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DESCRIPCION
Método de produccion escalable de AAV.

Exposicion relativa a la investigacion o desarrollo patrocinados federalmente

La presente solicitud describe un trabajo sustentado al menos en parte por una subvencion de National Institutes of
Health, subvencion de NHLBI numero P=1-HL-059407. El gobierno de US puede tener determinados derechos sobre
la presente invencion.

Antecedentes de la invencion
La invencion describe una forma novedosa de cultivo y produccion de AAV.

Un virus adeno asociado (AAV), un miembro de la familia Parvovirus, es un pequefio virus icosaédrico, sin cubierta,
con un genoma de ADN lineal de cadena simple de 4,7 kilobases (kb) a 6 kb. EI AAV se asigna al género,
Dependovirus, puesto que el virus fue descubierto como contaminante en poblaciones de adenovirus purificados. El
ciclo de vida del AAV incluye una fase latente en la que genomas de AAV, tras la infeccion, son integrados en
genomas anfitrién, y una fase infecciosa en la que, a continuacion de la infeccién por virus ya sea por adenovirus o
ya sea por herpes simplex, los genomas de AAV integrados son rescatados posteriormente, replicados y
empaquetados en virus infecciosos. Las propiedades de no patogenicidad, la amplia gama de infectividad del
anfitrion, incluyendo células sin division, y la integracion, hacen que un AAV sea un vehiculo de suministro atractivo.

Se ha descrito una diversidad de secuencias de AAV diferentes y de métodos para aislamiento de las mismas a
partir de tejidos. Se ha descrito el AAV 1-6, AAV7, AAV9 y AAV9, entre otras secuencias de AAV obtenidas a partir
de fuentes de tejido de simios o de humanos. Véanse, por ejemplo, las solicitudes de Patentes Internacionales
nims. WO 02/33269, WO 02/386122 (AAV6), y la solicitud de Patente Internacional num. WO 2005/033321. Con
todo esto, se ha producido un alejamiento en cuanto a definir un AAV estrictamente mediante la actividad serolégica
cruzada (serotipos). La literatura reciente define la relacién entre estos AAV en términos de relatividad filogenética,
proponiendo grupos denominados “clados”. Véase, por ejemplo, Gao et al., J. Virol. 78(12): 6381-6388 (Junio de
2004); solicitud de Patente Internacional num. WO 2005/033321.

La metodologia actual para la produccion de AAV ha estado fundamentada en gran medida en la observacién de
que el AAV2 esta asociado a la célula y de ese modo, se cree que reside principalmente en las células productoras.
Por lo tanto, la mayor parte de las estrategias de produccién de AAV del estado actual de la técnica obtienen
particulas de vector procedentes del sedimento celular de la linea celular de produccién. Cada una de estas
estrategias emplea alguna metodologia de liberacién de vector desde el sedimento celular mediante lisis por
sonicacion, enzimatica, fisica o quimica. Esto libera desafortunadamente todas las proteinas intracelulares y los
residuos en el cultivo viral. Por lo tanto, el procedimiento subsiguiente de purificacion es mas exigente. Debido a la
eficacia relativamente baja tanto de la produccion como de la purificacion, es necesario empezar con una gran
cantidad de células productoras.

Se necesitan por tanto métodos eficientes de produccion y purificacion de AAV.

Sumario de la invencién

La presente invencién permite la produccion de AAV sin que se requiera la terminacion del cultivo celular de
produccién de virus. El método incluye cultivar AAV liberado en el sobrenadante sin que se requiera la recogida de
un sedimento celular o la disrupcion celular. Mas en particular, la invencién proporciona un método para la
produccién de AAV, comprendiendo dicho método las etapas de (a) cultivar un AAV carente de un sitio de enlace de
heparina en un cultivo celular; y (b) aislar el AAV del sobrenadante del cultivo celular sin que se requiera la recogida
de un sedimento celular o la disrupcion celular. En una realizacion, el método incluye modificar los capsides de AAV,
las células y/o las condiciones de cultivo para reducir sustancialmente, o eliminar, el enlace entre el sitio de enlace
de Heparina de AAV vy las células productoras, permitiendo con ello que el AAV pase al sobrenadante, es decir, al
medio. De ese modo, el método de la invencion proporciona un sobrenadante que contiene altas producciones de
AAV que tienen un grado de pureza mas alto a partir de membranas celulares y de materiales intracelulares, en
comparacion con el AAV producido con la utilizacion de métodos que hacen uso de una etapa de recogida celular
y/o de lisis celular.

Esta tecnologia puede ser aplicada a la produccién eficiente y escalable de AAV con mejoras significativas en
cuanto a coste financiero e inversion de tiempo. Esta tecnologia permite la producciéon de AAV a pequefia escala y
su aplicacion comercial para un kit de “todo incluido” a efectos de investigacion. Puesto que el AAV puede ser
cultivado multiples veces a partir del sobrenadante, un sistema continuo o bio-reactor permite la produccién de
cantidades particulas necesarias para uso clinico o para una aplicacion farmacéutica amplia sin que el substrato
celular constituya una limitacion para la produccion. Opcionalmente, en combinacidon con el uso de un medio de
crecimiento que carezca de, o que sea muy bajo en cuanto a, suero o proteinas, la purificacion se simplifica
considerablemente. Esta tecnologia puede ser aplicada en combinaciéon con métodos mas eficientes de purificacion
y concentracién que podrian ser utilizados con los métodos de produccion de la técnica anterior y/o en presencia de
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cantidades significativas de material intracelular.

Otras ventajas adicionales de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada de la
invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra el efecto de una glicoproteina de sulfato de heparano (HSPG) sobre la produccion de AAV2 y de
AAV2HSPG- en presencia (S) o ausencia (SF) de suero, con produccién de AAV2/8 como control positivo.

La Figura 22 muestra la cuantificacion de particulas de AAV resistentes a DNasa (drp) en sobrenadante (l), fraccion
celular pobremente asociada (1) y fraccion celular estrechamente asociada (l1l) para control positivo de AAV2/8;

Las Figuras 2B-2E muestran fracciones similares para AAV2 y AAV2HSPG- en presencia (Suero o S) o ausencia
(Exentas de Suero o SF) de suero;

La Figura 3 ilustra la produccion de aislados de AAV a partir de transfeccion simple por plato de 15 cm. Todos los
aislados con un enlace que no fuera de heparina produjeron una GC total mayor de 2 x 10" comprendida en la
gama de hasta 1 x 10 '3, Se ha mostrado el AAV2 y el hu.51 aislado para enlazar heparina y esta limitado en cuanto
a produccion.

La Figura 4 es un grafico de barras que muestra los resultados de |nmun|zaC|on con una diversidad de AAV por
activacion de células T. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 1 x 10" de vector de GC AAV2/6, AAV2/6.1,

AAV2/6.2, AAV2/6.1.2, AAV2/1 y AAV2. 13 dias mas tarde se cultivaron esplenocitos a partir de 3 ratones por grupo
y se agruparon. Iguales cantidades de esplenocitos fueron simuladas in vitro con epitope IPQYGYLTL [SEQ ID No.
1] de AAV de Balb/c en un ensayo ELISPOT.

La Figura 5 es un grafico de barras que muestra la fraccion de vector liberada en el sobrenadante a continuacion de
la produccion de vector viral de AAV especificada mediante triple transfeccion transitoria en un sistema de cultivo de
células 293.

Descripcion detallada de Ia invencion

La presente invencién proporciona un método para la produccion de AAV, sin que se requiera disrupcion celular. El
método incluye cultivar AAV a partir del sobrenadante de un cultivo de produccion viral.

Para aquellos AAVs que no muestren afinidad con proteoglicanos de sulfato de heparano o heparina, los cuales
comprenden la mayor parte de las especies de AAV, una gran fraccidon de particulas infecciosas, resistentes a
DNasa, se localiza en el sobrenadante del cultivo o esta asociada a la célula solamente de manera pobre. Esto se
observa sin lisis viral, osmolitica o de cualquier otro tipo.

La presente invencién permite una tecnologia escalable para la produccién de AAV para su uso en una diversidad
de transferencias de gen y/o aplicaciones de vacuna. La misma reduce también drasticamente la rigurosidad de la
purificacion cuando se usa en combinacidon con medios de contaminacion baja, o nula, en proteinas, para el cultivo.
Este método de produccidon puede ser aplicado en combinacién con métodos adecuados de purificacion y
concentracion que incluyen, por ejemplo, cromatografia, filtracion o precipitacién a efectos de purificacion y
concentracion.

Puesto que la mayor parte de las estrategias de produccion de AAV utilizan el sedimento celular como substrato
para aislar particulas, tales métodos son por definiciéon un proceso iterativo que excluye una estrategia de cultivo
continuo.

Al contrario que en las metodologias actuales, en una realizacion, la presente invencion proporciona un método en el
que el sobrenadante es la principal fuente para muchos AAVs. Esto permite el cultivo repetitivo continuo de las
mismas células productoras para la produccién de cantidades mayores de AAV para investigacion o terapia clinica o
pre-clinica. En el cultivo actual de sedimento celular y los subsiguientes métodos de purificacion, se necesitan
grandes cantidades de particulas para proporcionar eficientemente un titulo viral utilizable. Por lo tanto, existe un
umbral por debajo del cual no es técnicamente factible la recuperacion de una cantidad de particulas utilizable. En
una realizacion, un vector AAV secreta al menos alrededor de un 10% de genomas o particulas de vector resistentes
a Dnasa (drp vg) a partir de las células en las que se producen. Tales drp vg representan secuencias gendémicas
(por efjemplo, un minigén, un casete y/o secuencias de acido nucleico de AAV) empaquetadas en un capside de
AAV. En otras realizaciones, un vector de AAV secreta al menos alrededor de un 20% de drp vg. En otras
realizaciones adicionales, un vector de AAV secreta al menos alrededor de un 40% de drp vg. Mediante la estrategia
de produccion mas eficiente que se proporciona en la presente memoria, la escalabilidad es posible para ambas
necesidades de particulas pequefias y de particulas grandes. Por lo tanto, la producciéon viral puede ser
personalizada dependiendo de las cantidades que se espera que se requieran, sin el requisito de lisis celular o la
suspension del cultivo celular.

Por ejemplo, se ha encontrado que los vectores de AAV8 secretan, por término medio, mas de un 40% de sus
particulas virales al sobrenadante en un método de produccién de triple transfeccidén a base de células 293. Se ha
encontrado que otros vectores basados en AAV7 y rh8R secretan en esta misma gama. Incluso otros vectores que
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se ha encontrado que secretan, por término medio, mas de un 30% de las particulas virales en el sobrenadante de
este sistema, por ejemplo, AAV1 [proteina de capside proporcionada en SEQ ID No. 2], AAV6 [proteina de capside
de AAV6 proporcionada en SEQ ID No. 3], AAV6.1 [SEQ ID No. 3, con un cambio K531E en la proteina de capside],
AAV6.1.2 [SEQ. ID No. 3, con K531E, F129L], rh32.33 [proteina de capside proporcionada en SEQ ID No. 4], rh 10
[proteina de capside proporcionada en SEQ ID No. 5], y rh64R1 [proteina de capside de rh64 proporcionada en SEQ
ID No. 6, con un R697W] y rh8R [proteina de capside de rh8 proporcionada en SEQ ID No. 7, con D531E]. En otro
ejemplo mas, se ha encontrado que otros vectores de AAV secretan por término medio mas de un 20% de sus
particulas virales en el sobrenadante durante la produccién que sigue a la triple transfeccion en este sistema. Incluso
otros vectores de AAV, por ejemplo, los basados en AAV9 [proteina de capside proporcionada en SEQ ID No. 8], se
ha encontrado que liberan mas de un 10% de sus particulas virales en el sobrenadante de este sistema. Incluso
otros ejemplos que incluyen AAVs que secretan mas de un 10% de sus particulas virales en el sobrenadante, son
utilizados en los métodos de la invencion. En una realizacioén, estos vectores producidos con esta materia proceden
de AAVs que secretan de manera natural fuera de la célula en la que son producidos.

En otra realizacion, los AAVs son modificados para permitir su secreciéon. En una realizacién, los inventores han
encontrado que un AAV que tenga un dominio de enlace de heparina y que esté caracterizado por tener capacidad
de transduccién (infecciosa) bloqueada por heparina, no secretan en cantidades detectables. Ejemplos de tales
AAVs son el AAV2 (proteina de capside proporcionada en SEQ ID No. 9], que en su mayor parte esta asociado a la
célula durante la produccién, y el AAV3 [proteina de capside proporcionada en SEQ ID No. 10]. De ese modo, en
una realizacion, el método incluye modificar los capsides de AAV, las células y/o las condiciones de cultivo para
reducir sustancialmente o eliminar el enlace entre el sitio de enlace de heparina de AAV vy las células productoras,
permitiendo con ello que el AAV pase al sobrenadante, es decir, al medio.

El método de la invencién proporciona un sobrenadante que contiene producciones elevadas de AAV que tienen un
grado de pureza mas alto a partir de membranas celulares, proteinas y materiales intracelulares, en comparacion
con el AAV recuperado a continuacién de una lisis celular. En una realizacion, la presente invencion se inicia, por el
contrario, a partir de sobrenadante sin lisis y con ello simplifica cualquier purificacién subsiguiente. Una cantidad
limitada de residuo celular se encuentra en el sobrenadante en cultivo normal y equivale a una reduccién drastica de
contaminacion de proteina. En una realizacién, se utiliza un medio exento de suero para evitar el efecto de
contaminacion del suero o de otras proteinas introducidas por el medio de crecimiento.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método de produccion de un AAV en un cultivo de produccion
viral. Las secuencias de una diversidad de AAVs han sido descritas previamente. Véase, por ejemplo, AAV 1
(Patente US num. 6.759.237), AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVB, AAV7, AAV8, AAV9, rh32.33, rh. 10, hu. 11, otros
AAVs procedentes de fuentes humanas y no humanas, véase por ejemplo la publicacion de las Patentes
Internacionales nums. WO 02/33269, WO 02/386122 (AAV8), y GenBank, y como han sido alteradas tales
secuencias para corregir errores de singleton, por ejemplo, AAV6.2, AAV6.1, AAV6.1.2, rh64R1 y rh8R (véase, por
ejemplo, el documento WO 2006/110689, publicado el 19 de Octubre de 2006]. Alternativamente, otras secuencias
de AAV incluyendo aquellas identificadas por un experto en la materia con la utilizacion de técnicas conocidas
[véase, por ejemplo, la publicacién de Patente Internacional nim. WO 2005/033321 y GenBank] o mediante otros
medios, pueden ser modificadas segun se describe en la presente memoria.

Determinadas secuencias de AAV estan desprovistas de manera natural de dicho sitio de enlace de heparina. Para
un AAV que carece de un sitio de enlace de heparina, por ejemplo, el AAV8 [proteina de capside proporcionada en
SEQ ID No. 11], no se requiere ninguna modificacion de la secuencia de AAV, de la célula o del medio. La
capacidad de un capside de AAV para enlazar heparina puede ser identificada facilmente utilizando una diversidad
de formatos de ensayo y heparina o porciones de la misma para enlazar un AAV. Ademas, la capacidad de la
heparina para bloquear la capacidad infecciosa/de transduccién de un AAV puede ser determinada facilmente por un
experto en la materia. Se ha descrito un ensayo adecuado para determinar la capacidad de la heparina para
bloquear cualquier infeccién/transduccion de transduccion de un AAV, por ejemplo, por C. Halbert et al., J. Virol.,
75(14): 6615-6624 (Julio 2001) y por C.E. Walsh y H. Chao, Haemophilia, 8 (Supl. 2), p. 60-67 (2002).

Otras secuencias de AAV, por ejemplo, el AAVG, tienen un sitio de enlace de heparina, pero la capacidad del AAV6
para infectar es inhibida parcialmente, no bloqueada, por la presencia de heparina. Se ha descrito la secuencia de
capside vp1 del AAV6 como que tiene un residuo Unico de aminoacido que media en el enlace de heparina,
residiendo la lisina natural en la posiciéon 531 [SEQ ID No. 3]. [La secuencia de AAV6 se proporciona en la solicitud
de Patente Internacional nim. PCT/US06/13375 y el numero de residuo esta basado en el esquema de numeracion
proporcionada en esa solicitud internacional (véase, por ejemplo, Tabla)]. En ese caso, no se requiere ninguna
modificacién de esta secuencia de AAV puesto que se ha encontrado que esta asociada a la célula solamente de
forma pobre.

En una realizaciéon, para un AAV que tenga un sitio de enlace de heparina y que tenga su capacidad de
infectar/transfectar células bloqueadas por heparina, la invencion prevé para la modificacion del AAV reducir o
eliminar el enlace de heparina con el fin de incrementar la cantidad de particulas virales secretadas al sobrenadante.
En una realizacién, un dominio de enlace de heparina es un motivo Arg-Xaa-Xaa-Ag (RxxR) [SEQ ID No. 12] segun
se ha descrito en AAV2 (es decir, en torno a los aminoacidos 585 a 588 de la proteina de capside vp1 de AAV2,
SEQ ID No. 9, Kern et al., J. Virol. 77: 11072-81; Opie et al., J. Virol. 77: 6995-7006 (en base a la numeracion
ilustrada en el documento WO 02/33269)]. Xaa representa cualquier aminoacido. Los inventores han identificado
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otros capsides de AAV que tienen motivos RxxR, varios de los cuales son AAVs de Clado B. Ejemplos de tales
capsides de AAV que tienen motivos RxxR incluyen el hu.51 [SEQ ID No. 13], hu.34 [SEQ ID No. 14], hu.35 [SEQ ID
No. 15], hu.45 [SEQ ID No. 16], y hu.47 [SEQ ID No. 17]. Otro AAV que tiene un dominio RxxR puede ser
identificado facilmente por un experto en la materia a partir de aquellas secuencias de AAV que han sido descritas.
Adicionalmente, otros sitios de enlace de heparina pueden ser identificados facilmente en un AAV usando técnicas
conocidas por los expertos en la materia. En otro ejemplo, el AAV3 se enlaza a heparina; sin embargo, no contiene
el dominio RxxR.

Los inventores han encontrado que cambiando uno (o mas) residuo(s) de aminoacido de una secuencia de enlace
de heparina para que contenga un cambio de aminoacido no conservador, no solo esta ablacionado en cuanto a
enlace de heparina, sino que también, la activacién de células T se reduce significativamente. Este es el objeto de la
solicitud en co-propiedad “Vectores de AAV Modificados que Tienen Inmunogenicidad de Capside Reducida y Uso
de los Mismos”, la cual reivindica prioridad de la solicitud de Patente Provisional US num. 60/795.965, depositada el
28 de Abril de 2006, que se incorpora en la presente memoria por referencia.

En una realizacién, la invencion proporciona un método para producir un AAV en un cultivo viral, en el que el AAV se
modifica para la ablacién del dominio de enlace de heparina.

En una realizacion, la secuencia de acido nucleico que codifica el sitio de enlace de heparina de capside de AAV se
modifica usando técnicas de mutagénesis especificas del sitio, en las que el codon para el (los) residuo(s) de
aminoacido responsable de mediar en el enlace de heparina se altera para realizar un cambio no conservador en el
aminoacido codificado. Ejemplos de cambios no conservadores de aminoacido incluyen, por ejemplo, la sustitucion
de un aminoacido por otro aminoacido de estructura (propiedades) quimica diferente, lo que afecta a la funcién de la
proteina. La tabla que sigue ilustra los aminoacidos mas comunes y sus propiedades.

Aminoacido | Abrev. Hidrofébico Polar Cargado Aromatico o Codén
alifatico
Alanina Ala, A X - - - GCU, GCC, GCA, GCG
Cisteina Cys, C X - - - UGU, UGC
Aspartato Asp, D - X negativo - GAU, GAC
Glutamato Glu, E - X negativo - GAA, GAC
Fenilanina Phe, F X - - Aromatico Uuu,uucC
Glicina Gly, G X - - - GGU, GGC, GGA, GGG
Histidina His, H - X positivo Aromatico CAU, CAC
Isoleucina lle, | X - - Alifatico AUU, AUC, AUA
Lisina Lys, K - X positivo - AAA, AAG
Leucina Leu, L X - - Alifatico UUA, UUG, CUU, CUC,
CUA, CUG
Metionina Met, M X - - - AUG
Asparagina Asn, N - X - - AAU, AAC
Prolina Pro, P X - - - CCU, CCC, CCA, CCG
Glutamina GIn, Q - X - - CAA, CAG
Arginina Arg, R - X positivo - CGU, CGC, CGA, CGG,
AGA, AGG
Serina Ser, S - X - - UCU, UCC, UCA, UCG,
AGU, AGC
Treonina Thr, T X X - - ACU, ACC, ACA, ACG
Valina Val, V X - - Alifatico GUU, GUC, GUA, GUG
Triptofano Trp, W X - - Aromatico UGG
Tirosina Tyr, Y X X - Aromatico UAU, UAC

Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica el sitio de enlace de heparina se modifica usando técnicas
de mutagénesis especificas del sitio. Por ejemplo, en un motivo RxxR [SEQ ID No. 3], el codén para la arginina
inicial y/o la ultima arginina del motivo se altera para cambiar uno (o ambos) de los aminoacidos por un aminoacido
no conservador. Se ha encontrado que alterando cualquiera de las argininas de ese motivo, se impide el enlace de
heparina. Segun se ha ilustrado en la presente memoria, cuando el motivo de enlace de heparina es RxxR, el primer
aminoacido del sitio de enlace de glicoproteina de sulfato de heparina modificado puede ser cambiado de Arg a Ser
o Glu. En otra realizacion, el ultimo aminoacido del sitio de enlace de glicoproteina de sulfato de heparina modificado
se cambia de Arg a Thr. En otra realizacion, la lisina de la posicion 531 de la proteina de capside vpa [SEQ ID No. 3]
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del AAV6 se cambia a un aminoacido no conservador. Los cambios de aminoacido no conservadores distintos de los
que se han ilustrado en la presente memoria, pueden ser seleccionados por un experto en la materia.

De manera similar, se pueden identificar otros dominios de enlace de heparina usando técnicas conocidas por los
expertos en la materia, y modificados usando mutagénesis especifica del sitio u otra técnica adecuada para alterar la
secuencia de codificacion para la arginina. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Clonacion Molecular: Un Manual de
Laboratorio, Cold Spring Harbor Press (Cold Spring Harbor, NY).

Adicionalmente, se pueden usar otros métodos de alteracion de la secuencia de un dominio de enlace de heparina
para impedir el enlace de heparina. En otra realizacion, el enlace de heparina con un AAV que contiene un sitio de
enlace de heparina es ablacionado por medio de métodos distintos de los que alteran la secuencia del sitio de
enlace de heparina. Por ejemplo, se puede dotar al capside de AAV con una molécula que enmascare de forma
efectiva el sitio de enlace de heparina en la célula productora.

En otra realizacién mas, se puede modificar la célula productora para eliminar o reducir sustancialmente la
produccién de heparina, por ejemplo, usando ARN objetivado en, o mutando genes importantes para, biogénesis de
heparina, ya sea de forma transitoria o ya sea de forma permanente. En otra realizacion, se podria usar una linea
celular productora naturalmente defectuosa en la biogénesis de heparina.

Un cultivo celular viral utiliza células que contienen, ya sea de manera estable o ya sea de manera transitoria, al
menos los componentes minimos requeridos para generar una particula de AAV, donde la produccion de un genoma
resistente a DNasa de AAV que contenga particulas, incluye el empaquetamiento de un casete de expresion en un
capside de AAV. Los componentes minimos requeridos incluyen: un casete de expresion, que ha de ser
empaquetado en el capside de AAV, un cap de AAV, y un rep de AAV o un fragmento funcional de los mismos, y
funciones auxiliares.

Una diversidad de células y de lineas celulares adecuadas han sido descritas para su uso en la producciéon de AAV.
La propia célula puede ser seleccionada a partir de cualquier organismo biolégico, incluyendo células procariéticas
(por ejemplo, bacterianas), y células eucaritticas, incluyendo células de insectos, células de levaduras y células de
mamiferos. Las células anfitrion particularmente deseables se eligen a partir de especies de mamifero que incluyen,
aunque sin limitacion, células tales como A549, WEHI, 3T3, 10T1/2, BHK, MDCK, COS 1, COS 7, BSC 1, BSC 40,
BMT 10, VERO, WI38, HelLa, una célula 293 de HEK (que expresa E1 adenoviral funcional), Saos, C2C12, células L,
Ht1080, HepG2 y fibroblasto primario, células de hepatocito y de mioblasto derivadas de mamiferos incluyendo el
ser humano, el mono, el ratén, la rata, el conejo y el hamster. La seleccion de las especies de mamiferos que
proporcionan las células no es una limitacién de la presente invencion, ni lo es el tipo de célula del mamifero, es
decir, fibroblasto, hepatocito, célula tumoral, etc.

La secuencia de AAV puede ser obtenida a partir de una diversidad de fuentes. Por ejemplo, una secuencia de AAV
adecuada puede ser obtenida segun se describe en el documento WO 2005/033321 o a partir de fuentes conocidas,
por ejemplo, la American Type Culture Collection, o de una diversidad de familias académicas de nucleo de vector.
Alternativamente, las secuencias adecuadas son generadas sintéticamente usando técnicas conocidas con
referencia a secuencias publicadas. Ejemplos de secuencias de AAV adecuadas se proporcionan en la presente
memoria.

En general, el casete de expresion esta compuesto, como minimo, de una repeticiéon de terminal invertido (ITR) 5’ de
AAV, una secuencia de acido nucleico que codifica un producto terapéutico, un inmundégeno o un antigeno deseable,
enlazado operativamente a secuencias reguladoras que dirigen la expresion de los mismos, y una ITR 3’ de AAV. En
una realizacion, se utilizan las ITRs 5’ y/o 3’ de serotipo 2 de AAV. Sin embargo, se pueden elegir las ITRs 5’ y 3’ de
otras fuentes adecuadas. Este casete de expresion es el que se empaqueta en una proteina de capside para formar
un virion (particula) de AAV.

Ademas del casete de expresion, la célula contiene las secuencias que activan la expresion de un capside de AAV
en la célula (secuencias cap), y secuencias rep de la misma fuente como fuente de las ITRs de AAV encontradas en
el casete de expresion, o una fuente complementaria cruzada. Las secuencias cap y rep de AAV pueden ser
seleccionadas de manera independiente a partir de secuencias parentales diferentes de AAV, y ser introducidas en
la célula anfitrion de una manera adecuada conocida por el experto en la materia. Aunque se puede usar el gen rep
de longitud completa, se ha encontrado que fragmentos mas pequefios del mismo, es decir, el rep76/68 y el
rep52/40, son suficientes para permitir la replicacion y el empaquetamiento del AAV.

La célula requiere también funciones auxiliares con el fin de empaquetar el AAV de la invencion. Opcionalmente,
estas funciones auxiliares pueden ser proporcionadas por un herpesvirus. En otra realizaciéon, cada una de las
funciones auxiliares necesarias es proporcionada a partir de una fuente de adenovirus de un humano o de un
primate no humano, tal como las que se encuentran disponibles a partir de una diversidad de fuentes, incluyendo la
American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA (US). Se han descrito las secuencias de una diversidad de
adenovirus adecuados. Veéase, por ejemplo, los adenovirus C1 y C68 de chimpancé [Patente US No. 6.083.716];
Pan5, Pan6 y Pan7 [documento WO 02/33645], adenovirus hibridos tales como los que han sido descritos, [por
ejemplo, documento WO 05/001103], y GenBank.

En una realizacion, la célula anfitrion contiene al menos las secuencias minimas de ADN de adenovirus necesarias
para expresar un producto de gen E1a, un producto de gen E1b, un producto de gen E2a, y/o un producto de gen
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ORF6 E4. La célula anfitrion puede contener otros genes adenovirales tal como VAI ARN, pero estos genes no son
necesarios. En una realizacion, la célula usada no porta ningun gen de adenovirus distinto del E1, E2a y/o E4 ORF®;
no contiene ningun otro gen de virus que pudiera dar como resultado una recombinacién homdloga de un virus
contaminante durante la produccién de rAAV, y estd capacitada para la infeccién o transfeccion mediante ADN y
expresa el (los) gen(es) transfectado(s).

Una célula util en la presente invencion es una célula anfitrion transformada de manera estable con la secuencia que
codifica rep y cap, y que esta transfectada con ADN de los adenovirus E1, E2a y E40RF6, y una construccion
portadora del casete de expresidon segun se ha descrito con anterioridad. Las lineas celulares que expresan rep y/o
cap de manera estable, tal como la B-50 (publicacion de solicitud de Patente Internacional num. WO 99/15685), o las
descritas en la Patente US nim. 5.658.785, pueden ser empleadas de manera similar. Otra célula anfitrion deseable
contiene el ADN adenoviral minimo que sea suficiente para expresar E4 ORF6. Se pueden construir otras lineas
celulares adicionales utilizando las novedosas secuencias cap modificadas de la presente invencion.

La preparacion de una célula anfitrion conforme a la presente invencion incluye técnicas tales como el ensamblaje
de secuencias de ADN seleccionadas. Este ensamblaje puede ser realizado usando técnicas convencionales. Tales
técnicas convencionales incluyen clonacion gendmica y de cADN, las cuales son bien conocidas y han sido descritas
por Sambrook et al., Clonacion Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
NY., incluyendo reaccion de cadena de polimerasa, métodos sintéticos, y cualesquiera otros métodos adecuados
que proporcionen la secuencia de nucleétido deseada.

Los componentes requeridos para la produccion de AAV (por ejemplo, productos de gen E1a, E1b, E2a, y/o
E4ORF6 de adenovirus, o uno (0 mas) fragmento(s) rep o cap de los mismos, el casete de expresion, asi como
también otras funciones auxiliares deseadas), pueden ser suministrados a la célula anfitrion de empaquetamiento
por separado, o en combinacién, en forma de cualquier elemento genético que transfiera las secuencias portadas en
el mismo.

Segun se utiliza en la presente memoria, un elemento genético (vector) incluye, por ejemplo, ADN desnudo, un
plasmido, fago, transposén, cosmido, episoma, una proteina en un vehiculo de suministro no viral (por ejemplo, un
portador a base de lipido), un virus, etc., que transfiere las secuencias portadas en el mismo. El vector seleccionado
puede ser suministrado por medio de cualquier método adecuado, incluyendo transfeccion, electroporacion,
suministro de liposoma, técnicas de fusion de membrana, granulos recubiertos de ADN de alta velocidad, infeccion
viral y fusién de protoplasto. Los métodos usados para construir cualquier realizacién de la presente invencion son
conocidos por los expertos en la manipulacién de acido nucleico e incluyen ingenieria genética, ingenieria
recombinante, y técnicas sintéticas. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Clonacion Molecular: Un Manual de
Laboratorio, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY. Véase, por ejemplo, K. Fisher et al., J. Virol., 70:
520-532 (1993), y la Patente US num. 5.478.745.

En una realizaciéon, uno o mas de los genes adenovirales estan integrados de manera estable en el genoma de la
célula anfitrion o expresados de manera estable como episomas. Los promotores para cada uno de los genes
adenovirales pueden ser seleccionados de manera independiente a partir de un promotor constitutivo, un promotor
inducible o un promotor adenoviral natural. Los promotores, por ejemplo, pueden estar regulados por un estado
fisiologico especifico del organismo o la célula (es decir, por el estado de diferenciacion o en células replicantes o
quiescentes) o mediante factores afiadidos exégenamente.

En una realizacion, una célula anfitrion estable podra contener el (los) componente(s) bajo el control de un promotor
regulable. Sin embargo, el (los) componente(s) requerido(s) puede(n) estar bajo el control de un promotor
constitutivo.

Los promotores regulables permiten el control de expresion de gen mediante compuestos suministrados
exdgenamente, factores medioambientales tal como la temperatura, o la presencia de un estado fisiolégico
especifico, por ejemplo, un estado de fase aguda, de diferenciacion particular, o en células replicantes solamente.
Los promotores y sistemas regulables estan disponibles a partir de una diversidad de fuentes comerciales que
incluyen, aunque sin limitacion, Invitrogen, Clontech y Ariad. Muchos otros sistemas han sido descritos y pueden ser
seleccionados facilmente por un experto en la materia. Ejemplos de promotores regulados por promotores
suministrados exdgenamente incluyen el promotor de metalotionina (MT) de oveja inducible por zinc, el promotor del
virus de tumor mamario de raton (MMTV) inducible por dexametasona (DEX), el sistema promotor de polimerasa T7
[documento WO 98/10088]; el promotor de ecdisoma de insecto [No et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 3346-
3351 (1996)], el sistema reprimible por tetraciclina [Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 5547-5551 (1992)],
el sistema inducible por tetraciclina [Gossen et al., Science, 268: 1766- 1769 (1995), véase también Harvey et al.,
Curr. Opin. Chem. Biol. 2: 512-518 (1998)], el sistema inducible por RU-486 [Wang et al. Nat. Biotech. 15: 239-243
(1997) y Wang et al., Gene Ther., 4: 432-441 (1997)] y el sistema inducible por rapamicina [Magan et al., J. Clin.
Invest., 100: 2865-2872 (1997)]. Otros tipos adicionales de promotores inducibles que pueden ser Utiles en este
contexto son aquellos que estan regulados por un estado fisiolégico especifico, por ejemplo, temperatura, fase
aguda, un estado de diferenciacién particular de la célula, o en células replicantes solamente.

En otra realizacién, se utiliza el promotor natural. EI promotor natural puede ser usado cuando se desea que la
expresion del producto de gen mimetice la expresion natural. ElI promotor natural puede ser usado cuando la
expresion del transgén debe ser regulada temporalmente o durante el desarrollo, o de una manera especifica del
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tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales especificos. En una realizacion adicional, otros elementos de
expresion natural, tal como elementos potenciadores, sitios de poliadenilacion o secuencias de consenso de Kozak,
pueden ser usados también para mimetizar la expresion natural.

Otra realizacion del transgén incluye un transgén enlazado operativamente a un promotor especifico del tejido. Por
ejemplo, si se desea expresion en el musculo esquelético, se debe usar un promotor activo en el musculo. Estos
incluyen los promotores procedentes de genes que codifican (-actina esquelética, cadena 2a ligera de miosina,
distrofina, quinasa de creatina muscular, asi como promotores musculares sintéticos con actividades mas altas que
los promotores que se producen de manera natural (véase Li et al., Nat. Biotech., 17: 241-245 (1999)]. Ejemplos de
promotores que son especificos del tejido son conocidos para el higado (albumina, Miyatake et al., J. Virol., 71:
5124-32 (1997); promotor de nucleo de virus de hepatitis B, Sandig et al., Gene Ther., 3: 1002-9 (1996); alfa-
fetoproteina (AFP), Arbuthnot et al., Hum. Gene Ther., 7: 1503-14 (1996)) osteocalcina 6sea (Stein et al., Mol. Biol.
Rep., 24: 185-96 (1997)); sialoproteina 6sea (Chen et al., J. Bone Miner. Res., 11: 654-64 (1996)), linfocitos (CD2,
Hansai et al., J. Immunol., 161: 1063-8 (1998); cadena pesada de inmunoglobulina; cadena de receptor de célula T),
neuronal tal como promotor de enolasa especifica de neurona (NSE) (Andersen et al., Cell. Mol. Neurobiol., 13: 503-
15 (1993)), gen de cadena ligera de neurofilamento (Piccioli et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 88: 5611-5 (1991)), y
el gen vgf especifico de neurona (Piccioli, et al., Neuron., 15: 373-84 (1995)), entre otros.

Los ejemplos de promotores activables y constitutivos adecuados son conocidos por los expertos en la materia.
Segun oftra alternativa mas, una célula anfitrion estable seleccionada puede contener un(os) componente(s)
seleccionado(s) bajo el control de un promotor constitutivo y otro(s) componente(s) seleccionado(s) bajo el control de
uno o mas promotores inducibles. Por ejemplo, se puede generar una célula anfitrion estable que sea derivada de
células 293 (las cuales contienen funciones auxiliares E1 bajo el control de un promotor constitutivo), pero que
contenga las proteinas rep y/o cap bajo el control de promotores inducibles. Otras células anfitrion estables
adicionales pueden ser generadas por los expertos en la materia.

Alternativamente, uno o mas de los componentes requeridos para ser cultivados en la célula anfitrion para
empagquetar un casete de expresion en un capside de AAV puede(n) ser proporcionado(s) a la célula anfitrién en
trans utilizando un elemento genético adecuado.

Una vez que se ha seleccionado un sistema de cultivo celular adecuado, las células son cultivadas en un medio
adecuado bajo condiciones que permiten el empaquetamiento del AAV, el sobrenadante se recoge desde el cultivo,
y el AAV se aisla a partir del mismo. En una realizacién, la invencidon proporciona un sistema que es escalable,
permitiendo que un cultivo celular sea mantenido mediante un proceso de produccién continua, es decir, que no
requiere disrupcion celular y/o lisis celular para la recogida. En una realizacion, un sistema de ese tipo mantiene un
cultivo celular viable. En otra realizacion, el cultivo celular contiene una poblacién mixta de células viables y no
viables. Durante el proceso de cultivo, se puede afadir medio durante el proceso de cultivo y/o junto con la recogida
del sobrenadante para proporcionar un proceso de produccion continua. Esta adicion de medio, células nuevas, y/o
elementos nutricionales requeridos o de otro tipo, tal como un agente regulador, puede ser repetida al menos dos
veces, desde dos a 100 veces, o mas de 100 veces, dependiendo de la vida del cultivo celular.

Mientras que el método de la invencion permite la produccion continua del virus, tras la terminacién del ciclo de
produccién, puede ser deseable extraer cualquier resto de AAV desde las células de produccion con anterioridad a
la destruccion de las mismas. Esta extraccion puede ser llevada a cabo utilizando métodos usados habitualmente
para esta finalidad. Tales métodos incluyen tipicamente retirar el sobrenadante, someter las células a lisis mediante
técnicas de congelacion/descongelacion o sonicacion, seguido por un tratamiento detergente (por ejemplo,
benzonasa). La purificacion se realiza tradicionalmente mediante tres rondas de centrifugacion de gradiente de CsCl,
dialisis y concentracion.

En una realizacion, la invencion proporciona un cultivo celular que contiene células cultivadas en un medio de cultivo
adecuado. Opcionalmente, cualesquiera componentes que sean necesarios para activar o inducir expresion de un
producto de gen deseado o que se requieran para la produccién de virion, son suministrados con anterioridad a, o en
momentos apropiados durante, la produccién. Tales componentes pueden ser anadidos con el medio o
suministrados por separado. Por ejemplo, uno o mas elementos genéticos adecuados (por ejemplo, un plasmido)
que sean portadores del (de los) componente(s) requerido(s), pueden ser transfectados en la linea celular deseada.

En una realizacion, el medio es un medio exento de suero tal como el Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM),
el cual contiene sales inorganicas tales como CaCl, (anhid.), Fe(NO3) 9H.O, KCI, MgSO, (anhid.), NaCl, y
NaH,PO4H,0, aminoacidos tales como L-arginina HCI, L-cisteina 2HCI, glutamina, glicina, histidina HCI H.O,
isoleuquina, lisina HCI, metionina, fenilanina, serina, treonina, triptéfano, tirosina 2Na 2H,0, y valina, vitaminas tales
como D-Ca pantotenato, cloruro de colina, acido folico, i-inositol, niacinamida, riboflavina, y tiamina HCI, y otros
pueden seleccionar otros medios adecuados exentos de suero.

Una célula producida en ausencia de suero (es decir, en medio libre de suero) de acuerdo con la invencién, tiene
con preferencia la ventaja adicional de que puede ser cultivada en ausencia de suero o de componentes de suero.
Asi, el aislamiento es facil y de bajo coste, la seguridad se incrementa, y el sistema tiene una buena fiabilidad (los
medios sintéticos son los mejores para la reproducibilidad). Las células de la invencién y, en particular, las basadas
en células primarias, estan capacitadas para un ensamblaje y modificaciones normales (para humanos) post- y pre-
traslacionales. Esto significa que son muy adecuadas para la preparacion de proteinas virales y virus para su uso en
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composiciones terapéuticas y de vacuna.

En otra realizacion, se pueden seleccionar medios que contienen suero. Adicional o alternativamente, los medios
pueden ser mezclados antes del, o durante el, proceso de cultivo con nutrientes deseados, agentes de activacion
(induccioén), o suero (por ejemplo, DMEM + 10% suero de bovino fetal). En otra realizacion mas, se puede utilizar un
medio exento de proteina.

Se suministra medio de refresco y cualesquiera agentes necesarios de induccion o de activaciéon (por ejemplo,
mediante una bomba peristaltica u otro medio adecuado) y el medio gastado se extrae del recipiente de cultivo a la
misma tasa de flujo. El volumen de cultivo se mantiene y la tasa de dilucién puede ser alterada cambiando la
velocidad de funcionamiento de la bomba. Tras la iniciacién, el cultivo se mantiene en una gama de temperatura
adecuada para el cultivo celular seleccionado (por ejemplo, desde alrededor de la temperatura ambiente hasta 37
°C), con agitacion. El cultivo puede ser aerébico o anaerdbico, dependiendo del tipo de célula seleccionada.

Se prevé que se necesite afiadir medio aproximadamente 24 horas después de la transfeccion, o de la iniciacion del
cultivo de una linea celular de expresion estable. Sin embargo, el cultivo puede ser muestreado periddicamente para
determinar las concentraciones de células anfitrion y de AAV en el sobrenadante, para evaluar de manera mas
precisa el instante de recogida del sobrenadante y de la adicion de medio.

De ese modo, en una realizacion, la invencion proporciona un sistema continuo para produccion viral de AAV. En
una realizacion, se utiliza un cultivo por lotes. Por ejemplo, el cultivo por lotes puede utilizar células de suspensién y
adherentes, un cultivo de alimentacion en lotes, relleno y extraccion. Los expertos en la materia son conocedores de
una diversidad de sistemas de cultivo por lotes, y utilizan, por ejemplo, bio-reactores, fermentadores, sistemas micro-
portadores, frascos estaticos, factorias celulares, botellas con rulo, bolsas desechables (por ejemplo, el sistema
Wave™), recipientes de acero inoxidable y de vidrio. Otros sistemas, por ejemplo, los sistemas de perfusion tales
como los bio-reactores de fibra hueca, los sistemas de micro-portadores, el sistema de cubo celular (Corning), filtros
giratorios, bio-reactores de lecho empaquetado (por ejemplo, célula de fibra), y encapsulacion de célula, pueden ser
usados para produccion viral de AAV.

En un sistema continuo, los expertos en la materia conocen bien el hecho de obtener muestras en varias fases y
medir la concentracion de los virus mediante infectividad, titulacion de genoma, u otros métodos adecuados. Una
vez que se ha obtenido la concentracion apropiada, el sobrenadante puede ser arrastrado hacia el sistema de
purificacion deseado. Al mismo tiempo, se suministran al cultivo celular cantidades adecuadas de medio de
sustitucion y de cualesquiera otros componentes necesarios.

El AAV del sobrenadante puede ser cultivado usando técnicas adecuadas que son conocidas por los expertos en la
materia. Por ejemplo, se pueden usar columnas monoliticas (por ejemplo, en modo de intercambio i6nico, afinidad o
IMAC), cromatografia (por ejemplo, cromatografia por captura, cromatografia de método fijo, y cromatografia de
lecho expandido), filtracion y precipitacion, a efectos de purificacion y concentracion. Estos métodos pueden ser
usados por si solos 0 en combinacion. En una realizacién, los métodos de cromatografia de captura, incluyendo los
sistemas basados en columna o basados en membrana, se utilizan en combinacién con filtracién y precipitacién. Los
métodos de precipitacién adecuados, por ejemplo, utilizando polietileno glicol (PEG) 8000 y NH3SO4, pueden ser
seleccionados facilmente por un experto en la materia. A continuacion, el precipitado puede ser tratado con
benzonasa y purificado usando técnicas adecuadas.

En una realizacion, ventajosamente, cuando se produce usando el método de la invencion, el sobrenadante del
cultivo celular contiene niveles significativamente mas altos de AAV que si se compara con el AAV que se mantiene
en el interior de las células. En determinadas realizaciones, el sobrenadante comprende AAV con un rendimiento de
al menos el 60%.

En la actualidad, los inventores han encontrado que la eficiencia de la produccién de AAV ha sido incrementada
mediante el cultivo de sobrenadante frente al sedimento celular en mas de 30 especies recombinantes de AAV.

De ese modo, la invencién proporciona también un virus para su uso en una composicion terapéutica o de vacuna
obtenible mediante un método o mediante un uso conforme a la invencién, estando el virus o la proteina viral
exentos de cualquier material proteinaceo de mamifero no humano, y una formulacién farmacéutica que comprende
dicho virus y/o proteina viral. Ejemplos de tales virus incluyen los que se describen en la solicitud de patente en co-
propiedad, titulada “Vectores de AAV Modificados que Tienen Inmunogenicidad de Capside Reducida, Y Uso de los
Mismos”, presentada en la misma fecha que la presente, y que reivindica el beneficio de la solicitud de Patente
Provisional US num. 60/795.965, depositada el 28 de Abril de 2006.

De ese modo, en una realizacion, la invenciéon proporciona un kit para producir AAV tal y como se describe en la
presente memoria. Dicho kit puede contener uno o mas de los componentes que siguen. Se puede suministrar una
célula de produccidon adecuada capacitada para dirigir el empaquetamiento de una particula viral de AAV.
Alternativamente, dicha célula de produccién puede haber sido alterada de tal modo que carezca de la capacidad de
expresar heparina susceptible de enlazar con un sitio de enlace de heparina. Otros componentes adecuados pueden
incluir un reactivo de transfeccion, un componente plasmido para la construccidon de un vector, un componente
necesario para la recogida, purificacion, concentracion o cultivo de la particula de AAV ensamblada, un reactivo para
seleccidon negativa o positiva de particula viral a efectos de purificacion, un reactivo para concentracion de la
preparacion viral, y/o un reactivo para la digestion enzimatica de contaminantes en la preparacion viral.
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Los ejemplos que siguen son ilustrativos de métodos para producir particulas de AAV en el sobrenadante de cultivos
celulares de acuerdo con la presente invencion.

Ejemplo 1
Experimentales

Células 293 fueron transfectadas con CaPQO,4 con plasmidos requeridos para la produccién de AAV, es decir, AAV2
rep, una construccién auxiliar adenoviral y un casete de transgén flanqueado por ITR. El plasmido de AAV2 rep
contiene también la secuencia cap del virus particular que se esta estudiando. La secuencia cap es la unica variable
en todos los experimentos. Se han repetido estos experimentos para diversos casetes de transgén. Veinticuatro
horas después de la transfeccion, lo que ocurrio en DMEM que contenia suero, el medio fue sustituido por medio de
refresco con, o sin, suero. Tres (3) dias después de la transfeccion, se tomé una muestra (1) en el medio de cultivo
de las células 293 adherentes. Los células fueron posteriormente raspadas y transfectadas en un receptaculo. Tras
la centrifugacién para extraer el sedimento celular, se tomé una muestra (lI) en el sobrenadante después del
raspado. A continuacién, se obtuvo lisis celular mediante tres ciclos consecutivos de congelacion/descongelacion (-
80 °C a 37 °C). El residuo celular fue extraido y se tomé una muestra (lll) del medio. Las muestras fueron
cuantificadas en cuanto a AAV mediante titulacion de genoma resistente a DNasa mediante PCR Tagman™. El
rendimiento de produccion total a partir de tal transfeccion fue igual a la concentracion de particula de la muestra 1l
Tres fracciones estan contenidas en ésta: en particular, la fraccion de sobrenadante de cultivo, la fraccién de
sedimento celular y la fraccién que se libera mediante raspado y posterior centrifugacion de las células. Las
cantidades absolutas de estas fracciones se obtienen de la manera que sigue.

Cantidad de particula sobrenadante = cantidad de particula muestra |

Fracciéon de cantidad de particula extraida mediante raspeado y giro (célula pobremente asociada) = cantidad de
particula muestra Il menos muestra |

Fraccion de cantidad de particula en sedimento celular = cantidad de particula muestra Ill menos muestra Il
Resultados:

La presencia del motivo (dominio) RxxR [SEQ ID No. 12] no sélo restringe considerablemente la localizacion de las
particulas de AAV en el sedimento celular sino que limita su produccion a partir del substrato celular posiblemente
por saturacion. Esta limitacién no ha sido observada para homologos de AAV2 de enlace de no heparina o en AAV8
(Figuras 1y 2). La presencia (S) o la ausencia (SF) de suero (Figura 2) no parece impactar drasticamente sobre la
produccién de particulas de AAV para el AAV de enlace de no heparina. El efecto de saturacion de AAV2 de enlace
de heparina, por otra parte, parece ser mitigado en parte en presencia de suero.

En otro ejemplo, con la utilizaciéon de los métodos de la técnica anterior a nivel de laboratorio, se podia prever que
alrededor de 40 platos de 15 cm producirian por término medio AAV2/7 en torno a un total de 4 x 10" particulas. La
presente invencion permite, con la inclusion del sobrenadante, que se cultiven hasta 4,7 x 10" particulas por placa.

También, en combinacion con el uso de un medio exento de suero, esta tecnologia reduce los esfuerzos posteriores
de purificacién drasticamente. Mas en particular, el AAV2/1 y el AAV2/8 producidos con la utilizacién del método de
recogida de sobrenadante de la invencién, fueron comparados con el AAV2/1 y el AAV2/8 producidos con la
utilizacién de los métodos anteriormente descritos y purificados mediante gradiente de CsCIl. Para ambos virus, se
observd una infectividad significativamente mas alta para las particulas de AAV2/1 y de AAV2/8 obtenidas de
acuerdo con el método de recogida de sobrenadante de la invencion a través de una gama de concentraciones.

Reproduciblemente, para un gran nimero de aislados de AAV, las particulas resistentes a DNasa procedentes de
una transfeccion de un solo plato de 15 cm fueron producidas con plasmido adeno-auxiliar deltaF6, plasmido trans
de expresion rep-cap de AAV para empaquetamiento, y plasmido cis de AAV2.CMV.eGFP para el genoma del
vector. Los titulos para estas purificaciones a pequefia escala para aislados de enlace de no heparina, afiadieron
hasta 10" a 10" particulas contenedoras de copia de genoma por placa (Figura 3). Estas cantidades son suficientes
para la mayor parte de las aplicaciones de laboratorio para experimentacion in vitro o in vivo.

Ejemplo 2

Se investigo la liberacion de vector en el sobrenadante para los serotipos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 y 9, asi como nuevos
vectores rh32.33, rh.10, hu.11, AAV6.2, AAV6.1, AAV6.1.2, rh64R1 y rh8R. Se encontrd que el AAV2, el AAV2/3 y el
AAV2/5 secretaban minimamente (menos del 10% de genomas o particulas de vector resistentes a Dnasa total (drp
vg)). Se liber6 AAV2/9 moderadamente al sobrenadante durante la produccion de vector viral (mas de un 10%,
menos de un 20% del drp vg total). Todos los demas vectores probados secretaron mas de un 20% de las particulas
virales en el sobrenadante durante la produccion sobre células 293 a continuacién de la triple transfeccion.

La infectividad de los vectores cultivados a partir del sobrenadante fue comparada con la de las preparaciones
purificadas (CsCl puro con excepcion de AAV2 que era heparina purificada), asi como con la del vector cultivado a
partir de lisados de sedimento celular. Se encontré que el AAV cultivado a partir del sobrenadante era de una
infectividad igual o mayor cuando se compar6 con las dos ultimas fracciones en un ensayo de transduccion de
células 293 para vector de AAV basado en el aislado 1, 2, 6, 8 6 9, asi como también en el AAV2HSPG-.
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La liberacion de vector en el sobrenadante parece estar correlacionada con su afinidad a la heparina. La ablacion de
esta afinidad mediante mutacién genética del motivo de enlace de heparina (en SGNT, SEQ ID No. 19) de AAV2
natural (SEQ ID No. 9) RGNR [SEQ ID No. 18], incrementa la fraccion de vector que se libera en el sobrenadante en
mas de un 40%. La introduccién de argininas de enlace de heparina en la posicion homoéloga en el capside de AAV8
(enlace de no heparina, SEQ ID No. 11) produce el vector AAVBRQNR que esta asociado casi por completo con el
sedimento celular durante el cultivo de produccién de vector viral. Esto contrasta con su vector AAV8 parental que
por término medio libera méas de un 40% de sus particulas de genoma de vector recuperable hacia el sobrenadante.

Ejemplo 3

Se realizd un estudio de inmunizacién para evaluar el efecto de una diversidad de vectores de AAV que tienen
diferentes capsides sobre la activacion de células T. El estudio comparé un capside de AAV6 natural, que se sabe
que tiene un dominio de enlace de heparina en el residuo de lisina en la posiciéon 531 con tres AAV modificados que
tienen capsides con modificaciones especificas del sitio introducidas. Se utilizaron estos AAV, designados como
AAV2/6.2 (modificados en una posicién distinta de K531), AAV2/6.1 (que tienen un capside de AAV6 [SEQ ID No. 3]
modificado en posicién 531 para contener un acido glutamico (es decir, un cambio de aminoacido no conservador), y
AAV2/6.1.2 que tiene un capside de AAV6 con ambas modificaciones del capside de AAV6.2 y de AAV6.1. La
secuencias y la generacion de estos vectores se han descrito en la solicitud de Patente Internacional num.
PCT/US06/13375. El AAV1 sirvio como control negativo y el AAV2 sirvié como control positivo.

Ratones Balb/c (macho) fueron inmunizados intramuscularmente con 1 x 10"" de vector de GC AAV2/6, AAV2/6.1,
AAV2/6.2, AAV2/6.1.2, AAV2/1 o AAV2. Trece (13) dias después se cultivaron esplenocitos procedentes de 3
ratones por grupo, y se agruparon. Cantidades iguales de esplenocitos fueron estimulados in vitro con el epitope
IPQYGYLTL [SEQ ID No. 1] de AAV de Balb/c en un ensayo ELISPOT. Véase la Figura 4.

Estos resultados muestran que el vector viral contenia niveles de células T inducidas por capside de AAV6 sin
modificar, comparables a las inducidas por el capside de AAV2. Por el contrario, los vectores de AAV6 modificados
que tenian dominios de enlace de heparina ablacionados (AAV2/6.1 y AAV2/6.1.2) tuvieron respuestas de células T
que eran virtualmente indistinguibles del control negativo (AAV1).

Esto demuestra que cambiando un residuo de aminoacido responsable de mediar en el enlace de heparina con un
capside de AAV por un residuo de amino acido no conservador, no solo se ablaciona el enlace de heparina, sino que
también, se reduce significativamente la activacion de células T.

Ejemplo 4

Varios AAVs de serotipos fueron evaluados en cuanto a su capacidad de enlazar con una membrana de intercambio
de iones (Mustang Q, Pall Scientific) en tampones con pHs comprendidos en la gama de 6,0 a 9,0, y se monitorizé la
elucion utilizando de 0 a 500 mM de gradiente salino. Los tampones de pH alto fueron més adecuados para el
enlace y la elucion de los serotipos probados (Tabla 1). La elucion de tres serotipos (AAV8, AAV7 y Rh8Rc) ocurrio
en la gama de 100 a 150 mM del gradiente mientras que dos (AAV9 y Rh64R1) eluyeron directamente a
continuacion de la aplicacion del gradiente. Las recuperaciones de material cargado estuvieron en la gama del 50%
(AAVT) al 100% (Rh64R1).

Tabla 1

Caracteristicas de Enlace y Elucién de nuevos serotipos de AAV con Membranas Mustang Q

pH Optimo para Enlace y Punto de Inicio de Elucion Produccion de Elucion
Elucion (mM) Optima
AAV7 8 145 50%
AAV8 9 110 71%
AAV9 8,5 10 63%
Rh8Rc 9 110 67%
Rh64R1 9 10 100%

Los datos muestran que la tecnologia de membrana de intercambio de iones es aplicable para la purificacion de un
numero de serotipos de AAV. Debido a las altas tasas de flujo y a las capacidades de enlace que ofrece la estructura
microporosa de la membrana, esta tecnologia resulta particularmente adecuada para la purificacion de AAV
procedente de sobrenadantes de cultivo celular. Los datos indican que la diluciéon de sobrenadante o el intercambio
de tampdn debera ser necesario para obtener concentraciones de sal apropiadas para el enlace de AAV con
membranas de intercambio de iones.
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60

Asp

Lys

Thr

HEd

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Asp

Pro

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Thr

Thx

Pro

30

val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Gln

180

Gly

Leu

15

Pro

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Thr

Gln

178

Pro

Ser

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly



Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Phe

Cys

Gly

305

Lys

Thxr

val

Val

Gln

385

Gln

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Ser

Leu

Phe

370

Ala

Met

195

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr

275

Phe

Arg

val

Thr

Gly

358

Met

Val

Leu

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Ser

Ser

Pro

Thr

val

340

Ser

val

Gly

Arg

Asp

His

Arg

245

Ser

Thr

Pro

Lys

Gln

325

Gln

Ala

Pro

Thr
405

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Pro

Arg

Arg

310

Asn

val

His

Gln

Ser

350

Gly

Asn
215

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

Asp

Phe

Gln

Tyr

375

Ser

Asn

200

Glu

Serx

Ala

Ser

Gly

280

Trp

Asn

Gly

Thr

Gly

360

Gly

Phe

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

Asp

345

cys

TYT

Tyr

Phe

38

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

330

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr
410

Asp

Met
235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

315

Thr

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Phe

Gly
220

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Tyx

Pro

Leu

380

Glu

Ser

205

Val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Gln

Phe

365

Asn

Tyr

Tyr

Gly

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Asn

val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Asn

335

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe
415

Ser

Ile

240

Leu

Tyr

His

Trp

Vval

320

Leu

Tyr

Asp

Sex

Ser

400

Glu



Asp

Leu

Asn

Ala

465

Pro

Asn

Arg

Asp

Gln

545

Asp

Gly

Ala

Arg

Asp
625

val

Met

Thr

450

Gly

Cys

Ser

Asp

Glu

530

Gly

Glu

Ser

Asp

Asp

610

Gly

Pro

Asn

435

Pro

Ala

Ty

Glu

Ser

515

Glu

Ser

Glu

Val

val

595

Val

His

Phe

420

Pro

Ser

Ser

Arg

Tyr

500

Leu

Lys

Glu

Glu

Ser

580

Asn

Phe

His

Leu

Gly

Asp

Gln

485

Ser

val

Phe

Lys

Ile

565

Thr

Thr

Leu

His

Ser

Ile

Thr

Ile

470

Gln

Trp

Asn

Phe

ThY

550

Arg

Asn

Gln

Gln

Pro
630

Ser

Asp

Thrx

455

Arg

Arg

Thr

Pro

Pro

535

Asn

Thr

Leu

Gly

Gly

615

Ser

Tyr

Gln

440

Thr

Asp

val

Gly

Gly

520

Gln

val

Thr

Gln

val

600

Pro

Pro

Ala

425

Gln

Gln

Ser

Ala

505

Pro

Ser

Asp

Asn

Arg

585

Leu

Ile

Leu

39

His

Leu

Ser

Ser

Lys

490

Thr

Ala

Gly

Ile

Pro

570

Gly

Pro

Trp

Met

Ser

Tyr

Arg

Arg

475

Thxr

Lys

Met

Val

Glu

-3-3-

Val

Asn

Gly

Ala

Gly
635

Gln

Tyr

Leu
460

Asn

Ser

Tyx

Ala

Leu

540

Lys

Ala

Met

Lys
620

Gly

Ser

Leu

445

Gln

Trp

Ala

His

Ser

525

Ile

Val

Thx

Gln

Val

605

Ile

Phe

Leu

430

Ser

Phe

Leu

Asp

Leu

510

His

Phe

Met

Glu

Ala
590

Trp

Pro

Gly

Asp

Arg

Ser

Pro

Asn

495

Asn

Lys

Gly

Ile

Gln

575

Ala

Gln

His

Leu

Arg

Thr

Gln

Gly

480

Asn

Gly

Asp

Lys

Thr

560

Tyr

Thx

Asp

Thr

Lys
640



His

Pro

Glu

Asn
705

Serx

Pro

Ser

Ser

Asn

690

Lys

Glu

<210> 10

- <211> 736
<212> PRT
<213> Adenovirus humano tipo 3

<400> 10

Met Ala

1

Glu

Lys

Gly

val

65

Gln

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Thr

Thr

675

Ser

Ser

Pro

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Glu

Leu

Pro

Thr

660

Gly

Lys

val

Axrg

Asp

Arg

Gln

Ala

Lys

Gln

645

Phe

Gln

Arg

Asn

Pro
725

Gly

5

Glu

Gln

Leu

Ile

Ser

vVal

Trp

val

710

Ile

Tyr

Trp

His

Gly

Asp Ala

Ala
85

70

Gly

Leu

Ala

Ser

Asn

695

Asp

Gly

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Ile

Ala

Vval

680

Pro

Phe

Thr

Pro

Ala

Asp

40

Gly

Ala

Asn

Lys

Lys

665

Glu

Glu

Thr

Arg

Asp

Leu

25

Asn

Asn

Leu

Pro

40

Asn

650

Phe

Ile

Ile

val

Tyr
730

Txp

10

Lys

Axrg

Gly

Glu

Tyr
90

Thx

Ala

Glu

Gln

Asp

715

Leu

Leu

Pro

Axg

Leu

His

75

Leu

Pro

Ser

Trp

Tyr

700

Thr

Thr

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

val

Phe

Glu

685

Thr

Asn

Arg

Asp

val

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Pro

Ile

670

Leu

Ser

Gly

Asn

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Ala

655

Thr

Gln

Asn

val

Leu
735

Leu

Gln

Leu

Glu

Tyr

His
95

Asn

Gln

Lys

Tyr

Tyr
720

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala



Asp

Asn

Leu

Ala

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Phe

Cys

Gly
305

Ala

Leu

Gly

130

Val

Ser

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Gly

115

Leu

Asp

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr

275

Phe

Arg

Phe

100

Arg

VvVal

Gln

Lys

Glu

180

Thr

Ala

Trp

Thx

Ile

260

Ser

Ser

Pro

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Ser

Ser

Asp

His

245

Ser

Thr

Pro

Lys

Glu

val

Glu

Pro

150

Pro

val

Leu

Asn

Cys

230

Thr

Serx

Pro

Arg

Lys
310

Arg

Phe

Ala

135

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Arg

Asp

Ser

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly
280

Trp

Ser

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Gln

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

41

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu
315

Thx

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ser

Ile

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

205

val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Gly

Glu

Lys

Val

Gln

175

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Gly

Pro

Gly

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ser

Ile

240

Leu

Tyr

His

Trp

Val
320



Arg

Thr

val

Val

Gln

385

Gln

Asp

Leu

Gln

Gln

465

Gly

Asn

Gly

Gly

Ser

Leu

Phe

370

Ala

Met

Val

Met

Gly

450

Ala

Pro

Asn

Axg

Asp

Val

Thr

Gly

355

Met

val

Leu

Pro

Asn

435

Thr

Gly

Cys

Ser

Asp

515

Glu

Thr

val

340

Ser

val

Gly

Arg

Phe

420

Pro

Thr

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Glu

Gln

325

Gln

Ala

Pro

Thr

405

His

Leu

Ser

Gln

Arg

485

Phe

Leu

Lys

Asn

Vval

His

Gln

Ser

390

Gly

Ser

Ile

Gly

Ser

470

Gln

Pro

val

Phe

Asp

Phe

Gln

Tyr

375

Ser

Asn

Ser

Asp

Thr

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

Gly

ThY

Gly

360

Gly

Phe

Asn

Tyr

Gln

440

Tht

Ser

Arg

Thr

Pro

520

Pro

Thr

Asp

345

Cys

Tyx

Tyr

Phe

Ala

425

Asn

Leu

Leu

Ala

505

Gly

Met

42

Thr

330

Ser

Leu

Leu

Cys

Gln

410

His

Leu

Gln

Gln

Ser

490

Ala

Pro

His

Thr

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Phe

Ser

Tyr

Ser

Ala

475

Lys

Ser

Ala

Gly

Ile

TYyr

Pro

Leu

380

Glu

Ser

Gln

YT

Arg

460

Arg

Thr

Lys

Met

Asn

Ala

Gln

Phe

365

Asn

YT

TyT

Serxr

Leu

445

Leu

Asn

Ala

i g%

Ala

525

Leu

Asn

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Asn

Leu

Trp

Asn

His

510

Ser

Ile

Asn

335

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

41S

Asp

Arg

Phe

Leu

Asp

495

Leu

His

Phe

Leu

Tyr

Asp

Ser

Ser

400

Glu

Thr

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly



Lys
545

Asp

Thr

625

Lys

Asn

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

530

Glu

Asp

Gly

Gly

Arg

610

Asp

His

Pro

Glu
690

Asn

Ser

<210> 11

<211> 738

Gly

Glu

Thr

Thr

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Sex

675

Asn

Lys

Glu

<212> PRT
<213> Adenovirus humano tipo 8

<400> 11

Thr

Glu

Val

580

Val

Val

His

Pro

Thr

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Thr

Glu

565

Ala

Asn

Tyr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

Lys

Val

Arg
725

Ala

S50

Ile

Asn

His

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

535

Ser

Arg

Asn

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Ser

val

695

val

Ile

Asn

Thr

Leu

Gly

600

Gly

Ser

Met

Pro

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Ala
Thr
Gln
585
Ala
Pro
Pro
Ile
Ala
665
vVal
Pro
Phe

Thr

43

Glu

Asn

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Thr

Arg
730

Leu

S55

Pro

Ser

Pro

Trp

Met

635

Asn

Phe

Ile

Ile

vVal
715

Tyxr

540
Asp
vVal
Asn
Gly
Ala
620
Gly
Thr
Ala
Glu
Gln
700
Asp

Leu

Asn

Ala

Thr

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

val

Thr

Ala

590

val

Ile

Phe

vVal

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

Met
Glu

575

Pro

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn
735

Ile

560

Gln

Thr

Gln

His

Leu

640

Ala

Gln

Asn

val

720

Leu



Met Ala
Glu Gly
Lys Ala

Gly Tyr
50

Val Asn
65

Gln Gln
Asp Ala
Asn Leu
Leu Gly

130

Pro Vval
145
Gly Lys

Thr Gly

Pro Ala

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Lys

Asp

Ala
195

Asp

Arg

Gln

TYr

Ala

Gln

Phe

100

Axg

val

Pro

Gly

sSer

180

Pro

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Glu

Ser

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Gln

Ser

Gly

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Pro

Val

Val

Pro

Ala

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Arg

Ala

Pro

Gly
200

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Ser

Asp
185

Pro

44

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Asn

Leu

Pro

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Asp

155

Arg

Gln

Thr

Glu

Gly

Gly

Asp

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Leu

Pro

Met

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyxr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Asn

Leu

Ala
205

Asn

Pro

30

val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Thr

Phe

Gly

190

Ala

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Pro

Arg

Ile

160

Gln

Pro

Gly



Gly

Ser

225

Ile

Leu

Asn

Arg

Asn

305

Ile

Asn

Leu

Pro

Asn

385

Phe

Thr

Ala

210

Ser

Thr

TYr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

Asn

Pro

Ala

370

Gly

Pro

Phe

Pro

Gly

Thr

Lys

Tyx

275

Trp

Val

Leu

355

Asp

Ser

Ser

Glu

Met

Asn

Ser

Gln

260

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

340

Val

Val

Gln

Gln

Asp
420

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

Phe

Glu

325

Ser

Leu

Phe

Ala

Met

405

Val

Asp

His

230

Arg

Ser

Phe

Arg

310

Val

Thr

Gly

Met

Val

390

Leu

Pro

Asn
215

Cys

Thr

Asn

Ser

Ser

295

Pro

Thr

Ile

Ser

Ile

375

Gly

Arg

Phe

Asn

Asp

Trp

Gly

Thr

280

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

360

Pro

Arg

ThY

Glu

Ser

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Arg

Asn

Val

345

His

Gln

Ser

Gly

Ser
425

45

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Phe

Gln

Tyr

Ser

Asn

410

Ser

Ala Asp
220

Trp Leu

235

Pro Thr

Gly Gly

Gly Tyr

Trp Gln

300

Ser Phe

315

Gly Thr

Thr Asp

Gly Cys

Gly Tyr

Phe Tyr

395

Asn Phe

Tyr Ala

Gly

Gly

Tyr

Ala

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu

365

Leu

Cys

Gln

His

Val

Asp

Asn

Thr

270

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Thr

Leu

Phe

Sexr
430

Gly

Arg

Asn

255

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

335

TYyr

Pro

Leu

Glu

Thr

415

Gln

Ser

val

240

His

AsSp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe

Asn

Tyr
400

Tyr

Ser



Leu

Ser

Phe

465

Leu

Gln

Leu

Phe

545

Met

Glu

Pro

Trp

Pro

625

Gly

Asp

Arg

450

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Leu

Glu

Gln

Gln

610

His

Leu

Arg

435

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Tyr

Ile

595

Asn

Thr

Lys

Leu

Gln

Gly

Pro

Asn

500

Axg

Asp

Gln

Ser

Gly

580

Gly

Asp

His

Met

Thr

Gly

Cys

485

Ser

Asn

Glu

Asn

Glu

565

Ile

Thr

Asp

Gly

Pro
645

Asn

Thr

Pro
470

Tyr

Asn

.Ser

Glu

Ala

550

Glu

val

vVal

Vval

Asn

630

Pro

Pro

Gly

455

Asn

Phe

Leu

Arg

535

Ala

Glu

Ala

Asn

Tyxr

615

Phe

Pro

Leu

440

Gly

Thr

Gln

Ala

Ala

520

Phe

Arg

Ile

Asp

Serxr

600

Leu

Gln

Ile

Thx

Met

Gln

505

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

585

Gln

Gln

Pro

Ile

46

Asp

Ala

Ala

Arg

490

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu
650

Gln

Asn

Asn

475

val

Ala

Gly

Ser

Ala

555

Thrx

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Ile

Tyr

ThrY

460

Gln

Ser

Gly

Ile

Asn

540

Asp

Asn

Gln

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Leu

445

Gln

Ala

Thr

Thx

Ala

525

Gly

Tyr

Pro

Gln

Pro

605

Trp

Met

Asn

Thr

Lys

Thr

Lys

510

Met

Ile

Ser

Val

Asn

590

Gly

Ala

Gly

Thr

TYyr

Leu

Asn

Thr
495

Tyr

Ala

Leu

Asp

Ala

575

Thr

Met

Lys

Gly

Pro
655

Leu

Gly

Trp

480

Gly

His

Thr

Ile

val

560

Thr

Ala

val

Ile

Phe

640

Val



Pro

Tle

Leu

Ser

705

Gly

Asn

<210>

Ala

Thr

Gln

690

Asn

Val

Leu
12

<211> 4

<212>

<213> Adenovirus humano

<220>

PRT

Asp Pro
660

Gln Tyr

675

Lys Glu

Tyr Tyrx

Tyr Ser

>221> MISC_FEATURE
<222> (2) ... (22)
<223> puede ser cualquier aminoacido

<220>

- <221> MISC_FEATURE
<222> (3) ... (3)
<223> puede ser cualquier aminoacido

<400>

<210>

<211>
<212>

12

13
735
PRT

<213> vp1, clon hu.51

<400>

13

Pro

Ser

Asn

Lys

Glu
725

Thr

Thr Gly

Ser

Ser
710

Pro

Thr

Lys
695

Thr

Arg

Phe

Gln

680

Arg

Ser

Pro

Asn
665

vVal

Txp

Vval

Ile

Gln

Ser

Asn

Asp

Gly
730

Arg Xaa Xaa Arg
1

47

Ser

val

Pro

Phe

715

Thr

Lys

Glu

Glu

700

Ala

Axrg

Leu

Ile

685

Ile

Val

Tyr

Asn

670

Glu

Gln

Asn

Leu

Sexr Phe

Trp qlu

Tyr Thr

Thr Glu

720

Thr Arg
735



Met

Glu

Lys

Gly

val
65

Asn

Leu

Pro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

Pro

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Val

Ala

Asp

Ala

Pro
210

Ala

Ile

Ala

35

Lys

Glu

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Gly

Ala

Pro

195

Met

Asp

Arg

20

Glu

Tyr

Ala

Asp

Phe
100

Arg

Val

His

Gln

Asp
180

Ser

Ala

Gly

Gln

Arg

Leu

Asp

Serxr

85

Gln

Ala

Gly

Serxr

Gln

165

Ser

Gly

Asp

Tyr

Trp

His

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Pro

Val

Leu

Asn

Leu

Trp

Lys

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Pro

135

val

Ala

Pro

Gly

Asn
215

Pro

Lys

Asp

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

vVal

Glu

Arg

Asp

Thr

200

Glu

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Lys

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

Gly

48

10

Lys

Ser

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly
220

Asp

Pro

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

val

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Thr

208

val

Thr

Pro

30

Vval

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Gln

130

Gly

Gly

Leu

15

Pro

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Thr

Gln

175

Pro

Ser

Asn

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ser



Ser
225

Thr

Tyx

Phe

Cys

Gly

305

Lys

Thr

Val

val

Gln

385

Gln

Asp

Leu

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Ser

Leu

Phe

370

Ala

Met

Val

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr
275

Phe

Arg

Val

Thr

Gly

355

Met

Vval

Leu

Pro

Asn
435

Trp

Thx

Ile

260

Ser

Ser

Pro

Thy

val

340

Ser

val

Gly

Arg

Phe

420

Pro

His

245

Ser

Thr

Pro

Lys

Gln

325

Gln

Ala

Pro

Arxrg

Thr

405

Leu

Cys

230

Thr

Ser

Pro

Arg

310

Asn

val

His

Gln

Ser

390

Gly

Ser

Ile

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

Asp

Phe

Gln

375

Ser

Asn

Gly

Asp

Ser

Ala

Ser

Gly

280

Trp

Asn

Gly

Thr

Gly

360

Gly

Phe

Asn

Tyr

Gln
440

Thi

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

Asp

345

Cys

Tyr

oyE

Phe

Ala

425

Tyr

49

Txp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

330

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr

410

His

Leu

Met

235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

315

Thr

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Phe

Ser

Tyr

Gly

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Tyr

Pro

Leu

380

Glu

Ser

Gln

Tyxr

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Gln

Phe

365

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Leu
445

Arg

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu

430

Ser

Val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Asn

335

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

415

Asp

Thr

Ile
240

Leu

TYyrxr

His

Trp

val

320

Leu

Tyr

Asp

Ser

Ser

400

Glu

Arg

Thr
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REIVINDICACIONES
1.- Un método para la produccién de AAV, comprendiendo dicho método las etapas de:
(a) cultivar un AAV carente de un sitio de enlace de heparina en un cultivo celular, y

(b) aislar el AAV del sobrenadante del cultivo celular sin que se requiera la recogida de un sedimento celular o
la disrupcion celular.

2.- El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el método comprende ademas una o ambas de las
etapas siguientes:

(c) mantener un cultivo celular viable, y

(d) afadir medio durante, o a continuacion de, la recogida del sobrenadante para proporcionar un proceso de
produccién continuo.

y, opcionalmente, repetir las etapas de método al menos dos veces y opcionalmente hasta 100 veces.
3.- El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el AAV es AAVS.

4.- El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el AAV ha sido modificado para la ablacion de un sitio de
enlace natural de heparina.

5.- El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el sitio de enlace de heparina esta caracterizado por la
secuencia de aminoacido RxxR (SEQ ID No. 12), donde X es cualquier aminoacido.

6.- El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el AAV se elige en el grupo consistente en AAV2, hu.51,
hu.34, hu.35, hu.45y hu.47.

7.- El método de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el sitio de enlace de heparina se modifica segun una o
mas de las siguientes maneras:

(a) se modifica el primer aminoacido de la secuencia RxxR (SEQ ID No. 12);
(b) se cambia el primer aminoéacido de la RxxR (SEQ ID No. 12) desde Arg a Ser o Glu;

(c) se modifica el sitio de enlace de heparina en el Gltimo aminoacido de la secuencia RxxR (SEQ ID No. 12),
ylo

(d) se cambia el ultimo amino&cido de la secuencia RxxR (SEQ ID No. 12) desde Arg a Thr.
8.- El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de cultivo se realiza en un medio carente de suero.
9.- El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el AAV se cultiva en una célula HEK 293.

10.- El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la etapa de aislamiento comprende ademas concentrar
AAV mediante un método elegido en el grupo consistente en cromatografia, cromatografia basada en columna,
cromatografia basada en membrana, filtracion y precipitacion.

11.- Un método para producir AAV de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que las
células del cultivo celular (a) comprenden:

funciones auxiliares de adenovirus necesarias para empaquetamiento, una proteina rep de AAV suficiente
para empaquetamiento, una proteina cap de AAV suficiente para empaquetamiento, y el genoma de AAV
que va a ser empaquetado.

12.- El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que las células son transformadas de manera estable con
uno o mas de lo siguiente:

(a) las secuencias que codifican las funciones auxiliares de adenovirus (estando opcionalmente las funciones
auxiliares de dicho adenovirus expresadas bajo un promotor activable o inducible);

(b) las secuencias que codifican la proteina rep de AAV y/o la proteina cap de AAV (estando dichas proteina
rep de AAV y/o proteina cap de AAV opcionalmente expresadas bajo la direccion de un promotor activable
o inducible); y/o

(c) el genoma de AAV que va a ser empaquetado.
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