctcaaa
ccggacccag
aacaacgtgt
cttcttcttg
gccacaaaga
aaggaactgg
ttaaaactac
gtgcccaage
tttggcagga
acggcaactt
agatcctgat
agtttgette
agctgcagaa

caaaatctge

ccattggeac

<213> Secuencia artificial

<220>

caacccgtac
tacgtectttt
acctettggt
gcagtctecet
taaaaagaga

aatcggagaa

ttggecattge
ggccectgece
gaacgacaat
ccactgecac
gcccaagaga
tggagtcaag
ctatcagctc
ggacgttttc
gggtcgtteg
caacttccag
ccaaagcctg
gactattaac
caacatggcet
ctcaaccact
ggctctcaat
aggagaggac
aagagacaac
taacccggta
acaggcgcag
cagagatgtg
ccaccegtet
caagaacacqg
attcatcacc
agaaaacagc

caacgttgat

cegttacett

<223> Secuencia recombinante

ES 2857773 TS5

ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccgg
ctcaatttcg
cctecegeag
gtggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
cactactttg
ttttecaccac
ctcagcttca
accatcgeca
ccgtacgtge
atgattcctc
tccttttact
ttcagctacg
gaccgactaa
ggttctggac
gtccagggaa
gtgactcaaa
ggacgtaata
cgtttcttte
gtggatgcgg
gcaacggagt
accggceggyg
tacctgecaag
ccgetgatgg
cctgttectg
cagtactcca
aagcgctgga
tttactgtgg

accaaacctc

accacgccga
tcgggegage
aagcggctaa
actccteege
gtcagactgg
ccccctcagg
ataacgaagg
ggetggggga
accacctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctcttcaa
ataaccttac
tegggtegge
agtacgggta
gectggaata
agtttgagaa
tgaatccact
agaatcaaca
gaaactacat
acaacaacag
gcttgatgaa
ctttgtctgg
acaaagtcat
cctatggaca
gacccatctg
geggctttgg
cgaatcctee
caggacaagt
atcccgaagt

acaacaatgg

tgtaa

40

cgeegagtte
agtcttceccag
gacggctcoct
gggtattgge
cgacacagag
tgtgggatct
tgoegatgga
cagagtcatce
caaacaaatt
ccecttggggg
gcgactcate
catccaggtc
cagcacggtc
tcacgagggc
tctgacgectt
tttecegteg
cgtaccttte
catcgaccaa
aacgctaaaa
acctggacce
cgaatttgct
tcctggacct
atctttaatt
gataaccaac

agtggccaca

ggccaagatt
cctgaaacat
ggcggagttt
gagtgtggaa
gcagtacaca

actttatact
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<400> 15
atggctgeeg

gagtggtggg
aacgctcgag
aagggggagce
cagcagctca
caggagcggce
gccaaaaaga
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcece
cctactacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atcteccagece
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcaagtct
ggctgeceteoe
ctcaacaatg
tctcagatge
ttccacageca
cagtacctgt
cttcagtttt

ggaccctgtt

atggttatct
acttgaaacc
gtcttgtget
cggtcaacge
aggccggaga
tcaaagaaga
ggcttcttga
gaccggtaga
gccaacagcece
ccgacccaca
tggectteagg
attecctecagg
gcaccagaac
aatcaggage
actttaacag
actggggatt
tcacgacgaa
tctcggactc
ctcegtteee
gcagccaagc
tgagaacggg
gctacgetca
attacttgag
ctcaggecegg

accgccagea

tccagattgg
tggageccect
tecegggttac
agcagacgcg
caacccgtac
tacgtetttt
acctcttggt
gccatcaccce
cgctaaaaag
acctctcgga
cggtggcgea
aaattggcat
ctgggeectg
ttcaaacgac
attccactgce
ccgacccaag
tgatggcgtc
ggagtaccag
ggcggacgtyg
cgtgggacgt
caacaacttt
cagccagagt
cagaacaaac
agcgagtgac

gegegtttet

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aaacccaagg
aaataccttg
gcggccecteg
ctcaagtaca
gggggcaace
ctggttgagg
cagegttete
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgecgattece
cccacttaca
aaccactact
cacttttcac
agactcaact
acgaccatcg
ttgccgtacg
ttcatgatte
tcatcctttt
accttcaget
ctggaccgte
actccaagtg
attcgggacce

daaacaaaaa

acctctectga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcegage
aagcggctaa
cagactccte
ttggtcagac
caacccccege
acaataacga
aatggctggg
acaaccatct
ttggctacag
cacgtgactg
tcaagctctt
ctaataacct
tcctecggete
cgcagtacgg
actgcctgga
acacttttga
tcatgaatcce
gaaccaccac
agtctaggaa

cagacaacaa

41

gggcattege
acatcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttce
agtcttccag
gacggctcct
tacgggecatc
tggcgactca
tgetgtggga
gggtgcegat
cgacagagtce
ctacaagcaa
caccccttgg
gcaaagactc
caacatccaa
taccagcacg
tgcgcaccag
ctacctaacg
atatttccct
ggacgttcct
tctcategac
gcagtcaagg
ctggcettect

caacagcaat
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10

tttacctgga
ggcactgcta
atgatttttg
acagacgaag
gcagtcaatc
gcattacctg
aaaattcctc
aagaacccgce
gagttttcag
gtggaaattg
tacacatcca
tatactgage
<210> 16

<211> 2214
<212> ADN

ctggtgette
tggcctcaca
gaaaagagag
aggaaatcaa
tecagageag
gcatggtgtg
acacagatgg
ctcctecagat
ctacaaagtt
aatgggagct
attatgcaaa

ctcgcccecat

<213> Secuencia artificial

<220>

aaaatataac
caaagacgac
cgececggagcet
agccactaac
cagcacagac
gcaagataga
acactttcac
cctcatcaaa
tgctteatte
gcagaaagaa
atctgccaac

tggcaccegt

<223> Secuencia recombinante

<400> 16
atggctgceeg

gagtggtggg
aacgctcgag
aagggggagce
cagcagctgc
caggagcgtc
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaatcgggca
tcagtcccag
aatacaatgg
gtgggtagtt
accaccagca

tccaacggga

tgggggtatt

atggttatct
ctttgaaacc
gtcttgtget
cggtcaacge
aggcgggtga
tgcaagaaga
ggatccttga
ggcctgtaga
aacagcctge
accctcaace
cttcaggecgg
cotogggaaa
cccgaacctg

catcgggagg

ttgactttaa

tccagattgg
tggagccect
tccgggttac
agcagacgcg
caatccgtac
tacgtctttt
gectettggt
tcagtctcct
cagaaaaaga
tctcggagaa
tggcgcacca
ttggecattge
ggccctgece
agccaccaac

cagattccac

ES 2857773 TS5

cttaatggge
gaagacaagt
tcaaacactg
ccegtggeca
cctgegaceg
gacgtgtacc
ccgtctecte
aacacgcctg
atcacccaat
aacagcaagc
gttgatttta

taccttacce

ctcgaggaca
caacccaagg
aaataccttg
gcggeccteg
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagyg
caggaaccgg
ctaaatttcg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
gacaacacct

tgccactttt

gtgaatctat
tcttteccat
cattggacaa
ccgaaagatt
gagatgtgca
tgcagggtcc
ttatgggcgg
ttectgegaa
actccacagg
gctggaatce
ctgtggacaa

gtececctgta

accttagtga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgccga
ttggcagagc
aagcagctaa
actcatcatc
gtcagactgg
cccccacaag
ataacgaggg
ggetggggga
atcacctcta
acttcggcta

caccacgtga

42

aatcaaccct
gagcggtgtce
tgtcatgatc
tgggactgtg
tgttatggga
catttgggec
ctttggactc
tecetecggeg
acaagtgagt
cgaagtgcag
caatggactt

a

aggaattcge
acatcaagac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
aacggctcct
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgccgatggg
cagagtcate
caagcaaatc
cagcacccce

ctggcagecga
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10

ctcatcaaca
caggtcaagg
accatccagg
cagggctgec
acgctcaaca
ccttetcaga
cctttccaca
gaccagtace
actctggget
ccaggacccet
aactttgeet
cctggcateg
atcctgattt
ctcaccageg
gtggcagata
ggggccttac
gccaagatte
ctgaaacatce
accacctteca
agcgtggaga
cagtacactt
gtatatagtg

<210> 17
<211> 2205
<212> ADN

acaactgggg
aggtcacgca
tgtttacgga
tececeteegtt
atggcageca
tgctgagaac
gcagctacge
tgtactactt
tcagccaagyg
gttaccgecca
ggactgctgg
ctatggcaac
ttggcaaaca
aggaagaaat
acttgcagca
ccggtatggt
ctcacacgga
ctcegectea
accagtcaaa
tegagtggga
ccaactatta

aaccccgeccce

<213> Secuencia artificial

<220>

attccggecee
gaatgaaggc
ctcggagtac
cceggeggac
agcegtggga
gggcaacaac
gcacagccag
gtcteggact
tgggcctaat
acaacgcgtce
gaccaaatac
acacaaagac
aaatgctgece
caaaaccact
gcaaaacacg
ctggcagaac
cggcaactte
gatcctgatc
gctgaactct
gctgcagaag
caagtctaat

cattggcacc

<223> Secuencia recombinante

<400> 17

atggctgctg acggttatct tccagattgg

gagtggtggg ctctgaaacce tggagtccct

aaccgtceggg gtcttgtget teocgggttac

aaaggagagc cggtcaacga ggcggacgeg

ES 2857773 TS5

aagagactca
accaagacca
cagctgecegt
gtgttcatga
cgttcatect
tttacctteca
agcttggacce
caaacaacag
acaatggcca
tcaacgacaa
catctgaatg
gacgaggage
agagacaatg
aaccctgtgg
gctcctcaaa
cgggacgtgt
cacccgtete
aagaacacgc
ttcatcacge
gaaaacagca
aatgttgaat

agatacctga

ctcgaggaca
caacccaaag
aaatacctcg

gcageccteg

gcttcaaget
tcgccaataa
acgttctcegg
tteccgecaata
tttactgect
gctacacctt
ggctgatgaa
gaggcacgge
atcaggcaaa
ccgggcaaaa
gaagaaattc
gtttttttece
cggattacag
ctacagagga
ttggaactgt
acctgcaggg
cgetgatggg
ctgtacctge
aatacagcac
agcgctggaa
ttgctgttaa

ctcgtaatct

acctttctga
cgaaccaaca
gacccggtaa

aacacgacaa

43

cttcaacatc
cctcaccage
ctctgegeac
cggctacctg
ggaatatttc
tgaggaagtg
tcetetgatt
aaatacgcag
gaactggctg
caacaatagc
attggctaat
cagtaacggg
cgatgtcatg
atacggtatc
caacagccag
tcecatetgg
cggetttgge
ggatccteeg
cggacaggtce
cccggagatce
tactgaaggt

gtaa

aggcattcgt
acaccaggac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctca
caggagcggc
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaatcgggtg
tcagtccecag
cttacaatgg
gtgggtagtt
accaccagca
tccageccaat
tattttgact
aacaacaact
aaagaggtta
caggtcttca
tgcctecege
aatgatggaa
caaatgctaa
catagcagct
tacttgtact
ttecagtgtgg
agctaccgac
tggcctggag
gctatggecca
tttggcaaac
gaagaagaaa
aaccaccaga
cegggtatgg
cctcacacgg
cagectecte
aacaaggaca
atcgagtggg
tecaactact
gaaccccgece

<210> 18
<211> 2217
<212> ADN

aggecggaga
tcaaagaaga
ggcttettga
ggcctgtaga
cacagcccge
accctcaacc
cttcaggtgg
cctegggaaa
cccgaacctg
caggagectce
tcaacagatt
ggggattccg
cggacaacaa
cggactcaga
cgttccecage
gccaggecgt
gaacgggtaa
acgctcacag
atctctcaaa
ccggacccag
aacaacgtgt
cttcttcttg
gccacaaaga
aaggaactgg
ttaaaactac
gtgcccaage
tttggcagga
acggcaactt
agatcctcat
agctgaactc
agctgcagaa

acaaatctac

ccattggeac

<213> Secuencia artificial

<220>

caacccgtac
tacgtectttt
acctettggt
gcagtctecet
taaaaagaga

aatcggagaa

ttggecattge
ggccectgece
gaacgacaat
ccactgecac
gcccaagaga
tggagtcaag
ctatcagctc
ggacgttttc
gggtcgtteg
caacttccag
ccaaagcctg
gactattaac
caacatggcet
ctcaaccact
ggctctcaat
aggagaggac
aagagacaac
taacccggta
acaggcgcag
cagagatgtg
tcacccttet
caaaaacaca
tttcatcacc
ggaaaacagc
aagtgtggac

cegttacete

<223> Secuencia recombinante

ES 2857773 TS5

ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccgg
ctcaatttcg
cctecegeag
gtggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
cactactttg
ttttecaccac
ctcagcttca
accatcgeca
ccgtacgtge
atgattcctc
tccttttact
ttcagctacg
gaccgactaa
ggttctggac
gtccagggaa
gtgactcaaa
ggacgtaata
cgtttcttte
gtggatgcgg
gcaacggagt
accggceggyg
tacctgecaag
ccgetgatgg
cctgtacctg
cagtattcta
aagcgctgga

tttgctgtta

acccgtaate

accacgccga
tcgggegage
aagcggctaa
actccteege
gtcagactgg
ccccctcagg
ataacgaagg
ggetggggga
accacctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctcttcaa
ataaccttac
tegggtegge
agtacgggta
gectggaata
agtttgagaa
tgaatccact
agaatcaaca
gaaactacat
acaacaacag
gcttgatgaa
ctttgtctgg
acaaagtcat
cctatggaca
gacccatttg
gagggtttgg
cggatcctee
ctggccaagt
accccgagat

atacagaagg

tgtaa

44

cgeegagtte
agtcttceccag
gacggctcoct
gggtattgge
cgacacagag
tgtgggatct
tgoegatgga
cagagtcatce
caaacaaatt
ccecttggggg
gcgactcate
catccaggtc
cagcacggtc
tcacgagggc
tctgacgectt
tttecegteg
cgtaccttte
catcgaccaa
aacgctaaaa
acctggacce
cgaatttgct
tcctggacct
atctttaatt
gataaccaac

agtggccaca

ggccaaaatt
aatgaaacac
aacggccette
cagcgtggag
ccagtacacce

cgtgtactct
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<400> 18
atggctgeeg

gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagce
cagcagctge
caggagegtc
gccaagaagc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtte
cctaatacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atctccaacg
ccectgggggt
cgactcatca
atccaggtca
agcaccatcc
caccagggct
ctaacactca
tttccttege
gtgecetttee
attgaccagt
cagactctgg

ctgeccaggac

atggttatct
cgctgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aggcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccggtaga
gccaacagcece
cagaccctca
tggctgeagg
gttecteggg
gcacccgaac
ggacatcggg
attttgactt
acaacaactg
aggaggtcac
aggtgtttac
gectgeeoteoe
acaacggtag
agatgctgag
acagcagcta
acctgtacta
gcttcageca

cctgttaceg

tccagattgg
tggagccecg
teectggetac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtetttt
acctctceggt
gccatcaccce
cgccagaaaa
acctctcgga
cggtggcgea
aaattggcat
ctgggeectg
aggagccacc
taacagattc
gggattccgg
gcagaatgaa
ggactcggag
gttcececggeg
tcaggeegtg
aaccggcaac
cgcccacage
cttgtctegg

aggtgggcct

Ccaacaacgc

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtaccteg
gcggccecteg
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagg
cagegttete
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgcgatteca
cccacctaca
aacgacaaca
cactgccact
cccaagagac
ggcaccaaga
taccagctge
gacgtgttca
ggacgctect
aacttccagt
cagagcttgg
actcaaacaa
aatacaatgg

gtctcaacga

acctctectga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcegage
aaggcgctaa
cagactccte
ttggtcagac
cagcgcccte
acaataacga
catggctggg
acaaccacct
cctacttcegg
tttcaccacg
tcagcttcaa
ccatcgccaa
cgtacgttct
tgattcccca
ccttetactg
ttacttacac
accggctgat
caggaggcac
ccaatcaggce

caaccgggcea

45

gggcattege
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct
tacgggecatc
tggcgactca
tggtgtggga
aggcgccgac
cgacagagtce
ctacaagcaa
ctacagcacc
tgactggcag
gctcttcaac
taacctcacc
cggctctgecce
gtacggctac
cctggaatac
cttcgaggac
gaatcctcetg
ggcaaatacg
aaagaactgg

aaacaacaat
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10

agcaactttg
aatcctggea
gggatcctga
atgctcacca
atcegtggcag
cagggggcct
tgggccaaga
ggacttaaac
ccgaccaccet
gtcagegtgg
atccagtaca
ggcgtgtact
<210> 19

<211> 2211
<212> ADN

cctggactge
tegetatgge
tttttggcaa
gcgaggaaga
ataacttgea
tacccggtat
ttcecteacac
atccteegec
tcaaccagtc
aaattgaatg
cctccaacta

ctgaaccceg

<213> Secuencia artificial

<220>

tgggaccaaa
aacacacaaa
acaaaatgct
aatcaaaacc
gcagcaaaac
ggtctggeag
ggacggcaac
tcagatccectg
aaagctgaac
ggagctgcag
ctacaaatct

cccecattgge

<223> Secuencia recombinante

<400> 19
atggctgetg

gagtggtggg
aacgctcggg
aagggggaac
cagcagctca
caggagcggce
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaategggea
tcagtcecag
aatacaatgg
gtgggtaatt
accaccagca
tccagcceaat

tattttgact

acggttatct
cgctgcaace
gtcttgtget
ccgtcaacge
aggccggtga
tcaaagaaga
ggcttecttga
ggcctgtaga
aacagcctge
accctcaacce
cttecaggegg
cctcaggaaa
ccagaacctg
caggagette

ttaacagatt

tccagattgg
tggageccect
tececgggttac
agcggacgcg
caacccctac
tacgtetttt
acctcttggt
tcagtctect
cagaaaaaga
teteggagaa
tggegecacca
ttggcattge
ggccctgece
aaacgacaac

ccactgccac

ES 2857773 TS5

taccatctga
gacgacgagg
gccagagaca
actaaccctg
acggctccte
aaccgggacg
tteccaccect
atcaagaaca
tctttcatca
aaggaaaaca
acaagtgtgg

accecgttace

ctcgaggaca
aaacccaagg
aaataccteg
gcagcccteg
ctcaagtaca
gggggcaace
ctggttgagg
caggaaccgg
ctaaattteg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acttacaaca
cactactttg

ttctcaccac

atggaagaaa
agegtttttt
atgcggatta
tggctacaga
aaattggaac
tgtacctgeca
cteccecteat
cgectgtace
cgcaatacag
gcaagcgcetg
actttgcectgt

tcacccgtaa

acctttctga
caaatcaaca
gacccggcaa
agcacgacaa
accacgccga
tecgggegage
aagcggctaa
actcatcatc
gtecagactgg
cccccacaag
ataacgaggg
ggctgggcga
accatctcta
gctacagcac

gtgactggca

46

ttcattgget
tcccagtaac
cagcgatgtce
ggaatacggt
tgtcaacagce
gggtcccatc
gggtggattc
tgecggatcct
caccggacag
gaaccccgag
taatacagaa

tctgtaa

aggcattcga
acatcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagtte
agtcttccag
gacggctcct
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgeccgatgga
cagagtcatc
caagcaaatc

cccttggggg

gcgactceatt
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10

aacaacaact
aaagaggtca
caggtgttta
tgtctcecge
aacaacggaa
cagatgctaa
cacagcagct
tatctgtact
ctgcttttta
gggccctget
tttecttgga
ggaccagcta
ctaatatttg
acggatgaag
gcaaataact
gcecttaccetg
aagatteccte
aaacatccge
actttcagec
gtggaaattg
tacacttcca
tatagtgaac

<210> 20
<211> 2211
<212> ADN

ggggattccg
cgcagaacga
cggactcgga
cgtttececage
gtcaageggt
ggactggaaa
acgctcacag
acctgaacag
gecaggetgg
accggcaaca
cageggccag
tggccagtca
gcaaagaagg
aagagatteg
tgcagagctce
gcatggtgtg
acacggatgg
ctcctcaaat
cggecaagtt
agtgggagct
actacaacaa

ctcgcceccat

<213> Secuencia artificial

<220>

gcccaagaaa
tggcacgacg
gtatcagcectce
ggacgtcttce
gggacgctca
taacttccaa
ccagagtttg
aacgcaagga
gcctcagtet
gagactttca
caaatatcat
caaggacgat
gacaacggca
taccaccaat
aaatacagct
gcaagatcgt
acactttcat
catgatcaaa
tgcttcattt
acagaaagaa
gtctgttaat

tggcacccgt

<223> Secuencia recombinante

<400> 20

atggctgctg acggttatct tccagattgg

gagtggtggg cgctgcaace tggagcccct

aacgctcecggg gtcttgtget teocgggttac

aagggggaac ccgtcaacge ageggacgeg

ES 2857773 TS5

ctcagcttca
actattgeca
ccgtacgtge
atggtcccte
tcecttttact
ttcagctata
gatcgettga
acaacctctg
atgtctttge
aagactgcta
ctcaatggee
gaagaaaaat
agtaacgcag
cctgtggecaa
cccacgacta
gacgtgtacc
ccttetecte
aatactcegg
atcactcagt
aacagcaaac
gtggacttta

taccttaccc

ctcgaggaca
aaacccaagg
aaatacctcg

gcageccteg

agctcttcaa
ataaccttac
tcgggtegge
agtatggata
gcetggagta
ccttegagga
tgaatcctet
gaacaaccaa
aggccagaaa
acgacaacaa
gcgacteget
ttttcectat
aattagataa
cagagcagta
gaactgtcaa
ttcaaggacc
tgatgggagg
taccggcaaa
actccactgg
gttggaatcc
ctgtagacac

gtcccctgta

acctttctga
caaatcaaca
gacccggcaa

agcacgacaa

47

catccaagtt
cagcacggtt
gcaccaaggc
cctcaccctg
ctteectteg
tgtacctttt
tattgatcag
ccaatcacgg
ttggctacct
caacagtaac
ggtgaatcca
gcacggcaat
tgtaatgatt
tggaactgtg
tgatcagggg
tatctgggca
ctttggactg
tectecgacyg
acaggtcagce
agagattcag
taatggtgtt

a

aggcattcga
acatcaggac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctca
caggagcggc
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaatcgggca
tcagtccecag

gtgggtaatt
accaccagca
tccageccaat
tattttgact
aacaacaact
aaagaggtca
caagtgttta
tgtcteecege
aacaacggaa
cagatgctaa
cacagcagct
tatctgtact
ctgettttta
gggccectget
tttcettgga
ggaccagcta
ctaatatttg
acggatgaag
gcaaataact
gccttaccetg
aagattccte
aaacatccgce
actttcagece
gtggaaattg

tacactteca

tatagtgaac

<210> 21
<211> 2217
<212> ADN

aggecggtga
tcaaagaaga
ggcttettga
ggcctgtaga
aacagcctge
accctcaacc
cttcaggegg
cctcaggaaa
ccagaacctg
caggagcttce
ttaacagatt
ggggattccg
cgcagaacga
cggactcgga
cgtttcecage
gtcaageggt
ggactggaaa
acgctcacag
acctgaacag
gccaggetgg
accggcaaca
cagcggccag
tggccagtca
gcaaagaagg

aagagattcg

gcatggtgtg
acacggatgg
ctcectcaaat
cggccaagtt
agtgggaget

actacaacaa

ctegeccecat

<213> Secuencia artificial

<220>

> aaatacagct

caacccctac
tacgtectttt
acctettggt
tecagtecteet
cagaaaaaga

tectcggagaa

ttggecattge
ggccectgece
aaacgacaac
ccactgecac
gcccaagaaa
tggcacgacg
gtatcagctc
ggacgtcttc
gggacgctca
taacttccaa
ccagagtttg
aacgcaagga
gecctecagtet
gagactttca
caaatatcat
caaggacgat
gacaacggca
taccaccaat
gcaagatcogt
acactttcat
catgatcaaa
tgcttcattt
acagaaagaa

gtctgttaat

tggcaccegt

<223> Secuencia recombinante

ES 2857773 TS5

ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccgg
ctaaatttcg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acttacaaca
cactactttg
ttctecaccac
ctcagcttca
actattgceca
ccgtacgtge
atggtcecctce
tccttttact
ttcagctata
gatcgcttga
acaacctctg
atgtctttge
aagactgcta
ctcaatggcc
gaagaaaaat
agtaacgcag
cctgtggecaa
cccacgacta
gacgtgtace
ccttetecte
aatactecgg
atcactcagt
aacagcaaac

gtggacttta

taccttacce

accacgccga
tcgggegage
aagcggctaa
actcatcatc
gtcagactgg
ccecccacaag
ataacgaggg
ggetgggaga
accatctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctcttcaa
ataaccttac
tegggtegge
agtatggata
gectggagta
ccttegagga
tgaatcctct
gaacaaccaa
aggccagaaa
acgacaacaa
gcgactcget
ttttcectat
aattagataa
cagagcagta
gaactgtcaa
ttcaaggacce
tgatgggagg
taccggcaaa
actccactgg
gttggaatcce

ctgtagacac

gtceectgta

48

cgeegagtte
agtcttceccag
gacggctcoct
tggtgttgge
cgactcagag
tttgggatct
tgoegatgga
cagagtcatce
caagcaaatc
ccecttggggg
gcgactcatt
catccaagtt
cagcacggtt
gcaccaaggc
cctcaccctg
cttecctteg
tgtacctttt
tattgatcag
ccaatcacgg
ttggctacct
caacagtaac
ggtgaatcca
gcacggcaat
tgtaatgatt
tggaactgtyg
tgatcagggg
tatctgggea
ctttggactg
tcctecgacyg
acaggtcage
agagattcag
taatggtgtt

a

300

360

420

480

540

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1980

2040

2100

2160

2211



<400> 21
atggctgeeg

cagtggtggg
gacggccggg
aagggggagce
cagcagctca
caggagegtc
gccaagaagc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtte
tctaatacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atctccagtg
tgggggtatt
ctcatcaaca
caagtcaagg
accatccagg
cagggctgcc
accctgaaca
ccttegeaga
ccttttcaca
gatcagtatc
tcacggetge

ctacectggge

atggttatct
cgctgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccggtaga
gccaacagcece
cagaccctca
tggectteagg
attecctecagg
gcacccgecac
cttcaacggg
ttgactttaa
acaattgggg
aggtcacgac
tgtttacgga
tgccteeogtt
acggaagtca
tgctaaggac
gcagctacge
tgtactacct
tttttagecca

cctgctaceg

tccagattgg
tggagccecg
teectggetac
ggcggatgca
caatccgtac
tacgtetttt
acctctceggt
gccatcaccce
cgccagaaaa
acctctcgga
cggtggcgea
aaattggcat
ctgggecettyg
ggccagcaac
ccgettecac
attccggccc
gaatgatggc
ctcggagtac
cceggeggac
agcggtggga
tggaaataac
tcacagccag
gaacagaacg

ggctgggect

gcaacagaga

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtaccteg
gcggccecteg
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagg
cagegttete
agactcaatt
gaaccaccag
ccaatggcag
tgecgattece
cccacctaca
gacaaccact
tgccacttcet
aagagactca
gtcacgacca
cagctgccgt
gtgttcatga
cgctcatect
ttccaattca
agtttggatce
caaggaacaa
cagtctatgt

ctttcaaaga

ctctetetga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcegage
aaggcgctaa
cagactccte
ttggtcagac
cagcccccac
acaataacga
aatggctggg
ataaccacct
acttcggcta
cgccaagaga
acttcaaact
tcgccaataa
acgttctcgg
ttcceccagta
tttactgect
gctatacctt
gcttgatgaa
cctctggaac
ctttgcagge

ctgctaacga

49

aggaataaga
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct
tacgggecatc
tggcgactca
aagtttggga
gggtgcegat
cgacagagtce
ctacaagcaa
cagcaccccce
ctggcaaaga
cttcaacatc
cctcaccagce
ctctgcccac
tggatacctc
ggagtacttc
cgaggatgta
tcctettatt
aaccaaccaa
cagaaattgg

caacaacaac
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10

agtaactttc
aatccaggac
ggcaatctaa
atgattacgg
actgtggcaa
cagggggcct
tgggcaaaga
ggacttaaac
tcgaccaccet
gtcagegtgg
atccagtaca
ggtgtatata
<210> 22

<211> 2208
<212> ADN

cttggacagce
cagctatgge
tatttggcaa
atgaagaaga
ataacttgea
tacctggeat
ttccacacac
accctectee
tcagtgegge
agatcgagtg
cttccaacta

gtgaaccceg

<213> Secuencia artificial

<220>

agccagcaaa
cagtcacaag
agaagggaca
gattcgtacc
gagctcaaat
ggtgtggcaa
ggacggacat
gcagattctce
aaagtttgct
ggagctgcag
ttacaagtct

cccecattgge

<223> Secuencia recombinante

<400> 22
atggetgeceg

cagtggtgga
gacagcaggg
aagggagagc
cggcageteg
caggagegcc
gcgaaaaaga
ggaaaaaaga
aaggcgggec
tcagtacctg
aatacgatgg
gtgggtaatt
accaccagca
tccagcceaat

tattttgact

atggttatct
agctcaaacc
gtcttgtget
cggtcaacga
acagcggaga
ttaaagaaga
gggttcttga
ggceggtaga
agcagcctge
acccccagec
ctacaggcag
cctegggaaa
cccgaacctg
caggagecte

tcaacagatt

teccagattgg
tggcccacca
tectgggtac
ggcagacgcc
caacccgtac
tacgtetttt
acctctggge
gcactctect
aagaaaaaga
teteggacag
tggegecacca
ttggcattge
ggccctgece
gaacgacaat

ccactgccac

ES 2857773 TS5

tatcatctca
gacgatgaag
acggcaagta
accaatcctg
acagctceca
gatcgtgacg
tttcaccecct
atcaagaaca
tcecttcatca
aaggaaaaca
aataatgttg

accagatacc

ctcgaggaca
ccaccaaagce
aagtacctceg
gcggeccteg
ctcaagtaca
gggggcaace
ctggttgagg
gtggagccag
ttgaattttg
ccaccagcag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
cactactttg

ttttcaccac

atggccgega
aaaaattttt
acgcagaatt
tggcaacaga
cgactagaac
tgtaccttca
cteccecteat
ccccggtace
cacagtactc
gcaagcgcetg
aatttgctgt

tgactcgtaa

ctctetetga
ccgcagageg
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgecga
tcggacgage
aacctgttaa
actcctecte
gtecagactgg
ccececcetetgg
ataacgaggg
ggatgggcga
accacctcta
gctacagcac

gtgactggca

50

ctcgetggtg
ccctatgeac
agataatgta
gcagtatgga
tgtcaatgat
ggggcccatc
gggtggattc
tgcgaatcct
cacgggacag
gaacccggag
taatactgaa

tctgtaa

aggaataaga
gcataaggac
cggactcgac
agcctacgac
cgeggagttt
agtcttcecag
gacggcteceg
gggaaccgga
agacgcagac
tctgggaact
cgccgacgga
cagagtcatc
caaacaaatt

cccttggggg

aagactcatc
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10

aacaacaact
aaagaggtca
caggtgttta
tgecctcecge
aacaacggga
cagatgetge
cacagcagct
tacctgtatt
cagttttctce
ccectgttacce
tcegtggactg
ccggecatgg
atctttggga
gacgaagagg
accaacctcce
cttccaggea
attccacaca
caccctecte
ttecagtgegg
gagatcgagt
acttccaact
tcagagcctc

<210> 23
<211> 2208
<212> ADN

ggggattccg
cgcagaatga
ctgactcgga
cgttcccage
gtcaggecagt
gtaccggaaa
acgctcacag
acttgagcag
aggccggage
gccagcagcyg
gagctaccaa
caagccacaa
agcaaggctc
aaatcaggac
agagaggcaa
tggtctggea
cggacggaca
cacagattet
caaagtttge
gggagctgea
acaacaagtc

gccccattgg

<213> Secuencia artificial

<220>

acccaagaga
cggtacgacg
gtaccagcectce
agacgtcttce
aggacgctct
caactttacc
ccagagtctg
aacaaacact
gagtgacatt
agtatcaaag
gtaccacctce
ggacgatgaa
agagaaaaca
aaccaatccce
cagacaagca
ggacagagat
ttttcacccc
catcaagaac
ttcectteate
gaaggaaaac
tgttaatgtg

caccagatac

<223> Secuencia recombinante

<400> 23

atggctgceg atggttatct tccagattgg

gagtggtggg cgctgaaacce tggagccccg

gacggceggg gtectggtget tectggcectac

aagggggagce ccgtcaacge ggecggacgec

ES 2857773 TS5

ctcaacttca
acgattgecca
ccgtacgtee
atggtgccac
tcattttact
ttcagctaca
gaccgtctca
ccaagtggaa
cgggaccagt
acatctgegg
aatggcagag
gaaaagtttt
aatgtggaca
gtggctacgg
gctaccgeag
gtgtacctte
tctecectea
acceccggtac
acacagtact
agcaaacgct
gactttactg

ctgactcgta

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtacctcg

gcggeccteg

agctctttaa
ataaccttac
tcggetegge
agtatggata
gcetggagta
cttttgagga
tgaatcctet
ccaccacgca
ctaggaactg
ataacaacaa
actctctggt
ttcctcagag
ttgaaaaggt
agcagtatgg
atgtcaacac
aggggcccat
tgggtggatt
ctgcgaatee
ccacgggaca
ggaatcccga
tggacactaa

atctgtaa

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa

agcacgacaa

51

cattcaagtc
cagcacggtt
gcatcaagga
cctcaccctg
ctttecttet
cgtteccttte
catcgaccag
gtcaaggcett
gcttectgga
cagtgaatac
gaatccgggce
cggggttcte
catgattaca
ttetgtatet
acaaggegtt
ctgggcaaag
cggacttaaa
ttegaccacce
ggtcagegtg
aattcagtac

tggcgtgtat

gggcattcge
aaagcaggac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctge
caggagcgtc
gccaaaaaga
ggaaagaaga
aaatcgggtg
tcagtccecag
gtgggtaatg
accaccagca
tccageccaat
tattttgatt
aacaacaact
aaagaggtca
caggtgttta
tgcctecege
aacaacggga
cagatgctgc
cacagcagct
tacctgtatt
cagttttcte
ccectgttace
tcgtggactg
ccggeccatgg
atctttggga
gacgaagagg
accaacctcc
ctteccaggea
attccacaca
caccctecte
ttcagtgegg
gagatcgagt

acttccaact

tcagagecte

<210> 24
<211> 2208
<212> ADN

aggegggtga
tgcaagaaga
ggcttettga
ggcctgtaga
cacagcccge
accctcaacc
cttcaggegg
cctcaggaaa
cccgecacctg
caggagcttce
tcaacagatt
ggggattccg
cgcagaatga
ctgactcgga
cgttccecage
gtcaggcagt
gtaccggaaa
acgctcacag
acttgagcag
aggecggage
gccagcageyg
gagctaccaa
caagccacaa
agcaaggcte
aaatcaggac
agagaggcaa
tggtctggea
cggacggaca
cacagattct
caaagtttge
gggagctgeca

acaacaagtce

gcecceecattgg

<213> Secuencia artificial

<220>

caatccgtac
tacgtectttt
acctettggt
gcagtctecet
caaaaagaga

tectcggagaa

ttggecattge
ggccttgeece
aaacgacaac
ccactgecac
acccaagaga
cggtacgacg
gtaccagctc
agacgtcttc
aggacgctcet
caactttacc
ccagagtctg
aacaaacact
gagtgacatt
agtatcaaag
gtaccacctc
ggacgatgaa
agagaaaaca

aaccaatccecc

ES 2857773 TS5

ctgeggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccgg
ctcaatttcg
ccaccagcag
atggcagaca
gattccacat
acctacagca
gactactttg
ttttecaccac
ctcaacttca
acgattgeca
ccgtacgtcece
atggtgeccac
tcattttact
ttcagctaca
gaccgtctca
ccaagtggaa
cgggaccagt
acatctgagg
aatggcagag
gaaaagtttt
aatgtggaca

gtggctacgg

accacgccga
tcgggegage
aagcagctaa
actccteege
gtcagactgg
ccecccacaag
ataacgaagg
ggetgggaga
accatctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctctttaa
ataaccttac
teggetcegge
agtatggata
gectggagta
cttttgagga
tgaatcctct
ccaccacgca
ctaggaactg
ataacaacaa
actctctggt
ttcctcagag
ttgaaaaggt

agcagtatgg

cgeegagttt
agtcttceccag
aacggctect
gggtattgge
cgactcagag
tttgggatct
cgoogacgga
cagagtcatce
caagcaaatc
ccecttggggg
aagactcatc
cattcaagtc
cagcacggtt
gcatcaagga
cctcaccctg
ctttectteot
cgtteccttte
catcgaccag
gtcaaggcett
gcttectgga
cagtgaatac
gaatccggge
cggggttctc
catgattaca

ttectgtatct

g g gy g g g U g g g s

cagacaagca
ggacagagat
ttttecaccee
catcaagaac
ttectteate
gaaggaaaac

tgttaatgtg

caccagatac

<223> Secuencia recombinante

gctaccgceag
gtgtacctte
tctecectea
acceccggtac
acacagtact
agcaaacgcet

gactttactg

ctgactcgta

aggggeccat
tgggtggatt
ctgcgaatee
ccacgggaca
ggaatcccga

tggacactaa

atctgtaa

52

acaaggcgtt
ctgggcaaag
cggacttaaa
ttcgaccace
ggtcagcgtyg
aattcagtac

tggegtgtat
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<400> 24
atggetgeceg

gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagce
cagcagcetgce
caggagegte
gccaagaaga
ggaaagaaac
aagacaggcc
tcagtcccag
aatacaatgg
gtgggtaatt
accaccagca
tccagccaat
tattttgact
aacaacaact
aaggaggtca
caggtgttta
tgecectgecte
aacaacggta
cagatgctga
cacagcagct
tacctgtatt
ggcttcagee

ccctgttace

atggttatct
cgctgaaace
gtctggtget
ccegtcaacge
aggcgggtga
tgcaagaaga
gggttctega
gteceggtaga
agcagcccge
accctcaace
cttcaggegg
cctegggaaa
cccgaacctg
caggagcttc
ttaacagatt
ggggattceg
cgcagaatga
cggactcgga
cgttcecegge
gtcaggecegt
gaaccggcaa
acgcccacag
acttgtcteg
aaggtgggec

gccagecageg

teccagattgg
tggageccecg
tectggetac
ggcggacgcea
caatccgtac
tacgtetttt
accttttggt
gcagtcgeca
taaaaagaga
tctcggagaa
tggcgecacca
ttggcattge
ggcecctgece
aaacgacaac
ccactgccac
gcccaagaaa
aggcaccaag
gtaccagctg
ggacgtgttc
gggacgctcc
caacttccag
ccagagcttg
gactcaaaca
taatacaatg

agtatcaaag

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtacctcg
gcggcecteg
ctgeggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagagccag
ctcaattttg
ccaccagcag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
cactactttg
ttttcaccac
ctcaacttca
accatcgcca
ccgtacgttc
atgattccce
tcettetact
tttacttaca
gaccggetga
acaggaggca
gccaatcagg

acatctgegg

acctctectga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tegggcgage
aaggtgctaa
actcctecte
gtecagactgg
cccccacaag
ataacgaggg
ggatgggcga
accacctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctctttaa
ataacctcac
tcggctctge
agtacggcta
gcectggaata
ccttegagga
tgaatcctcet
cgacaaatac
caaagaactg

ataacaacaa

53

gggcattege
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagtte
agtcttcecag
gacggctect
gggcattgge
cgactcagag
tttgggatct
cgccgacgga
cagagtcatc
caaacaaatt
cccttggggg
gcgactcatt
catccaggtc
cagcaccatc
ccaccagggc
cctaacactc
ctttectteg
cgtgecttte
gattgaccag
gcagactctg
gctgectgga

cagtgaatac
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10

tcgtggactg
ccggecatgg
atctttggga
gacgaagagg
accaacctecce
cttccaggea
attcctcaca
aacccgectce
ttttcagecta
gaaattgaat
acatccaatt
tcagagectce
<210> 25

<211> 2214
<212> ADN

gagctaccaa
caagccacaa
agcaaggctc
aaatcaggac
agagaggcaa
tggtctggeca
cagatggaca
ctcagatccet
caaagtttge
gggagctgea
atgcaaaatc

gececccattgg

<213> Secuencia artificial

<220>

gtaccacctc
ggacgatgaa
agagaaaaca
aaccaatccc
cagacaagca
ggacagagat
ctttcacceg
catcaaaaac
ttcattcatc
gaaagaaaac
tgccaacgtt

caccagatac

<223> Secuencia recombinante

<400> 25
atggctgeeg

gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagce
cagcagctca
caggagcgtce
gccaagaaga
ggaaagaaac
aagacaggcc
tcagtacctg
aatacgatgg
gtgggtaatt
accaccagca
tccaacageca

tgggggtatt

atggttatct
acttgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctecga
gtceggtaga
agcagcctge
acceccagcec
ctacaggcag
cctegggaaa
cccgaacctg
catectggagyg

ttgatttcaa

tccagattgg
tggageccecg
tectggetac
ggcggatgca
caatccgtac
tacgtetttt
accttttggt
gcagtcgeca
aagaaaaaga
teteggacag
tggegecacca
ttggcattge
ggccctgece
atcttcaaat

cagattccac

ES 2857773 TS5

aatggcagag
gaaaagtttt
aatgtggaca

gtggctacgg

gctaccgeag
gtgtacctte
tcececcetetta
acgcectgtte
acccaatact
agcaagceget
gattttactg

ctcacccgta

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
gcggccecteg
ctgeggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagagccag
ttgaattttg
ccaccagcag
atggcagaca
gattcccaat
acctacaaca
gacaacgect

tgccatttet

actctctggt
ttectcagag
ttgaaaaggt
agcagtatgg
atgtcaacac
agggtcccat
tgggeggett
ctgcgaatce
ccacaggaca
ggaatcccga
tggacactaa

atctgtaa

acctctectga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tecgggegage
aaggtgctaa
actcctecte
gtecagactgg
ccccctetgg
ataacgaggg
ggctggggga
atcacctcta
actteggcta

caccacgtga

54

gaatccgggce
cggggttecte
tatgattaca
ttctgtatcet
acagggegtt
ttgggccaaa
tggactcaag
tceggecagag
agtgagtgtg
agtgcagtac

tggcgtgtat

gggcattege
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagttt
agtcttccag
gacggctcct
gggcattgge
agacgcagac
tectgggaact
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cagcaccccce

ctggcagecga

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2208

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

ctcatcaaca
caggtcaagg
accatccagg
cagggctgec
acactcaaca
ccttegeaga
cctttccaca
gaccagtace
actctggget
ccaggacccet
gaatactegt
ccgggeccgg
gttctcatet
attacagacg
gtatctacca
ggcgttette
gcaaagattec
cttaaacacc
accacctteca
agcgtggaga
cagtacacct
gtgtactctg

<210> 26
<211> 2217
<212> ADN

acaattgggg
aggtcacgca
tgtttacgga
tgcecteegtt
acggtagtca
tgctgagaac
gcagctacge
tgtactactt
tcagccaagyg
gttaccgecca
ggactggage
ccatggcaag
ttgggaagca
aagaggaaat
acctccagag
caggcatggt
cacacacgga
ctcegectea
accagtcaaa
tegagtggga
ccaactacta

aaccccgeccce

<213> Secuencia artificial

<220>

attccggecee
gaatgaaggc
ctcggagtac
cceggeggac
ggcegtggga
cggcaacaac
ccacagccag
gtcteggact
tgggcctaat
gcagcgagta
taccaagtac
ccacaaggac
aggctcagag
caggacaacc
aggcaacaga
ctggcaggac
cggacatttt
gatcctgatc
gctgaactct
gctgcagaag
caaatctaca

cattggcacc

<223> Secuencia recombinante

<400> 26

atggctgceg atggttatct tccagattgg

gagtggtggg acttgaaacc tggagccceg

gacggceggg gtectggtget tectggcectac

aagggggagce ccgtcaacge ggeggatgea

ES 2857773 TS5

aagagactca
accaagacca
cagctgecegt
gtgttcatga
cgcetectect
ttccagttta
agcttggacce
caaacaacag
acaatggcca
tcaaagacat
cacctcaatg
gatgaagaaa
aaaacaaatg
aatccegtgg
caagcagcta
agagatgtgt
cacccctete
aagaacacgc
ttcatcacce
gaaaacagca
agtgtggact

cgttacctca

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg

acggecccteg

acttcaagct
tcgccaataa
acgttctcegg
ttecccagta
tctactgect
cttacacctt
ggctgatgaa
gaggcacgac
atcaggcaaa
ttgcggataa
gcagagactc
agttttttce
tggacattga
ctacggageca
ccgcagatgt
accttcaggg
ccctecatggg
ctgtacccge
agtattctac
agcgctggaa
ttgctgttaa

cccgtaatct

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa

agcacgacaa

55

cttcaacatc
cctcaccage
ctctgececac
cggctaccta
ggaatacttt
cgaggacagtg
tcetetgatt
aaatacgcag
gaactggctg
caacaacagt
tectggtgaat
tcagageggg
aaaggtcatg
gtatggttect
caacacacaa
gececatetgg
tggattcgga
ggatccteeg
tggccaagtc
ccccgagatce
tacagaaggc

gtaa

gggcattcge
aaagcaggac
cggactcgac

ggcctacgac
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cagcagctge
caggagcgte
gccaagaagc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagttc
teotaatacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atctccagtg
tgggggtatt
ctcatcaaca
caagtcaagg
accatccagg
cagggctgecc
accctgaaca
ccttegecaga
ccttttcaca
gatcagtatc
tecacggetge
ctacctggge
agtaactttc
aatccaggac
ggcaatctaa

atgattacgg

cagggggect
tgggcaaaga
ggacttaaac
tcgaccacct
gtcagcgtgg

atccagtaca
Jgobgtatsta

<210> 27
<211> 2208
<212> ADN

aggegggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccggtaga
gccaacagcec
cagaccctca
tggctteagg
attectecagg
gcacccgecac
cttcaacggg
ttgactttaa
acaattgggg
aggtcacgac
tgtttacgga
tgcctecegtt
acggaagtca
tgctaaggac
gcagctacgc
tgtactacct
tttttageeca
cctgctaceg
cttggacagc
cagctatggc
tatttggcaa
atgaagaaga
tacctggeat
tteccacacac
accctectee
tcagtgegge
agatcgagtg

cttecaacta
FEFRICQTCG

<213> Secuencia artificial

<220>

caatccgtac
tacgtectttt
acctceteggt
gccatcaccec
cgccagaaaa

acctctcgga

aaattggcecat
ctgggeccttg
ggccagcaac
ccgcettecac
attccggceec
gaatgatgge
ctcggagtac
cccggeggac
ageggtggga
tggaaataac
tcacagccag
gaacagaacg
ggctgggoct
gcaacagaga
agccagcaaa
cagtcacaag
agaagggaca
gattegtacc
gagctcaaat
ggtgtggcaa
ggacggacat
gcagattctce
aaagtttget
ggagctgeag

ttacaagtcet

auarati Qe sSanagsiasa

<223> Secuencia recombinante

ES 2857773 TS5

ctgecggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
cagecgttete
agactcaatt
gaaccaccag
ccaatggeag
tgcgattece
cccacctaca
gacaaccact
tgccacttet
aagagactca
gtcacgacca
cagctgecegt
gtgttcatga
cgctcatcct
ttccaattca
agtttggatc
caaggaacaa
cagtctatgt
ctttcaaaga
tatcatctca
gacgatgaag
acggcaagta
accaatcctg
acagctccca
gatcgtgacg
tttcaccecct
atcaagaaca
tccttcatca

aaggaaaaca

aataatgttg

accacgccga
tcgggegage
aaggcgctaa
cagactccte
ttggtcagac
cagccececac

aatggetggg
ataaccacct
acttcggcta
cgcecaagaga
acttcaaact
tcgeccaataa
acgttctcgg
ttccecagta
tttactgeocet
gctatacctt
gcttgatgaa
cctetggaac
ctttgcagge
ctgctaacga
atggccgcga
asaaattttt
acgcagaatt
tggcaacaga
cgactagaac
tgtaccttea
ctecceoctcat
ccccggtace
cacagtactc
gcaagegetg

aatttgetgt

cgeegagttt
agtcttceccag
gacggctcoct
tacgggcatce
tggcgactca
aagtttggga
gggtgcegat
cgacagagtce
ctacaagcaa
cagcacccee
ctggcaaaga
cttcaacatc
cctcaccage
ctectgeccac
tggatacctc
ggagtactte
cgaggatgta
tcctcttatt
aaccaaccaa
cagaaattgg
caacaacaac
ctcgectggtyg
ccctatgcac
agataatgta

gcagtatgga

ggggcccate
gggtggatte
tgcgaatcct
cacgggacag
gaacccggag

taatactgaa

tgactaogtas totghss
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<400> 27
atggctgeeg

gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagce
cagcagctca
caggagegtc
gccaagaagc
ggaaagaaac
aagacaggcc
tcagtceceg
actacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
tccagccaat
tattttgatt
aacaacaatt
aaggaggtca
caagtgttta
tgcctceocge
aacaacggga
cagatgctge
cacagcagct
tacctgtatt
cagttttctc

ccctgttace

atggttatct
acttgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gtceggtaga
agcagecccge
acccacaacc
cttcaggegg
cctcaggaaa
ccecgaacctg
caggagcctce
tcaacagatt
ggggattceg
cgcagaatga
cggactcgga
cgttcccage
gtcaggcagt
gtacaggaaa
acgctcacag
acttgagcag
aggccggage

gccagecageg

tccagattgg
tggagccecg
teectggetac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtetttt
acctctceggt
gcagtegeca
taaaaagaga
teteggagaa
tggcgcacca
ttggcattge
ggcectgece
gaacgacaat
ccactgccac
gcccaagaga
aggcaccaag
gtatcagctc
agacgtcttc
aggacgctct
caactttacc
ccagagtctg
aacaaacact
gagtgacatt

agtatcaaag

ES 2857773 TS5

ctcgaggaca
aagcccaaag
aagtaccteg
gcggccecteg
ctgcggtata
gggggcaace
ctggttgagg
caagagccag
ctcaattttyg
cctccagecaa
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
cactactttg
ttttcaccac
ctcagcttca
accatcgcca
ccgtacgtge
atggtgccac
tcattttact
ttcagctaca
gaccgtctca
ccaagtggaa
cgggaccagt

acatctgegg

accttagtga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcegage
aaggtgctaa
actcctecte
gtcagactgg
ccececegetge
ataacgaagg
ggctgggcga
accacctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctcttcaa
ataaccttac
tcggctcgge
agtatggata
gcectggagta
cttttgagga
tgaatcctcet
ccaccacgca
ctaggaactg

ataacaacaa

57

aggaattcgc
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct
gggcattggce
cgactcagaqg
tgtgggacct
cgccgacgga
cagagtcatc
caaacaaatt
cccttggggg
gcgactcatc
catccaggtc
cagcacggtt
gcatcaagga
cctcaccctg
cttteccttet
cgttccttte
gattgaccag
gtcaaggctt
gcttectgga

cagtgaatac
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10

tcgtggactg
ccggecatgg
atctttggga
gacgaagagg
accaacctecce
cttccaggea
attccacaca
catcectecge
ttcaaccagt
gagatcgagt
acctccaact
tctgaaccece
<210> 28

<211> 2214
<212> ADN

gagctaccaa
caagccacaa
agcaaggctc
aaatcaggac
agagaggcaa
tggtctggeca
cggacggaca
ctcagatccet
caaagctgaa
gggagctgea
actacaaatc

gececccattgg

<213> Secuencia artificial

<220>

gtaccacctc
ggactatgaa
agagaaaaca
aaccaatccc
cagacaagca
ggacagagat
ttttcaceceg
gatcaagaac
ctctttcatce
gaaggaaaac
tacaagtgtg

cacccgttac

<223> Secuencia recombinante

<400> 28
atggetgeceg

gagtggtggg
gacggccggg

aagggggagce

cagcagcetea
caggagegte
gccaagaaga
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ctcatcaaca
caggtcaagg
accatccagg
cagggctgec
acactcaaca
ccttegeaga
cctttccaca
gaccagtace
actctggget
ccaggacccet
gaatactegt
ccgggeccgg
gttctcatet
attacagacg
gtatctacca
ggcgttette
gcaaagattec
cttaaacacc
accacctteca
agcgtggaga
cagtacacct
gtgtactctg

<210> 29
<211> 737
<212> PRT
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aggtcacgca
tgtttacgga
tgcecteegtt
acggtagtca
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tcagccaagyg
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ggactggage
ccatggcaag
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aagaggaaat
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<223> Secuencia recombinante

<400> 29
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de la capside, en donde la secuencia de nucleétidos
comprende la SEQ ID NO: 4.

2. Una secuencia de proteina de la capside recombinante definida por la secuencia de aminoacidos codificada por la
secuenciade nucledtidos segun la reivindicacion 1.

3. Una particula viral que comprende una secuencia de proteina de la capside recombinante definida por la secuencia
de aminoacidos de la reivindicacion 2.

4. Un plasmido que comprende la secuencia de nucleétidos segun la reivindicacion 1.

5. Un vector de AAV recombinante, que comprende una proteina de la capside que tiene una secuencia de
aminoacidos de la reivindicacién 2 o |a reivindicacion 3.

6. Una composicién para su uso en la transferencia de un gen de interés a un mamifero, que comprende un vector de
AAV recombinante que codifica el gen de interés que esta encapsidado en una proteina de la capside codificada por
la secuencia de nucleétidos segun la reivindicacion 1.

7. Una composicién para su uso en la transferencia de un gen de interés a un mamifero, que comprende un vector de

AAV recombinante que codifica el gen de interés que esta encapsidado en una proteina de la capside que comprende
la secuencia de aminoéacidos de la reivindicacién 2.
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Figura 4. Seleccion de biblioteca combinada de AAV. Células hPAEC.
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Figura 20. Cribado de la biblioteca combinada de AAV en ratones FRG. AAV-LKO03.
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lulas Huh7.5 por genoma de vector AAV {vg).
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Figura 25A. Comparacion de nuevos aislados de AAV y AAVwL.
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Figura 25C. Comparacion de nuevos aislados de AAV y AAVwt,
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Figura 27. Comparacion de nuevos aislados de AAV y AAVwtL,
Eficiencia de la transduccion en células NIH3T3 por genoma de vector AAV (vg).

Células 373 . Titulacion de la transduccidnivyg

ES 2857773 TS5

FOAVY
AV
| sAvy
SAVY
[ savy
PAYY
FEAVY
ZAwY
TAVY
VAV

LTAT-AWY

GINTAYY
SINT-AVY

FIN-AVY

EPAT-AYY

W DAY

TH-AwY
OTHT-AwY

SOXT-AYY

LONT-AVY
SOM1-AVY

SOMT-AVY

FOAT-AVY

E0NT-AWY

e

TOAT-AYY

q- TOAT-AVY

0.025

0.015

176

0.01

)



ES 2857773 TS5

EXT-AYY D3vd-AYWY TOAYY BAYY BAYY SAYY SAYY PANY HEAYY CANY iavvy

[ s Iy L K A X & X 1 t

000

00

-} oo

o

- 200

E00

Bajuoioonpsuesy B 9p UoDRINUL 43N SBINSD
{BA) AYY 103084 ap eutoush j0d 43W seineo us UCIISNPpSURL B] 8P BISUSIONT
WAAYY A AV 9D SOpR|SIE SOASNU ap uoneiedwio) gz einbid

E0°0

177



Figura 29.
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Figura 31.

Transduccion de Hepatoc
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Figura 34,
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ES 2857773 TS5

b rgeney boaary
— ) e

' -s,wv‘ 2wy

Lonwy paavy

) -'A’ﬂf ) LAWY
: ﬂiﬁW ) acAvY
w—-; 2y F birvw
bELTTATY o AR 1A Y
A o
— 51 RE, FENTAYY
aI T LSNTAYY
R WA
bolravy
Foisavy
- HTAYY
G IAYY
R IIHTAYY

7.5

de ig fransduccion de Huh)

- AR
LYY

b Ay
A
bspsreavy
vy

: HENTAYY HAHTAYY

ol ‘ ‘33" . x .

PrEATARY N 134 -

-2 AT AVY

; RN TAYY
e AWy :

Liswvave
E)

g L~
_

FUfvg normalizado

Tiulacion

¥ s
1 e b
ity

184



Figura 36.
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Figura 48. Comparacian de nuevos AAV-PAEC v AAVwE Tiiulacion vy transduccidn de células hPAEC.
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