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DESCRIPCION
Vectores de AAV que se dirigen al SNC y métodos de uso de los mismos

La invencién en algunos aspectos se refiere a virus recombinantes adeno-asociados Utiles para dirigir transgenes a
tejido del SNC, y composiciones que comprenden los mismos, y métodos de uso de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha investigado terapia génica para la administracion de genes terapéuticos a las células del SNC para el
tratamiento de diversas enfermedades del SNC, por ejemplo, enfermedad de Canavan, ELA, enfermedad de
Parkinson (EP), etc. En algunos casos limitados, se han observado beneficios terapéuticos usando ciertos virus, por
ejemplo, adenovirus recombinante (rAd), lentivirus (LV) y virus adeno-asociado (AAV) para expresar una variedad de
genes terapéuticos. Se ha usado AAV2 en ensayos clinicos para el tratamiento de EP y amaurosis congénita de
Leber (una enfermedad ocular) y hallazgos preliminares sugieren mejoras sintomaticas sin toxicidad perceptible [2-
4].

Sin embargo, la terapia génica basada en AAV para tratar enfermedad del SNC todavia se enfrenta a un obstaculo
importante. Muchas enfermedades del SNC, que incluyen, por ejemplo, ELA, afectan tanto a las neuronas motoras
corticales como espinales que estan distribuidas en un area muy amplia en el SNC. Ha sido frecuente el caso de que
vectores virales inyectados en tejido del SNC transducen células solo en la proximidad del sitio de inyeccion, tienen
una extension muy limitada y generalmente no han afectado la esperanza de vida en modelos animales de
enfermedad del SNC [véase, por ejemplo, Ref. 5]. Sin embargo, se ha probado una variedad de otros métodos de
administracion viral. Un ejemplo implica inyectar las particulas virales en musculo esquelético y dejar que las
terminaciones nerviosas internalicen el genoma viral, que entonces se transporta de nuevo de forma retrégrada a las
neuronas motoras espinales. Este enfoque ha mostrado algunos resultados positivos en ciertos modelos de ratén
[68]. Sin embargo, aplicar este método en mamiferos mas grandes, como seres humanos adultos, seria poco
practico. En general, la eficiencia de transduccion observada con la inyeccion en musculo es relativamente baja.
Algunos investigadores han intentado mejorar esta eficiencia modificando proteinas de la capside viral con los
dominios de unién a nervio de la toxina tetanica o toxina botulinica. Estos esfuerzos no han sido fructiferos debido a
diversas dificultades técnicas. Otro problema con la inyeccién en musculo en mamiferos mas grandes es una
necesidad de dosis grandes, que es técnicamente exigente, caro y conlleva un alto riesgo de efectos adversos, que
varian de reaccion inmunitaria a transduccién de células no intencionadas (por ejemplo, células germinativas).

Otro método que se ha evaluado para administrar transgenes en neuronas motoras es inyectar el virus en nervios
grandes, que maximiza la exposicion del virus a axones motores, permitiendo que las neuronas motoras internalicen
el genoma viral y lo transporten de nuevo de forma retrégrada al cuerpo de la célula. Se ha demostrado que este
método es mas eficiente en la transduccion de neuronas motoras que la inyeccion en musculo [9]. Sin embargo,
implementar un método tal como este en mamiferos mas grande seria exigente.

Sondhi (2006) Molec Ther. 15 pp 481-491 utilizaron un AAV rh. 10 derivado de macaco para administrar genes a un
ratén transgénico que presentaba lipofuscinosis ceroide neuronal infantil tardia (LINCL). Beutler (2009) Gene Ther.
16 pp 461-469 revisaron el uso de AAV para el tratamiento de dolor y en particular dolor neuropatico crénico. El
documento WO 2007/127264 describe la produccion y recogida de AAV sin la necesidad de lisis de la célula.
Tenenbaum (2004) J. Gene Medicine 6 ppS212-S222 revisa el uso de administracion génica mediada por AAV al
SNC.

SUMARIO

Los aspectos de la presente divulgacion se basan en el descubrimiento de AAVs recombinantes que logran una
amplia distribucion en todo el tejido del SNC de un sujeto. En algunos casos, los rAAVs se extienden en todo el
tejido del SNC tras la administracion directa en el liquido cefalorraquideo (LCR), por ejemplo, por inyeccion intratecal
y/o intracerebral. En otros casos, los rAAVs cruzan la barrera hematoencefalica y logran una distribucion en todo el
tejido del SNC de un sujeto tras la administracion intravenosa. La divulgacién puede referirse a rAAVs que tienen
distintas capacidades de direccionamiento a tejido del sistema nervioso central (por ejemplo, tropismos de tejido del
SNC), que logran transferencia génica estable y no téxica a altas eficiencias. Se desvelan en el presente documento
métodos que implican la co-administracion mediante inyecciéon intratecal e intracerebral (por ejemplo,
intraventricular) de rAAVs. Por ejemplo, se ha descubierto que los rAAVs que tienen una proteina de la capside que
comprende una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 9 logran una amplia distribucion tras la inyeccion
intratecal en todo el SNC, y asi, son particularmente Utiles para trastornos asociados al SNC tales como, por
ejemplo, ELA. También se desvelan en el presente documento métodos para tratar la enfermedad de Canavan.

Se desvelan en el presente documento métodos de administracion de un transgén a tejido del SNC en un sujeto. En
algunos casos, los métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV por administracion intratecal,
en los que el rAAV comprende (i) una proteina de la capside que comprende una secuencia como se expone en
SEQ ID NO: 9 y (ii) un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con un transgén. En
algunos casos, los métodos comprenden ademas administrar una cantidad eficaz del rAAV por administracion
intracerebral. En algunos casos, los métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV por
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administracion intratecal y por administracion intracerebral, en los que el rAAV infecta células de tejido del SNC en el
sujeto y comprende un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con un transgén. En ciertos
casos, la administracion intracerebral es una administracion intraventricular. En un caso, la administracion
intraventricular es una administracion en una region ventricular del prosencéfalo del sujeto. En ciertos casos, la
administracion intratecal es en la reglon lumbar del sujeto. En algunos casos, la dosis de rAAV para administracion
intratecal esta en un intervalo de 10™ copias de genoma/sujeto a 10" coplas de genoma/sujeto. En algunos casos,
la dosis del rAAV para administracion intratecal esta en un intervalo de 10" copias de genoma/sujeto a 10" coplas
de genoma/sujeto. En algunos casos, la dosis del rAAV para administracion intratecal esta en un intervalo de 10"
copias de genoma/sujeto a 10" coplas de genoma/sujeto. En algunos casos, la dosis del rAAV para administracion
intratecal esta en un intervalo de 10" copias de genoma/sujeto a 10™ copias de genoma/sujeto En algunos casos
la dosis del rAAV para administracion intracerebral estda en un intervalo de 10" copias de genomal/sujeto a 10"
coplas de genoma/sujeto. En algunos casos la dosis del rAAV para administracion intracerebral esta en un intervalo
de 10" copias de genoma/sujeto a 10" copias de genoma/SUJeto En algunos casos la dosis del rAAV para
administracion intracerebral esta en un intervalo de 10™ copias de genoma/sujeto a 10" copias de genoma/SUJeto
En algunos casos, Ia dosis del rAAV para administracion intracerebral esta en un intervalo de 10" copias de
genoma/sujeto a 10" copias de genoma/sujeto. En algunos casos, la dosis del rAAV para administracion
intracerebral o intratecal se formula para inyeccion de un volumen en un intervalo de 1 pl a 10 pl. En algunos casos,
la dosis del rAAV para administracion intracerebral o intratecal se formula para inyeccion de un volumen en un
intervalo de 10 pl a 100 yl. En algunos casos, el rAAV para la administracion intracerebral o intratecal se formula
para inyeccion de un volumen en un intervalo de 100 pl a 1 ml. En algunos casos, el rAAV para la administracion
intracerebral o intratecal se formula para inyecciéon de un volumen de 1 ml o mas. En algunos casos, el transgén
codifica una proteina indicadora. En ciertos casos, la proteina indicadora es una proteina fluorescente, una enzima
que cataliza una reaccion dando un producto detectable, o un antigeno de superficie de la célula. En ciertos casos,
la enzima es una luciferasa, una beta-glucuronidasa, un cloranfenicol acetiltransferasa, una aminoglucésido
fosfotransferasa, una aminociclitol fosfotransferasa, o una puromicina N-acetil-transferasa. En algunos casos, el
transgén es un gen asociado al SNC. En algunos casos, el gen asociado al SNC es la proteina inhibidora de la
apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento derivado de la glia (GDNF),
factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor neurotrofico ciliar (CNTF), tirosina hidroxilasa (TH), GTP-
ciclohidrolasa (GTPCH), aminoacido descarboxilasa (AADC) o aspartoacilasa (ASPA). En algunos casos, el transgén
codifica un ARN inhibidor que se une especificamente a ARNm de SOD1 e inhibe la expresién de SOD1 en el sujeto.
En algunos casos, el ARN inhibidor es un ARN antisentido, un ARNhp o un miARN. En algunos casos, el ARN
inhibidor tiene una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 26. Asi, un acido nucleico que comprende una
secuencia como se expone en SEQ ID NO: 26 se desvela en el presente documento. En algunos casos, un acido
nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una regiéon que tiene una secuencia como se
expone en SEQ ID NO: 26 se desvela en el presente documento.

Se desvela en el presente documento un AAV recombinante que comprende un acido nucleico que comprende una
secuencia como se expone en SEQ ID NO: 26. También se desvela en el presente documento un AAV recombinante
que comprende un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una region que tiene una
secuencia como se expone en SEQ ID NO: 26. En algunos casos, el AAV recombinante comprende ademas una
proteina de la capside que comprende una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 9.

Se desvelan en el presente documento métodos de tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) en un
sujeto en necesidad del mismo. En algunos casos, los métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un
rAAV a tejido del SNC del sujeto, en los que el rAAV comprende (i) una proteina de la capside que comprende una
secuencia como se expone en SEQ ID NO: 9 vy (ii) un acido nucleico que comprende un promotor operativamente
unido con una regiéon que codifica un ARN inhibidor que se une especificamente a ARNm de SOD1 e inhibe la
expresion de SOD1 en el sujeto. En algunos casos, el ARN inhibidor es un ARN antisentido, un ARNhp o un miARN.
En algunos casos, el ARN inhibidor tiene una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 26. En algunos casos, los
métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV al sujeto, en los que el rAAV comprende un acido
nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una regién que codifica una secuencia como se
expone en SEQ ID NO: 26 y en los que el rAAV infecta células de tejido del SNC en el sujeto.

Se desvelan en el presente documento métodos de administracion de un transgén a un tejido del SNC en un sujeto
que comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV por administraciéon intravenosa, en los que el rAAV
infecta células de tejido del SNC en el sujeto y comprende un acido nucleico que comprende un promotor
operativamente unldo con un transgén. En algunos casos la dosis del rAAV para administracion intravenosa esta en
un intervalo de 10" copias de genoma/sujeto a 10" copias de genoma/sujeto En algunos casos, la dOSIS del rAAV
para administracion intravenosa estd en un intervalo de 10" copias de genoma/sujeto a 10" copias de
genoma/sujeto. En algunos casos la dosis del rAAV para administracion intravenosa esta en un intervalo de 10"

copias de genoma/sujeto a 10" copias de genoma/sujeto. En algunos casos la dosis del rAAV para administracion
intravenosa esta en un intervalo de 10" copias de genomal/sujeto a 10™ copias de genoma/sujeto. En algunos
casos la dosis del rAAV para administracion intravenosa esta en un intervalo de 10™ copias de genoma/sujeto a
10" copias de genoma/SUJeto En algunos casos la dosis del rAAV para administracion intravenosa esta en un
intervalo de 10’ copias de genomal/kg a 10" copias de genoma/kg. En algunos casos la dosis del rAAV para
administracion intravenosa esta en un intervalo de 10" copias de genoma/kg a 10" copias de genoma/kg. En
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algunos casos, la dosis del rAAV para administracion intravenosa esta en un intervalo de 10'? copias/kg a 10"
copias de genoma’kg. En algunos casos, la dosis del rAAV para administracion intravenosa esta en un intervalo de
10" copias de genomarkg a 10" copias de genomarkg.

Se desvelan en el presente documento métodos de administracion de un transgén a un tejido del SNC en un sujeto
que comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de un rAAV que comprende (i) una proteina de la capside
que tiene una secuencia como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 10 a 12 y (ii) un acido nucleico que
comprende un promotor operativamente unido con un transgén. En algunos casos, los métodos comprenden
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un rAAV que comprende un transgén a un sujeto, en los que el rAAV
comprende una proteina de la capside de un serotipo de AAV, o variante de serotipo, seleccionada del grupo que
consiste en: AAV1, AAV2, AAV5, AAV6, AV6.2, AAV7, AAVS, AAVY, rh.10, rh.39, rh.43 y CSp3, y en los que: (a) si el
serotipo de AAV es AAV1, la via de administracién no es intracerebral, intramuscular, intranerviosa o intraventricular
y/o el sujeto no es un raton, rata o felino; (b) si el serotipo de AAV es AAV2, la via de administracion no es
administracion intracerebral o intraventricular y/o el sujeto no es una rata, ratén, felino, titi o macaco; (c) si el serotipo
de AAV es AAVS5, la via de administracion no es administracion intracerebral o intraventricular y/o el sujeto no es una
rata, raton o titi; (d) si el serotipo de AAV es AAV6, el sujeto no es un ratén; (e) si el serotipo de AAV es AAV7, la via
de administracion no es administracion intracerebral y/o el sujeto no es un ratéon o macaco; (f) si el serotipo de AAV
es AAVS, la via de administracion no es administracion intracerebral, intraperitoneal o intravascular y/o el sujeto no
es un ratén o macaco; (g) si el serotipo de AAV es AAV9, la via de administracién no es administracion intracerebral
o intravascular y/o el sujeto no es una rata o ratén; y (h) si el serotipo de AAV es AAVrh.10, la via de administracion
no es administracion intracerebral o intravascular y/o el sujeto no es una rata o raton. En algunos casos, el serotipo
de AAV, o variante de serotipo, esta seleccionado de AAV1, AAV6, AAV7, rh.39, rh.43 y CSp3, y la via de
administracion es administracion intravascular. En algunos casos, el serotipo de AAV es AAV7 y la via de
administracion es administracion intravascular. En algunos casos, el tejido del SNC esta seleccionado de corteza,
hipocampo, talamo, hipotalamo, cerebelo, tronco encefalico, médula espinal cervical, médula espinal toracica y
médula espinal lumbar. En algunos casos, el transgén codifica una proteina indicadora. En ciertos casos, la proteina
indicadora es una proteina fluorescente, una enzima que cataliza una reacciéon dando un producto detectable, o un
antigeno de superficie de la célula. En ciertos casos, la enzima es una luciferasa, una beta-glucuronidasa, una
cloranfenicol acetiltransferasa, una aminoglucésido fosfotransferasa, una aminociclitol fosfotransferasa, o una
puromicina N-acetil-transferasa. En algunos casos, el transgén es un gen asociado al SNC. En ciertos casos, el gen
asociado al SNC es la proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso (NGF),
factor de crecimiento derivado de la glia (GDNF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor
neurotréfico ciliar (CNTF), tirosina hidroxilasa (TH), GTP-ciclohidrolasa (GTPCH), aminoacido descarboxilasa
(AADC) o aspartoacilasa (ASPA). En algunos casos, el rAAV se administra por inyeccion intravenosa.

Se desvela en el presente documento un rAAV que comprende (i) una proteina de la capside que tiene una
secuencia como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 10 a 12 y (ii) un acido nucleico que comprende un
promotor operativamente unido con un gen asociado al SNC. En ciertos casos, el gen asociado al SNC es la
proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento
derivado de la glia (GDNF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico ciliar (CNTF),
tirosina hidroxilasa (TH), GTP-ciclohidrolasa (GTPCH), aminoacido descarboxilasa (AADC) o aspartoacilasa (ASPA).
En algunos casos, el ARNm expresado del gen asociado al SNC comprende un sitio de unién de miARN de un
miARN que se expresa preferencialmente en tejido no del SNC. En ciertos casos, el sitio de union de miARN es un
sitio de unién para miR-122. En ciertos casos, el sitio de union de miARN es un sitio de uniéon para miR-1. En
algunos casos, el ARNm expresado del gen asociado al SNC no comprende un sitio de unién de miARN de un
miARN que se expresa preferencialmente en tejido del SNC. En algunos casos, el promotor es un promotor
especifico de tejido del SNC. En ciertos casos, el promotor es un promotor de un gen seleccionado de: nucleos
neuronales (NeuN), proteina fibrilar acida de la glia (GFAP), poliposis adenomatosa del colon (APC) y molécula 1
adaptadora de union a calcio ionizado (lba-1).

Se desvela en el presente documento una composicion que comprende un rAAV que comprende (i) una proteina de
la capside que tiene una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 10 a 12 y (ii) un acido nucleico que comprende
un promotor operativamente unido con un gen asociado al SNC. En ciertos casos, la composicion comprende
ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se desvela en el presente documento un kit que comprende un
recipiente que guarda la composicién. En algunos casos, el recipiente es un vial o ampolla sellado. En algunos
casos, el recipiente es una jeringa.

Se desvela en el presente documento una célula de mamifero aislada que comprende un acido nucleico que codifica
una proteina de la capside que tiene una secuencia como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 10 a 12y un
rAAV vector que comprende un acido nucleico que codifica un gen asociado a enfermedad del SNC. En algunos
casos, la célula de mamifero aislada comprende ademas un vector de funcién auxiliar del AAV. En algunos casos, la
célula de mamifero aislada comprende ademas un vector de funcién accesoria. En ciertos casos, el gen asociado al
SNC es la proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de
crecimiento derivado de la glia (GDNF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor neurotrofico ciliar
(CNTF), tirosina hidroxilasa (TH), GTP-ciclohidrolasa (GTPCH), aminoacido descarboxilasa (AADC) o aspartoacilasa
(ASPA).
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Se desvela en el presente documento un método de tratamiento de la enfermedad de Canavan en un sujeto en
necesidad del mismo. En algunos casos, los métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV a
tejido del SNC del sujeto, en los que el rAAV comprende (i) una proteina de la capside distintos de una proteina de la
capside de AAV serotipo 2 y (ii) un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una region
que codifica aspartoacilasa (ASPA). Cualquiera de los serotipos de rAAV desvelados en el presente documento
puede usarse en los métodos de tratamiento de la enfermedad de Canavan. En algunos casos, el rAAV tiene una
proteina de la capside que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en SEQ ID NO: 8 0 9 0 una
variante de la misma. En algunos casos, la administracion se realiza por via intratecal o por via intracerebral. En
algunos casos, la administracion se realiza por via intravascular.

En algunos casos, los métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV a tejido del SNC del sujeto
por una via distinta de administracién intracerebral, en los que el rAAV comprende un acido nucleico que comprende
un promotor operativamente unido con una regién que codifica aspartoacilasa (ASPA). En algunos casos, los
métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV a tejido del SNC del sujeto, en los que el rAAV
comprende un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una regién que codifica
aspartoacilasa (ASPA); y evaluar la funcion renal en el sujeto al menos una vez después de la administracion. Puede
usarse cualquier método adecuado conocido en la técnica para evaluar la funcion renal de un sujeto. La evaluacion
puede implicar, por ejemplo, un examen de sangre o los niveles de nitrégeno ureico en orina, un examen de sangre
o los niveles de creatinina en orina, un examen de la tasa de eliminacién de creatinina, un examen de la tasa de
filtracion glomerular, un examen de la fracciéon de filtracion, un examen del flujo plasmatico renal, un examen de
ultrasonidos, un examen microscépico de una biopsia de tejido de rifidn o cualquier otra prueba adecuada de la
funcién renal. Debe apreciarse que en algunos casos una mejora en la funcion renal de un sujeto tras el tratamiento
con una terapia génica mediada por rAAV es indicativa de eficacia de la terapia génica para tratar la enfermedad de
Canavan.

En algunos casos, los métodos comprenden administrar una cantidad eficaz de un rAAV a tejido del SNC del sujeto,
en los que el rAAV comprende un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una region
que codifica aspartoacilasa (ASPA); y evaluar la visiéon del sujeto al menos una vez después de la administracion.
Puede usarse cualquier método adecuado conocido en la técnica para evaluar la visidon de un sujeto. La evaluacion
puede implicar, por ejemplo, un examen externo del ojo, un examen de la agudeza visual, un examen de la funcion
de la pupila, un examen de la retina, un examen de la motilidad ocular, una examen de la tensién intraocular o un
examen oftalmoscodpico. La evaluacion puede implicar una determinacion referente a la capacidad de un sujeto para
discriminar colores, objetos o formas o la capacidad de un sujeto para discernir colores, objetos o formas desde una
distancia particular. Debe apreciarse que en algunos casos una mejora en la visién de un sujeto tras el tratamiento
con una terapia génica mediada por rAAV es indicativa de eficacia de la terapia génica para tratar la enfermedad de
Canavan.

En algunos casos, el acido nucleico expresa un ARNm de aspartoacilasa (ASPA) que comprende uno o mas sitio de
union de miARN para uno o mas miARN que son mas abundantes en uno o mas tejidos no del SNC en comparacion
con tejido del SNC. Por consiguiente, en algunos casos, el ARNm es elegido como diana para la degradacion por un
miARN en uno o mas tejidos no del SNC. En algunos casos, el uno o mas tejidos no del SNC no es tejido de rifién o
tejido de retina. En algunos casos, el uno o mas miARN que son mas abundantes en tejidos no del SNC en
comparacion con tejido del SNC son al menos dos veces, al menos tres veces, al menos cuatro veces, al menos
cinco veces, o al menos diez veces mas abundantes. Se conocen en la técnica miARN que son mas abundantes en
tejido no del SNC frente a tejido del SNC. Por ejemplo, un estudio desvela niveles de expresion de mas de
trescientos miARN humanos diferentes en 40 tejidos diferentes, que incluyen tejido del SNC, tejido de rifion (véase
Liang Y, et al., Characterization of microRNA expression profiles in normal human tissues. BMC Genomics. 2007 Jun
12;8:166). Asi, en algunos casos, el experto podria seleccionar faciimente (por ejemplo, basandose en datos tales
como se desvelan en Liang et al.) un miARN adecuado que es mas abundante en tejido no del SNC e incorporar un
sitio de unién para ese miARN en el ARNm codificado.

Cada una de las limitaciones tratadas anteriormente puede englobar diversos casos. Se espera, por tanto, que cada
una de las limitaciones de la invencién que implican un elemento cualquiera o combinaciones de elementos pueda
incluirse con cualquier otra. La presente divulgacion no esta limitada en su aplicacién a los detalles de construccion y
la disposicion de componentes expuestos en la siguiente descripcion o ilustrados en los dibujos. La invencion es
capaz de ser puesta en practica o ser llevada a cabo de diversas formas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa resultados cuantitativos de intensidades de EGFP de imagenes microscopicas de
fluorescencia de un panel de secciones de tejidos del SNC de ratones neonatales infectados con diversos rAAVs
que albergan vectores de expresion de EGFP. Se administraron ratones neonatales con los rAAVs por
administracion intravenosa (inyeccion en la vena temporal superficial).

La Figura 2 representa resultados cuantitativos de intensidades de EGFP de imagenes microscopicas de
fluorescencia de un panel de secciones de tejidos del SNC de ratones adultos infectados con diversos rAAVs que
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albergan vectores de expresion de EGFP. Se administraron ratones adultos con los rAAVs por administracion
intravenosa (inyeccion en la vena de la cola).

La Figura 3 representa la cuantificacion de la expresion de EGFP en la médula espinal de ratones neonatales
(regiones cervical, toracica y lumbar) 21 dias después de la inyeccion IV (5 ratones por grupo). Se administraron
ratones neonatales con los rAAVs por administracion intravenosa (inyeccion en la vena temporal superficial).

La Figura 4A representa resultados que muestran que la inyeccion en LCR directa de AAVrh.10 que alberga un gen
EGFP conduce a la expresion de EGFP en amplias areas del SNC. Se muestran secciones de tejido, preparadas 60
dias después de la inyeccion del virus, de tronco encefalico, médula espinal cervical, médula espinal toracica y
médula espinal lumbar. Los pixeles grises/negros se corresponden con la expresion de EGFP.

La Figura 4B representa resultados que muestran que la inyeccion en LCR directa de AAVrh.10 que alberga un gen
EGFP conduce a la expresion de EGFP en astrocitos. Los pixeles grises/negros se corresponden con la expresion
de EGFP.

La Figura 5A representa un vector rAAVrh.10 que expresa un microARN que se dirige a SOD1. La construccion
emplea CAG (promotor de B-actina de pollo con un potenciador del CMV) para conducir la expresion de EGFP y
miR-SOD1 que se localiza en un intréon en 3'-UTR. pA representa la sefial de poliA. ITRs marcan las repeticiones
invertidas del AAV.

La Figura 5B representa resultados de experimentos que prueban la potencia de silenciamiento de 9 construcciones
de miARN diferentes, se encontrdé que miR-SOD1#5 era el silenciaba la expresion SOD1 mas potentemente.

La Figura 5C representa resultados de experimentos en los que miR-SOD1#5 se encapsidé en AAVrh.10 y se usé
para infectar células HEK293. Se extrajo proteina celular total 43 horas después de la infeccion y se transfirid para
detectar SOD1. Scr representa miARN desordenado; Sod representa miR-SOD1#5; y C representa un control que
expresa EGFP solo.

La Figura 5D representa un mapa de plasmido de pAAVscCB6 EGFPmir SOD5 (5243 pb) (SEQ ID NO: 21).

La Figura 6A representa resultados de estudios de transferencia génica en ratones mutantes para SOD1 (G93A) que
muestran que el miARN de rAAV rh.10-SOD1 inactiva los niveles de SOD1 mutante en astrocitos. También se
observo tincion en neuronas motoras.

La Figura 6B representa resultados de estudios de transferencia génica en ratones mutantes para SOD1 (G93A) que
muestran que el ARNhp de rAAV rh.10-SOD1 aumenta la esperanza de vida, en comparaciéon con un miARN
desordenado de rAAV rh.10.

La Figura 7A representa la cuantificacion de la expresion de EGFP en tejido de médula espinal cervical, toracica y
lumbar en comparacion con las esperanzas de vida de ratones individuales infectados con miARN de rAAV rh.10-
SOD1; se administré rAAV rh.10-SOD1 directamente al LCR.

La Figura 7B representa la cuantificacion de la expresion de EGFP en tejido de médula espinal cervical, toracica y
lumbar en comparacion con las esperanzas de vida de ratones individuales infectados con miARN desordenado de
rAAV rh.10; se administré miARN desordenado de rAAYV rh.10 directamente al LCR.

La Figura 8 representa analisis de microscopia de fluorescencia de ratones que han sido administrados con
inyecciones intratecales de diversos AAVs. En este experimento, tanto AAV9 como AAVrh10 transducen células a lo
largo de la longitud completa de la médula espinal después de una unica inyeccion en el LCR en el espacio
subaracnoideo lumbar.

La Figura 9 representa los efectos del tratamiento de AAV10-miR-SOD1. El tratamiento de AAV10-miR-SOD1
ralentiza la progresion de la enfermedad como se indica por la pérdida mas lenta de peso corporal en ratones G93A
tratados en comparacion con de control.

La Figura 10 representa el analisis de microscopia de fluorescencia de ratones que han sido administrados con
inyecciones intratecales de diversos AAVs. En este experimento, AAV9 y AAVrh10 pueden transducir células en
amplias areas del prosencéfalo después de una Unica inyeccion en el LCR en el tercer ventriculo.

La Figura 11 representa el analisis de microscopia de fluorescencia de secciones de tejidos de ratones inyectados
con AAV9. Una unica inyeccion de AAV9 y AAVrh10 en el tercer ventriculo puede transducir células en amplias
areas del prosencéfalo, que incluye corteza, hipocampo, estriado, tdlamo, cerebelo y algunas células diseminadas
en la médula espinal. También se observa el mismo patrén general en ratones inyectados con AAV10.

La Figura 12 representa una validacion in vitro de sitios de union de miARN artificiales para el silenciamiento de
indicadores. Plasmidos que albergan el genoma rAAVCBnLacZ con o sin sitios de unién de miR-1 o miR-122 se
transfectaron en células de hepatoma humano (HuH7) (a) que expresaban miR-122 o se cotransfectaron en células
293, junto con un plasmido que expresaba tanto pri-miR-122 (b) como pri-miR-1 (c) a relaciones molares de 1:3
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(baja) o 1:10 (alta). 0X: ningun sitio de unién de miARN; 1X: un sitio de uniéon de miARN; 3X: tres sitios de union de
miARN. Las células se fijaron y se tifieron histoquimicamente con X-gal 48 horas después de la transfeccion y se
contaron las células azules. Se comparo el porcentaje de células positivas para nLacZ en cada transfeccion con la
transfeccion del plasmido de control (prAAVCBnLacZ). CB, B-actina de pollo; miR, microARN; nLacZ, transgén
indicador de B-galactosidasa; rAAV, virus recombinantes adeno-asociados.

La Figura 13 representa una evaluacion in vivo del silenciamiento de transgén mediado por miARN enddgeno en una
transduccion de rAAV9. (a-c) Se inyectaron ratones C588L/6 macho adultos por via intravenosa con 5 x 10" copias
de genoma por kg (GC/kg) cada uno de rAAVOCBnLacZ (ningun sitio de unién), (a) rAAVCB9nLacZmiR-122BS (un
sitio de union de miR-122) y rAAV9C8nlacZ-(miR-122BS); (tres sitios de union de miR-122), (b) BS rAAV9CBnLacZ-
miR-1 (un sitio de unién de miR-1) y rAAVOCBnLacZ-(miR-1BS)s (tres sitios de uniéon de miR-1), (c) rAAVICBnLacZ-
miR-1BS-miR-122BS (1X cada sitio de unién) y rAAV9CBnLacZ-(miR-1BS)s-(miR-122BS); (tres sitios de union de
miR-1 y tres de miR-122). Se sacrificaron los animales 4 semanas después de la administracion del vector, y se
recogieron tejidos apropiados para el crioseccionamiento y tincion histoquimica con X-gal. miR, microARN; nLacZ,
gen indicador de [-galactosidasa; rAAV, virus recombinantes adeno-asociados, y (d) cuantificacion de las
actividades de -galactosidasa en tejido de higado de animales que recibieron vectores de rAAVnLacZ con y sin
sitios de union de miARN.

La Figura 14 representa un analisis de los niveles de expresion de miARN relacionado, ARNm, y proteina de genes
diana de miARN endogeno en ratones transducidos con rAAVICBnLacZ con o sin sitios de union de miARN. Se
prepard ARN o proteina celular total a partir de (a-c) higado o (d) corazon. (a) Deteccion por transferencia Northern
de miARN. ARN nuclear pequefio de U6 proporcioné el control de carga. (b) PCR cuantitativa de transcripcion
inversa que mide ARNm de ciclina G1. Los datos se presentan como niveles relativos de ARNm de ciclina G1
normalizados a B-actina. (c,d) Analisis de transferencia Western de niveles de proteina de dianas enddgenas de
miR-122 y miR-1. Se analiz6é proteina celular preparada a partir de (c) higado o (d) corazén para ciclina G1 y
calmodulina. (e) Niveles de colesterol en suero. Se recogieron muestras de suero de ratones que recibieron rAAV9
con o sin sitios de unién de miARN después de 4 semanas y se midieron para colesterol total, lipoproteina de alta
densidad (HDL) y lipoproteina de baja densidad (LDL). miR, microARN; nLacZ, transgén indicador de [-
galactosidasa; rAAV, virus recombinantes adeno-asociados.

La Figura 15 representa una caracterizacion molecular de ARNms de transgén con o sin sitios de union de miARN.
(a) Se presentan localizaciones de las sondas y cebadores, las secuencias de miR-122 maduro y su sitio de unién
perfectamente complementario en el ARNm de transgén. (b) Se analizé ARN celular total de higado tanto por PCR
por transcripcion inversa convencional (RT-PCR) usando cebadores que abarcan una region entre el extremo 3' de
nLacZ y el extremo 5' de la sefal de poli(A) (c) o por RT-PCR cuantitativa; los datos se presentan como niveles
relativos de nLacZ de ARNm normalizado a B-actina. (d) Para el analisis de transferencia Northern de ARNm de
nLacZ, 18S ARN sirvié de control de carga, y las transferencias se hibridaron con tanto un ADN de transgén (e)
como sonda de ARN. (f) Ademas, se analizé por 5' RACE el ARNm que llevaba poli(A) del higado de un animal que
recibié rAAV que contenia tres sitios de unidon de miR-1 y tres de miR-122; el producto de PCR se resolvié en un gel
de agarosa tefiido con bromuro de etidio. miR, microARN; nLacZ, gen indicador de 3-galactosidasa; rAAV, virus
recombinantes adeno-asociados.

La Figura 16 representa un alineamiento de secuencias que abarcan los sitios de unién de miARN y regiones de
sefiales de poli(A) recuperadas por 5 RACE. Se aisl6 ARNm que contenia poli(A) de (a) higado y (b) corazén de un
animal inyectado con rAAVOCBnLacZ-(miR-1BS)s-(miR-122BS)s. Se secuenciaron veintiun clones derivados de
higado y veintidés derivados de corazon. Los supuestos sitios de escision en cada clon se identifican por flechas; se
informan las frecuencias de escision especifica de sitio dirigida por miARN para cada sitio de union de miARN; los
triangulos indican a las posiciones de los sitios de escision dirigidos a miARN esperados (a,b). miARN, microARN,
nLacZ, gen indicador de (3-galactosidasa; rAAV, virus recombinantes adeno-asociados.

La Figura 17 representa una transferencia génica de EGFP dirigida al SNC reprimida por miARN endégeno por
rAAV9 administrado por via sistémica. Se inyectaron ratones C57BL/6 macho de diez semanas de edad por via
intravenosa con scAAVICBEGFP o scAAVICBnLacZ(miR-1BS)s-(miR-122BS); a una dosis de 2 x 10" copias de
genoma por kg (GC/ kg) de peso corporal. Se sacrificaron los animales 3 semanas después para la fijacion del
cuerpo entero por perfusion transcardiaca. (a) Se recogieron cerebro, médula espinal, higado, corazén y musculo
para el crioseccionamiento, tincion inmunofluorescente para EGFP (cerebro y médula espinal cervical), y
microscopia de fluorescencia para detectar EGFP. Se extrajeron ADN y ARN celular total del cerebro, higado,
corazén y musculo para medir la cantidad de genoma de vector persistente por g°PCR y ARNm de EGFP por qRT-
PCR. (b) Para cada tejido, se comparé la abundancia relativa del ARNm de EGFP que contenia sitios de union de
miARN con la del ARNm de EGFP que carecia de sitios de unién de miARN. Para cada muestra, se normalizé la
abundancia de ARNm a la cantidad de genoma de vector detectada en el tejido. EGFP, proteina verde fluorescente
potenciada; miARN, microARN; nlLacZ, gen indicador de [-galactosidasa; qRT-PCR, PCR cuantitativa por
transcripcion inversa; rAAV, virus recombinantes adeno-asociados.

La Figura 18 representa un modelo molecular para la expresion de rAAV regulada por miARN endogeno. miARN,
microARN; rAAV, virus recombinantes adeno-asociados.
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La Figura 19 representa una cuantificacion de los niveles de intensidad de GFP en eI cerebro y médula espinal de
ratones neonatales transducidos con diversos vectores de AAV. Se inyectaron 4x10"" copias de genoma (GCs) de
diez vectores de AAV diferentes en crias P1 neonatales mediante la vena superficial. Los ratones se sacrificaron 21
dias después de la inyeccion. Se extrajeron los tejidos cerebrales y se prepararon criosecciones de 40 ym de
espesor. Las secciones se tifieron contra el anticuerpo anti-EGFP. Se analizaron las imagenes y se calcularon los
valores de intensidad/pixel de todos los serotipos de AAV en diversas regiones en el cerebro y médula espinal (A)
usando el software Nikon NIS elements AR version 3.2. También se presentaron intensidades promedio del cerebro
y las regiones de la médula espinal para los diferentes rAAVs (B). Se fij6 la region de interés (ROI) de cada
estructura anatdmica para todos los vectores para garantizar la comparacion paralela.

La Flgura 20 representa una expresion de EGFP fuerte y extendida en el cerebro de raton neonatal después de la
|nyeCC|on intravenosa de rAAVs. Se inyectaron 4x10"" copias de genoma (GCs) de rAAVs 7, 9, rh.10, rh.39 y rh.43
en crias P1 neonatales mediante la vena superficial. Los ratones se sacrificaron 21 dias después de la inyeccion. Se
extrajeron los tejidos cerebrales y se prepararon criosecciones de 40 ym de espesor. Las secciones se tifieron
contra anticuerpo anti-EGFP. Las barras representan 100 uym. Las regiones mostradas son: bulbo olfativo, estriado,
hipocampo, corteza, hipotalamo, cerebelo y bulbo raquideo.

La Figura 21 representa la expresion de EGFP en médula espinal de ratén neonatal después de la inyeccion
intravenosa de rAAVs. Se inyectaron 4x10"" GCs de rAAVs 7, 9, rh.10, rh.39 y rh.43 en crias P1 neonatales
mediante la vena superficial. Los ratones se sacrificaron 21 dias después de la inyeccion. Se extrajeron los tejidos
de la médula espinal y se prepararon criosecciones de 40 um de espesor. Las secciones de las regiones cervical,
toracica y lumbar se tifieron contra anticuerpos anti-EGFP. Las barras representan 100 ym.

La Figura 22 representa la expresion de EGFP en gangllos de la raiz dorsal transdumdos porrAAVs 1,2,6,6.2,7,9,
rh.10 y rh.39 administrados por via intravascular. Las crias neonatales recibieron 4x10" GCs de rAAVs en P1 y se
sacrificaron 21 dias después de la inyeccion. Se procesaron criosecciones de cuarenta pm de espesor para la
tincion inmunohistoquimica doble para EGFP (verde) y neuronas (NeuN, rojo). Las barras representan 75 ym.

La Figura 23 representa el analisis de microscopio confocal de los tipos transducidos de células en el SNC del raton
después de la administracion sistémica de rAAVs a neonatos P1. Las secciones de cerebro y de médula espinal de
40 pm de espesor de los animales tratados con diferentes rAAVs se co-tifieron contra anticuerpos anti-EGFP y
marcadores especificos del tipo de célula. Se us6 anti-NeuN para tefiir células neuronales; se us6 anti-GFAP para
tefir astrocitos; se us6 anti-calbindina para tefir células de Purkinje; se usé anti-ChAT para tefiir neuronas motoras;
se uso anti-DARPP para tefiir neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra. Se examinaron todos los rAAVs, pero
para cada tipo de célula, solo se mostré aqui una imagen representativa.

La Figura 24 representa una transduccion de las estructuras ventriculares del cerebro por rAAVs administrados por
via intravascular. La crias neonatales recibieron 4x10"" GCs de rAAVs en P1 y se sacrificaron 21 dias después de la
inyeccion. Los plexos coroideos en diferentes ventriculos se preservaron todos bien durante el proceso del tejido. Se
tiferon criosecciones de cuarenta ym de espesor contra anticuerpos anti-EGFP. Las barras representan 100 um.

La Figura 25 representa un analisis de pureza e integridad morfologica de vectores de rAAV. A. Se usé en este
estudio analisis de SDS-PAGE tenldo con plata de vectores de rAAVCBEGFP purificados con gradiente de CsCl. Se
cargaron aproximadamente 1,5 x 10'® particulas de virus cada una de rAAVs 1, 2, 5, 6, 6.2, 7, 9, rh10, rh39 y rh43
en el carril correspondiente. B. Microscopia electrénica de transmision de viriones de AAV recombinante tefiidos
negativos. Se diseminaron viriones de rAAV en una pelicula de soporte Formvar recubierta de carbono recién
preparada y se tifieron con 1 % de acetato de uranilo para la microscopia de transmision. Las imagenes de
particulas de virus de lotes de vectores representativos se tomaron a 92.000X y se presentaron.

La Figura 26 representa una transduccion de gangllos de la raiz dorsal de ratones neonatales por rAAVs 1,6,6.2y
rh43 administrados por via sistémica. Las crias neonatales que recibieron 4x10" GCs de rAAVs en P1 se
sacrificaron 21 dias después de la inyeccion. Se tifieron criosecciones de cuarenta pm de espesor contra
anticuerpos anti-EGFP. Las barras representan 75 uym.

La Figura 27 representa una transduccion de los vasos capilares del cerebro por rAAVs administrados por via
intravascular. Las crias neonatales que recibieron 4x10" GCs de rAAVs en P1 se sacrificaron 21 dias después de la
inyeccion. Se tifieron criosecciones de cuarenta ym de espesor de los cerebros contra: (a) anticuerpos anti-EGFP
(AAV1, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAV9, AAVrh.10, AAVrh.39 y AAVrh.43); (b) anticuerpos anti-EGFP y anti-CD34
(rh.10 solo). Las barras representan 100 ym.

La Figura 28 representa una evaluacion de la microgliosis en cerebro de raton después de la administracion
sistémica de rAAVs a neonatos P1. Las secciones de cerebro de 40 um de espesor de los animales tratados con
diferentes rAAVs se co-tifieron contra anticuerpos anti-EGFP y anti-IBa-1. Solo se mostro el resultado de la tinciéon
de rAAVrh.10.

La Figura 29 representa la expresion de EGFP nativa en el SNC de ratones después de la administracion sistémica
de rAAVs a neonatos P1. Las crias neonatales que recibieron 4x10"" GCs de rAAVs en P1 se sacrificaron 21 dias
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después de la inyeccién. Se montaron criosecciones de cuarenta um de espesor y se observaron bajo microscopio
sin inmunotincion. Se indicaron los tiempos de exposicion para cada imagen.

La Figura 30 representa resultados que muestran los efectos de la terapia génica basada en rAAV en el tratamiento
de la enfermedad de Canavan. La Figura 30A muestra que el tratamiento corrigié la marcha y funciéon motora de los
ratones CD. La Figura 30B muestra que el tratamiento mitigd la retinopatia y restaurd la vision en ratones CD. La
Figura 30C muestra que los niveles de NAA en los ratones CD tratados se parecen a aquellos en los ratones
normales. La Figura 30D indica que la actividad de APSA se detecta en los cerebros de ratones CD. La Figura 30E
indica que la expresion de APSA se detecta en los cerebros de ratones CD.

La Figura 31A representa que la vacuolacion en tanto cerebro como médula espinal de los ratones tratados es mas
irregular y variable con vacuolas de tamafio generalmente mas pequefas y que algunas areas de la corteza cerebral
casi no muestran vacuolacion. La Figura 31B muestra la expresion de APSA en la corteza cerebral in situ.

La Figura 32 representa los resultados de un andlisis cuantitativo de vacuolaciéon en diversas regiones del cerebro.
La Figura 32A muestra que el bulbo olfativo tuvo una espectacular mitigaciéon en la degeneracion de materia blanca
después de la terapia génica y que las grandes vacuolas fueron esencialmente eliminadas en otros tejidos. La Figura
32B muestra los resultados de un analisis similar en secciones de médula espinal.

La Figura 33 representa los resultados de una evaluacion histopatoldgica de rifiones en los ratones CD. La Figura
33A muestra que el epitelio tubular renal del rifion se atenud de forma difusa y presentd agrandamiento de las luces
tubulares en ratones CD no tratados. La Figura 33B muestra que el ratéon CD tratado tuvo glomérulos normales. Las
Figuras 33C y 33D representan los resultados de un analisis de dos vectores candidatos de partida, rAAV9 y rh.10,
respectivamente, para la eficiencia de transduccioén de rifion después de la administracion 1V.

DESCRIPCION DETALLADA

El virus adeno-asociado (AAV) es un virus pequefio (26 nm) no envuelto defectuoso en la replicacion que depende
de la presencia de un segundo virus, tal como adenovirus o virus del herpes, para su crecimiento en células. No se
conoce que el AAV produzca enfermedad e induce una respuesta inmunitaria muy leve. El AAV puede infectar tanto
células en division como no en division y puede incorporar su genoma en el de la célula huésped. Se describen
métodos de administracion de un transgén a un tejido del SNC en un sujeto usando transferencia génica basada en
AAV recombinante. Por consiguiente, en el presente documento se desvelan métodos y composiciones para tratar
trastornos relacionados con el SNC en el presente documento. Aspectos adicionales de la divulgacion en el presente
documento se basan en el descubrimiento de rAAVs que logran una amplia distribucién en todo el tejido del SNC. En
algunos casos, los rAAVs se diseminan en todo el tejido del SNC tras la administracion directa en el liquido
cefalorraquideo (LCR), por ejemplo, mediante inyeccion intratecal y/o intracerebral. En otros casos, los rAAVs cruzan
la barrera hematoencefalica y logran una amplia distribucion en todo el tejido del SNC de un sujeto tras la
administracion intravenosa. Tales rAAVs son Utiles para el tratamiento de trastornos relacionados con el SNC, que
incluyen, por ejemplo, esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y enfermedad de Canavan (CD).

Métodos y composiciones para elegir como diana tejido del SNC

En el presente documento se desvelan métodos de administracion de un transgén a tejido del sistema nervioso
central (SNC) en un sujeto en el presente documento. Los métodos normalmente implican administrar a un sujeto
una cantidad eficaz de un rAAV que comprende un vector de acido nucleico para expresar un transgén en el sujeto.
Una "cantidad eficaz" de un rAAV es una cantidad suficiente para infectar un nimero suficiente de células de un
tejido diana en un sujeto. Una cantidad eficaz de un rAAV puede ser una cantidad suficiente para tener un beneficio
terapéutico en un sujeto, por ejemplo, para prolongar la esperanza de vida de un sujeto, para mejorar en el sujeto
uno o mas sintomas de enfermedad, por ejemplo, un sintoma de ELA, un sintoma de enfermedad de Canavan, etc.
En algunos casos, una cantidad eficaz de un rAAV puede ser una cantidad suficiente para producir un modelo de
animal transgénico somatico estable. La cantidad eficaz dependera de una variedad de factores tales como, por
ejemplo, la especie, edad, peso, salud del sujeto, y el tejido del SNC que va a ser elegido como diana, y puede asi
variar entre sujeto y tejido. Una cantidad eficaz también puede depender del modo de administracion. Por ejemplo, €l
elegir como diana un tejido del SNC por inyeccion intravascular puede requerir dosis diferentes (por ejemplo, mas
altas), en algunos casos, que el elegir como diana tejido del SNC por inyeccion intratecal o intracerebral. En algunos
casos, se administran multiples dosis de un rAAV. Una cantidad eficaz puede también depender del rAAV usado. Por
ejemplo, dosificaciones para elegir como diana un tejido del SNC pueden depender del serotipo (por ejemplo, la
proteina de la capside) del rAAV. Por ejemplo, el rAAV puede tener una proteina de la capside de un serotipo de
AAYV seleccionado del grupo que consiste en: AAV1, AAV2, AAV5, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAVS, AAV9Y, rh.10, rh.39,
rh.43 y CSp3. En ciertos casos, la cantidad eficaz de rAAV es 1010, 1011, 1012, 10" o0 10™ copias de genoma por kg.
En ciertos casos, la cantidad eficaz de rAAV es 1010, 1011, 1012, 1013, 10 010" copias de genoma por sujeto.

Un método de administracion de un transgén a tejido del SNC en un sujeto puede comprender administrar un rAAV
por una via unica o por multiples vias. Por ejemplo, el administrar un transgén a tejido del SNC en un sujeto puede
comprender administrar al sujeto, por administracion intravenosa, una cantidad eficaz de un rAAV que cruza la
barrera hematoencefalica. El administrar un transgén a tejido del SNC en un sujeto puede comprender administrar al
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sujeto una cantidad eficaz de un rAAV por administracion intratecal o administracion intracerebral, por ejemplo, por
inyeccion intraventricular. Un método de administracién de un transgén a tejido del SNC en un sujeto puede
comprender co-administrar una cantidad eficaz de un rAAV por dos vias de administracion diferentes, por ejemplo,
por administracion intratecal y por administracion intracerebral. La co-administracion puede realizarse a
aproximadamente el mismo momento, 0 momentos diferentes.

El tejido del SNC que es elegido como diana puede seleccionarse de, por ejemplo, corteza, hipocampo, talamo,
hipotalamo, cerebelo, tronco encefalico, médula espinal cervical, médula espinal toracica y médula espinal lumbar.
La via de administracion para elegir como diana tejido del SNC normalmente depende del serotipo de AAV. Por
ejemplo, en ciertos casos donde el serotipo de AAV esta seleccionado de AAV1, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAVS,
AAV9, rh.10, rh.39, rh.43 y CSp3, la via de administracion puede ser inyeccion intravascular. En algunos casos, por
ejemplo, donde el serotipo de AAV esta seleccionado de AAV1, AAV2, AAV5, AAV6, AAV6.2, AAV7, AAVS, AAV9,
rh.10, rh.39, rh.43 y CSp3, la via de administracion puede ser inyeccion intratecal y/o intracerebral.

Administracion intravascular

Como se usa en el presente documento, el término "administracién intravascular" se refiere a la administracion de un
agente, por ejemplo, una composicion que comprende un rAAV, en la vasculatura de un sujeto, que incluye los
aparatos circulatorios venoso y arterial del sujeto. Normalmente, los rAAVs que cruzan la barrera hematoencefalica
pueden administrarse por administracion intravascular para elegir como diana tejido del SNC. En algunos casos, la
administracion intravascular (por ejemplo, intravenosa) facilita el uso de volimenes mas grandes que otras formas
de administracion épor ejemplo, intratecal, intracerebral). Asi, pueden administrarse grandes dosis de rAAVs (por
ejemplo, hasta 10" GC/sujeto) de una vez por administracion intravascular (por ejemplo, intravenosa). Los métodos
de administracion intravascular son muy conocidos en la técnica e incluyen por ejemplo, uso de una aguja
hipodérmica, canula periférica, linea venosa central, etc.

Administracion intratecal y/o intracerebral

Como se usa en el presente documento, el término "administracién intratecal" se refiere a la administracion de un
agente, por ejemplo, una composicion que comprende un rAAV, en el canal espinal. Por ejemplo, la administracion
intratecal puede comprender la inyeccion en la regidon cervical del canal espinal, en la region toracica del canal
espinal, o en la region lumbar del canal espinal. Normalmente, la administracion intratecal se realiza inyectando un
agente, por ejemplo, una composicion que comprende un rAAV, en la cavidad subaracnoideo (espacio
subaracnoideo) del canal espinal, que es la region entre la membrana aracnoidea y piamadre del canal espinal. El
espacio subaracnoideo es ocupado por tejido esponjoso que consiste en trabéculas (filamentos delicados de tejido
conjuntivo que se extienden desde la materia aracnoidea y se juntan en la piamadre) y canales de intercomunicacion
en los que estda contenido el liquido cefalorraquideo. En algunos casos, la administracion intratecal no es
administracion en la vasculatura espinal.

Como se usa en el presente documento, el término "administracion intracerebral” se refiere a la administracion de un
agente en y/o alrededor del cerebro. La administracion intracerebral incluye, pero no se limita a, administraciéon de un
agente en el cerebro, bulbo raquideo, protuberancia, cerebelo, cavidad intracraneal y meninges que rodea el
cerebro. La administracion intracerebral puede incluir administraciéon en la duramadre, materia aracnoidea y
piamadre del cerebro. La administracion intracerebral puede incluir, en algunos casos, administracion de un agente
en el liquido cefalorraquideo (LCR) del espacio subaracnoideo que rodea el cerebro. La administracion intracerebral
puede incluir, en algunos casos, la administraciéon de un agente en los ventriculos del cerebro, por ejemplo, el
ventriculo lateral derecho, el ventriculo lateral izquierdo, el tercer ventriculo, el cuarto ventriculo. En algunos casos,
la administracion intracerebral no es administracion en la vasculatura del cerebro.

La administracion intracerebral puede implicar la inyeccion directa en y/o alrededor del cerebro. En algunos casos, la
administracion intracerebral implica inyeccién usando procedimientos estereotaxicos. Los procedimientos
estereotaxicos son muy conocidos en la materia y normalmente implican el uso de un ordenador y un dispositivo de
barrido tridimensional que se usan juntos para guiar la inyecciéon a una region intracerebral particular, por ejemplo,
una region ventricular. También puede usarse bombas de micro-inyeccion (por ejemplo, de World Precision
Instruments). En algunos casos, se usa una bomba de microinyeccion para administrar una composicion que
comprende un rAAV. En algunos casos, la velocidad de infusion de la composicion esta en un intervalo de 1 pl /
minuto a 100 pl / minuto. Como sera apreciado por el experto, las velocidades de infusion dependeran de una
variedad de factores, que incluyen, por ejemplo, especie de sujeto, edad del sujeto, peso/tamario del sujeto, serotipo
del AAV, dosificacion requerida, region intracerebral elegida como diana, etc. Asi, un experto puede considerar otras
velocidades de infusién que son apropiados en ciertas circunstancias.

Métodos y composiciones para tratar trastornos relacionados con el SNC

En el presente documento también se desvelan métodos y composiciones para tratar trastornos relacionados con el
SNC en el presente documento. Como se usa en el presente documento, un "trastorno relacionado con el SNC" es
una enfermedad o afeccién del sistema nervioso central. Un trastorno relacionado con el SNC puede afectar a la
médula espinal (por ejemplo, un mielopatia), cerebro (por ejemplo, un encefalopatia) o tejidos que rodean el cerebro
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y la médula espinal. Un trastorno relacionado con el SNC puede ser de un origen genético, tanto heredado como
adquirido mediante una mutacién somatica. Un trastorno relacionado con el SNC puede ser una afeccién o trastorno
psicoldgico, por ejemplo, trastorno por déficit de atencion con hiperactividad, trastorno del espectro autista, trastorno
del estado de animo, esquizofrenia, depresion, sindrome de Rett, etc. Un trastorno relacionado con el SNC puede
ser un trastorno autoinmunitario. Un trastorno relacionado con el SNC también puede ser un cancer del SNC, por
ejemplo, cancer cerebral. Un trastorno relacionado con el SNC que es un cancer puede ser un cancer primario del
SNC, por ejemplo, un astrocitoma, glioblastomas, etc., o puede ser un cancer que ha metastatizado a tejido del SNC,
por ejemplo, un cancer de pulmén que ha metastatizado al cerebro. Ejemplos no limitantes adicionales de trastornos
relacionados con el SNC incluyen enfermedad de Parkinson, enfermedad de almacenamiento lisosémico, isquemia,
dolor neuropatico, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), esclerosis multiple (EM) y enfermedad de Canavan (CD).

En el presente documento se desvelan métodos de tratamiento de esclerosis lateral amiotrofica (ELA) en un sujeto
en necesidad del mismo en el presente documento. Un sujeto en necesidad de un tratamiento para ELA es un sujeto
que tiene o que se sospecha que tiene ELA. En algunos casos, la ELA se ha asociado a una mutacion en el gen que
codifica la superdxido dismutasa (SOD1). Niveles elevados de SOD1 parecen asociarse a ELA en algunos casos. Se
ha mostrado que la expresion transgénica de ARNhp contra SOD1 pueden inactivar la expresion de SOD1 mutante,
retrasar la aparicion de enfermedad y prolongar la supervivencia (Xia et al. 2006, Neurobiol Dis 23: 578). También se
ha encontrado que la infusion intratecal de ARNip contra SOD1 en el momento de aparicion de la enfermedad
inactiva la expresion de SOD1 mutante y prolonga la supervivencia (Wang et al. 2008, JBC 283: 15845). Ademas, la
inyeccion en el nervio de adenovirus que expresa ARNhp contra SOD1 en el momento de aparicion de la
enfermedad puede inactivar la expresion de SOD1 mutante y prolongar la supervivencia (Wu et al. 2009, Antiox
Redox Sig 11: 1523).

Aspectos de la divulgacion en el presente documento se basan en el descubrimiento de que terapias basadas en
AAYV logran, con baja toxicidad, inhibicion a largo plazo de la expresion de SOD1 que es amplia en todo el tejido del
SNC del sujeto. Métodos de tratamiento de ELA que se han desvelado en el presente documento normalmente
implican administrar a tejido del SNC de un sujeto una cantidad eficaz de un rAAV que alberga un acido nucleico que
comprende un promotor operativamente unido con una region que codifica un ARN inhibidor que se une
especificamente a ARNm de SOD1 (por ejemplo, que se hibrida especificamente con un acido nucleico que tiene
una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 17 o 19) e inhibe la expresion de SOD1 en el sujeto. Se ha
descubierto que rAAVs que tienen una proteina de la capside que comprende una secuencia como se expone en
SEQ ID NO: 9 logran una amplia distribucion en todo el SNC tras la inyeccion intratecal y/o inyeccién intracerebral, y
asi, son particularmente Utiles para tratar ELA. Este resultado es sorprendente en vista de ciertos otros rAAVs que
infectan células solo dentro de la proximidad inmediata del sitio de inyeccion, o logran solo una distribucion limitada,
tras la inyeccion intratecal. Asi, los rAAVs que logran la amplia distribucion en todo el SNC son particularmente Utiles
como vectores de transferencia génica para tratar ELA.

En algunos casos, se ha descubierto que la co-administracion por inyeccion intratecal e inyeccion intracerebral, por
ejemplo, inyeccion intraventricular, de rAAVs que tienen una proteina de la capside que comprende una secuencia
como se expone en SEQ ID NO: 9 y un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una
region que codifica un ARN inhibidor que se une especificamente a ARNm de SOD1 e inhibe la expresion de SOD1,
logra inhibicion a largo plazo de SOD1 y mejora el resultado (por ejemplo, esperanza de vida) en un modelo animal
de ELA (véase, por ejemplo, la Figura 6A). En algunos casos, el ARN inhibidor es un ARN antisentido, un ARNhp o
un miARN. EI ARN inhibidor puede tener una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 26. El ARN inhibidor puede
tener una secuencia como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 22 a 30. Asi, en algunos casos, se desvela
en el presente documento un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con un acido
nucleico que tiene una secuencia como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 22 a 30. En algunos casos, se
desvela en el presente documento un AAV recombinante que alberga un acido nucleico que comprende una
secuencia como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 22 a 30. El AAV recombinante puede tener una
proteina de la capside que comprende una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 9. El AAV recombinante
puede tener una proteina de la capside que comprende una secuencia como se expone en una cualquiera de SEQ
ID NO: 1a12.

En el presente documento se desvelan métodos de tratamiento de la enfermedad de Canavan (CD) en un sujeto en
necesidad del mismo. Un sujeto en necesidad de un tratamiento para CD es un sujeto que tiene o que se sospecha
que tiene CD. La enfermedad de Canavan se produce por un gen ASPA defectuoso que es responsable de la
produccién de la enzima aspartoacilasa. Esta enzima normalmente rompe la molécula del cerebro concentrada N-
acetil aspartato. La disminucion de la actividad de la aspartoacilasa en sujetos con CD previene la rotura normal del
N-acetil aspartato, y parece que la ausencia de una rotura interfiere con el crecimiento de la vaina de mielina de las
fibras nerviosas en el cerebro. Sintomas de la enfermedad de Canavan, que pueden aparecer en la infancia
temprana y progresan rapidamente, pueden incluir retraso mental, pérdida de habilidades motoras previamente
adquiridas, dificultades en la alimentacion, tono muscular anormal (es decir, hipotonia o rigidez), mal control de la
cabeza y megalocefalia (cabeza anormalmente agrandada). También pueden producirse paralisis, ceguera o
convulsiones. La divulgacion en el presente documento puede mejorar uno o mas sintomas de CD en un sujeto
administrando al sujeto un AAV recombinante que alberga un acido nucleico que expresa aspartoacilasa (ASPA).
Por ejemplo, un método de tratamiento de la enfermedad de Canavan en un sujeto en necesidad del mismo puede
comprender administrar una cantidad eficaz de un rAAV a tejido del SNC del sujeto por administracion intravascular,
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en el que el rAAV comprende un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una region
que codifica ASPA (por ejemplo, una regién que tiene una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 14 0 16). Un
método de tratamiento de la enfermedad de Canavan en un sujeto en necesidad del mismo puede comprender
administrar una cantidad eficaz de un rAAV a tejido del SNC del sujeto por administracion intratecal, en el que el
rAAV comprende un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una regién que codifica
ASPA. En algunos casos, los métodos de tratamiento de CD implican administrar, a tejido del SNC del sujeto, una
cantidad eficaz de un rAAV que comprende una proteina de la capside distinta de una proteina de la capside de AAV
serotipo 2 (por ejemplo, distinta de una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en SEQ
ID NO: 2) y un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una region que codifica ASPA.
En otro ejemplo, un método de tratamiento de la enfermedad de Canavan en un sujeto en necesidad del mismo
comprende administrar una cantidad eficaz de un rAAV a tejido del SNC del sujeto por una via distinta de
administracion intracerebral, en el que el rAAV comprende un acido nucleico que comprende un promotor
operativamente unido con una region que codifica ASPA. En algunos casos, la ASPA expresada en tejido del SNC
tras la administracion del rAAV produce una disminucion en la actividad de aspartoacilasa y rotura de N-acetil
aspartato en el tejido del SNC. Asi, en algunos casos, en el presente documento se desvela un vector de AAV
recombinante que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia como se expone en SEQ ID NO: 14 o
16. En algunos casos, en el presente documento se desvela un AAV recombinante que alberga un acido nucleico
que comprende un promotor operativamente unido con una region que tiene una secuencia como se expone en SEQ
ID NO: 14 o 16. En algunos casos, en el presente documento se desvela un AAV recombinante que alberga un acido
nucleico que comprende un promotor operativamente unido con una region que codifica una proteina que tiene una
secuencia como se expone en SEQ ID NO: 13 o 15. El AAV recombinante puede tener una proteina de la capside
que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en una cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 12. El AAV
recombinante puede tener una proteina de la capside que comprende una secuencia como se expone en una
cualquierade SEQ ID NO: 1y 3 a 12.

AAVs recombinantes

Se desvelan AAVs aislados. Como se usa en el presente documento con respecto a los AAVs, el término "aislado”
se refiere a un AAV que ha sido aislado de su entorno natural (por ejemplo, de una célula huésped, tejido, o sujeto) o
producido artificialmente. Los AAVs aislados pueden producirse usando métodos recombinantes. Tales AAVs se
denominan en el presente documento "AAVs recombinantes". Los AAVs recombinantes (rAAVs) tienen
preferentemente capacidades de direccionamiento especifico de tejido, de forma que un transgén del rAAV se
administrara especificamente a uno o mas tejido(s) predeterminados). La capside del AAV es un elemento
importante en la determinacion de estas estos capacidades de direccionamiento especifico de tejido. Asi, puede
seleccionarse un rAAV que tiene una capside apropiada para el tejido que se elige como diana. En algunos casos, €l
rAAV comprende una proteina de la capside que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en una
cualquiera de SEQ ID NOs 1 a 12, o una proteina que tiene homologia sustancial con las mismas.

Son muy conocidos en la técnica métodos de obtencion de AAVs recombinantes que tienen una proteina de la
capside deseada (véase, por ejemplo, el documento US 2003/0138772). Proteinas de la capside de AAVs que
pueden usarse en los rAAVs desvelados en el presente documento incluyen, por ejemplo, las desveladas en G. Gao,
et al., J. Virol, 78(12):6381-6388 (Junio de 2004); G. Gao, et al, Proc Natl Acad Sci USA, 100(10):6081-6086 (13 de
mayo de 2003); documentos US 2003-0138772, US 2007/0036760, US 2009/0197338, y solicitud provisional de
EE.UU. nimero de serie 61/182.084, presentada el 28 de mayo de 2009. Normalmente, los métodos implican
cultivar una célula huésped que contiene una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina de la capside
de AAV (por ejemplo, un acido nucleico que codifica una proteina que tiene una secuencia como se expone en una
cualquiera de SEQ ID NOs 1-12) o fragmento de la misma; un gen rep funcional; un vector de AAV recombinante
compuesto de repeticiones terminales invertidas (ITRs) de AAV y un transgén; y funciones auxiliares suficientes para
permitir la encapsidacion del vector de AAV recombinante en las proteinas de la capside de AAV.

Los componentes que van a cultivarse en la célula huésped para encapsidar un vector de rAAV en una capside de
AAV pueden ser desvelados en el presente documento para la célula huésped en trans. Alternativamente, uno
cualquiera o mas de los componentes requeridos (por ejemplo, vector de AAV recombinante, secuencias de rep,
secuencias de cap y/o funciones auxiliares) pueden ser desvelados en el presente documento por una célula
huésped estable que ha sido manipulada para contener uno o mas de los componentes requeridos usando métodos
conocidos para aquellos expertos en la materia. Lo mas adecuadamente, una célula huésped estable tal contendra
el (los) componente(s) requerido(s) bajo el control de un promotor inducible. Sin embargo, el (los) componente(s)
requerido(s) puede(n) estar bajo el control de un promotor constitutivo. Ejemplos de promotores inducibles y
constitutivos adecuados se desvelan en el presente documento, en la discusién de elementos reguladores
adecuados para su uso con el transgén. En otra alternativa adicional, una célula huésped estable seleccionada
puede contener componente(s) seleccionado(s) bajo el control de un promotor constitutivo y otros componente(s)
seleccionado(s) bajo el control de uno o mas promotores inducibles. Por ejemplo, puede generarse una célula
huésped estable que se deriva de células 293 (que contienen E1 las funciones auxiliares bajo el control de un
promotor constitutivo), pero que contienen las proteinas rep y/o cap bajo el control de promotores inducibles. Pueden
generarse todavia otras células huésped estables por un experto en la materia.
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El vector de AAV recombinante, secuencias de rep, secuencias de cap, y funciones auxiliares requeridas para
producir los rAAVs, pueden administrarse a la célula huésped de encapsidacion usando cualquier elemento genético
apropiado (vector). El elemento genético seleccionado puede administrarse por cualquier método adecuado, que
incluye aquellos descritos en el presente documento. Los métodos usados en el presente documento son conocidos
para aquellos expertos en la manipulacion de acidos nucleicos e incluyen ingenieria genética, ingenieria
recombinante y técnicas sintéticas. Véase, por ejemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Similarmente, los métodos de generacion de viriones de rAAV
son muy conocidos y la seleccion de un método adecuado no es una limitacion en los presentes métodos. Véase,
por ejemplo, K. Fisher et al, J. Virol., 70:520-532 (1993) y la patente de EE.UU. N.° 5.478.745.

En algunos casos, los AAVs recombinantes pueden producirse usando el método de transfeccion triple (por ejemplo,
como se describen en detalle en la patente de EE.UU. N.° 6.001.650). Normalmente, los AAVs recombinantes se
producen transfectando una célula huésped con un vector de AAV recombinante (que comprende un transgén) para
encapsidarse en particulas de AAV, un vector de funcién auxiliar del AAV y un vector de funcién accesoria. Un vector
de funcion auxiliar del AAV codifica las secuencias de "funcion auxiliar de AAV" (es decir, rep y cap), que funcionan
en trans para la replicacion y encapsidacion de AAV productiva. Preferentemente, el vector de funcion auxiliar del
AAYV soporta la eficiente produccion de vectores de AAV sin generar ningun virién de AAV no mutante detectable (es
decir, viriones de AAV que contienen genes rep y cap funcionales). Ejemplos no limitantes de vectores adecuados
para su uso en el presente documento incluyen pHLP19, descrito en la patente de EE.UU. N.° 6.001.650, y el vector
pRep6capb, descrito en la patente de EE.UU. N.° 6.156.303, la totalidad de ambos se incorpora por referencia en el
presente documento. El vector de funcion accesoria codifica secuencias de nucledtidos para funciones virales y/o
celulares no derivadas de AAV, tras lo cual AAV es dependiente para la replicacién (es decir, "funciones
accesorias"). Las funciones accesorias incluyen aquellas funciones requeridas para la replicacion de AAV, que
incluyen, sin limitacién, aquellos restos que participan en la activacion de la transcripcion génica de AAV, corte y
empalme de ARNm de AAV especifico de la etapa, replicacién de ADN de AAV, sintesis de productos de expresion
de cap, y ensamblaje de capsides de AAV. Las funciones accesorias basadas en virus pueden derivarse de
cualquiera de los virus auxiliares conocidos tales como adenovirus, virus del herpes (distinto de virus del herpes
simple tipo-1) y virus de la variolovacuna.

También se desvelan células huésped transfectadas. El término "transfeccion" se usa para referirse a la captacion
de ADN foraneo por una célula, y una célula ha sido "transfectada" cuando el ADN exdgeno se ha introducido dentro
de la membrana celular. Generalmente se conocen en la técnica varias técnicas de transfeccion. Véase, por
ejemplo, Graham et al. (1973) Virology, 52:456, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold
Spring Harbor Laboratories, New York, Davis et al. (1986) Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier, y Chu et al.
(1981) Gene 13:197. Tales técnicas pueden usarse para introducir uno o mas acidos nucleicos exogenos, tales
como un vector de integracion de nucleétido y otras moléculas de acidos nucleicos, en células huésped adecuadas.

Una "célula huésped" se refiere a cualquier célula que alberge, o sea capaz de albergar, una sustancia de interés.
Frecuentemente, una célula huésped es una célula de mamifero. Una célula huésped puede usarse como receptor
de una construccion de auxiliar de AAV, un plasmido de minigen de AAV, un vector de funcién accesoria, u otro ADN
de transferencia asociado a la produccién de AAVs recombinantes. El término incluye la progenie de la célula
original que se ha transfectado. Asi, una "célula huésped", como se usa en el presente documento, puede referirse a
una célula que se ha transfectado con una secuencia de ADN exdgeno. Se entiende que la progenie de una Unica
célula parental puede no ser necesariamente completamente idéntica en morfologia o en complemento de ADN
gendmico o total a la parental original, debido a mutacion natural, accidental o deliberada.

También se desvelan células aisladas. Como se usa en el presente documento con respecto a la célula, el término
"aislada" se refiere a una célula que ha sido aislada de su entorno natural (por ejemplo, de un tejido o sujeto). Como
se usa en el presente documento, el término "linea celular" se refiere a una poblacién de células capaces de
crecimiento y divisién continuos o prolongados in vitro. Frecuentemente, las lineas celulares son poblaciones
clénicas derivadas de una unica célula progenitora. Se conoce ademas en la técnica que pueden producirse cambios
espontaneos o inducidos en el cariotipo durante el almacenamiento o la transferencia de tales poblaciones clénicas.
Por tanto, las células derivadas de la linea celular citada pueden no ser precisamente idénticas a las células o
cultivos ancestrales, y la linea celular citada incluye tales variantes. Como se usa en el presente documento, €l
término "célula recombinante” se refiere a una célula en la que se ha introducido un segmento de ADN exdgeno, tal
como segmento de ADN que conduce a la transcripcion de un polipéptido bioldgicamente activo o la produccion de
un acido nucleico biolégicamente activo tal como un ARN.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" incluye cualquier elemento genético, tal como un
plasmido, fago, transposén, cdésmido, cromosoma, cromosoma artificial, virus, virion, etc., que sea capaz de
replicacion cuando se asocia a los elementos de control apropiados y que pueda transferir secuencias de genes
entre células. Asi, el término incluye vehiculos de clonacion y de expresion, ademas de vectores virales. En algunos
casos, se contemplan que son vectores Utiles aquellos vectores en los que el segmento de acido nucleico que va a
transcribirse esta situado bajo el control transcripcional de un promotor. Un "promotor” se refiere a una secuencia de
ADN reconocida por la maquinaria sintética de la célula, o maquinaria sintética introducida, requerida para iniciar la
transcripcion especifica de un gen. Las expresiones "operativamente situado”, "bajo el control" o "bajo el control
transcripcional" significan que el promotor esta en la localizaciéon y orientacion correctas en relacion con el acido
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nucleico para controlar el inicio de la ARN polimerasa y la expresion del gen. El término "vector o construccion de
expresion” significa cualquier tipo de construccion genética que contiene un acido nucleico en la que parte o toda la
secuencia codificante del acido nucleico es capaz de ser transcrita. En algunos casos, la expresion incluye la
transcripcion del acido nucleico, por ejemplo, para generar un producto de polipéptido biolégicamente activo o
inhibidor de ARN (por ejemplo, ARNhp, miARN) a partir de un gen transcrito.

Los anteriores métodos para encapsidar vectores recombinantes en capsides de AAV deseadas para producir los
rAAVs no pretenden ser limitantes y otros métodos adecuados seran evidentes para el experto.

Vectores de AAV recombinante

Los "vectores de AAV recombinante (rAAV)" normalmente estan compuestos de, como minimo, un transgén y sus
secuencias reguladoras, y repeticiones terminales invertidas (ITRs) de AAV en 5' y 3. Es este vector de AAV
recombinante el que estd encapsidado en una proteina de la capside y se administra a una célula diana
seleccionada. En algunos casos, el transgén es una secuencia de acidos nucleicos, heterdloga a las secuencias del
vector, que codifica un polipéptido, proteina, molécula de ARN funcional (por ejemplo, miARN, inhibidor de miARN) u
otro producto génico de interés. La secuencia codificante de acidos nucleicos esta operativamente unida a
componentes reguladores de un modo que permite la transcripcion, traduccion y/o expresion transgénica en una
célula de un tejido diana.

Las secuencias de AAV del vector normalmente comprenden las secuencias de la repeticion terminal invertida de 5'
y 3' de accion en trans (véase, por ejemplo, B. J. Carter, en "Handbook of Parvoviruses", ed., P. Tijsser, CRC Press,
pp- 155 168 (1990)). Las secuencias de ITR tienen aproximadamente 145 pb de longitud. Preferentemente, se usan
sustancialmente las secuencias enteras que codifican las ITRs en la molécula, aunque es permisible algun grado de
modificacion menor de estas secuencias. La capacidad para modificar estas secuencias de ITR esta dentro de la
experiencia de la materia (véanse, por ejemplo, textos tales como Sambrook et al, "Molecular Cloning. A Laboratory
Manual", 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1989); y K. Fisher et al., J Virol., 70:520 532 (1996)). Un
ejemplo de una molécula tal empleada en el presente documento es un plasmido "de accién en cis" que contiene el
transgén, en el que la secuencia transgénica seleccionada y elementos reguladores asociados estan flanqueados
por las secuencias de ITR de 5'y 3' de AAV. Las secuencias de ITR de AAV pueden obtenerse de cualquier AAV
conocido, que incluyen los tipos de AAV de mamifero actualmente identificados.

Ademas de los principales elementos identificados anteriormente para el vector de AAV recombinante, el vector
también incluye elementos de control convencionales que estan operativamente unidos al transgén de un modo que
permita su transcripcion, traduccion y/o expresion en una célula transfectada con el vector plasmidico o infectada
con el virus producido en el presente documento. Como se usa en el presente documento, secuencias
"operativamente unidas" incluyen tanto secuencias de control de la expresion que son contiguas al gen de interés
como secuencias de control de la expresion que actuan en trans o a una distancia para controlar el gen de interés.
Las secuencias de control de la expresion incluyen secuencias apropiadas de iniciacion, terminacion, promotoras y
potenciadoras de la transcripcion; sefiales de procesamiento de ARN eficaces tales como sefiales de corte y
empalme y de poliadenilacion (poliA); secuencias que estabilizan ARNm citoplasmico; secuencias que potencian la
eficiencia de traduccion (es decir, secuencia consenso de Kozak); secuencias que potencian la estabilidad de
proteinas; y cuando se desee, secuencias que potencian la secrecion del producto codificado. Se conocen en la
técnica un gran numero de secuencias de control de la expresiéon, que incluyen promotores que son nativos,
constitutivos, inducibles y/o especificos de tejido, y pueden utilizarse.

Como se usa en el presente documento, se dice que una secuencia de acidos nucleicos (por ejemplo, secuencia
codificante) y secuencias reguladoras estan operativamente unidas cuando estan covalentemente unidas de tal
forma que pongan la expresion o transcripcion de la secuencia de acidos nucleicos bajo la influencia o el control de
las secuencias reguladoras. Si se desea que las secuencias de acidos nucleicos se traduzcan en una proteina
funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan operativamente unidas si la induccién de un promotor en las
secuencias reguladoras de 5' produce la transcripcion de la secuencia codificante y si la naturaleza del enlace entre
las dos secuencias de ADN no (1) produce la introduccion de una mutaciéon por desplazamiento del marco, (2)
interfiere con la capacidad de la regidon promotora para dirigir la transcripciéon de las secuencias codificantes, o (3)
interfiere con la capacidad del transcrito de ARN correspondiente que va a traducirse en una proteina. Asi, una
region promotora se uniria operativamente a una secuencia de acidos nucleicos si la regién promotora fuera capaz
de efectuar la transcripcién de esa secuencia de ADN de forma que el transcrito resultante pudiera traducirse en la
proteina deseada o polipéptido. Similarmente, dos 0 mas regiones codificantes estan operativamente unidas cuando
estan unidas de tal forma que su transcripcién de un promotor comun produzca la expresion de dos o0 mas proteinas
que han sido traducidas en marco. En algunos casos, las secuencias codificantes operativamente unidas dan una
proteina de fusion. En algunos casos, las secuencias codificantes operativamente unidas dan un ARN funcional (por
ejemplo, ARNhp, miARN).

Para proteinas que codifican acidos nucleicos, una secuencia de poliadenilaciéon generalmente se inserta tras las
secuencias transgénicas y antes de la secuencia de ITR de 3' de AAV. Una construccion de rAAV Uutil en el presente
documento también puede contener un intron, deseablemente localizado entre la secuencia promotora/potenciadora
y el transgén. Una posible secuencia de intron se deriva del SV-40, y se denomina la secuencia de intrén T de SV-
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40. Otro elemento de vector que puede usarse es un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). Se usa una
secuencia de IRES para producir mas de un polipéptido a partir de un Unico transcrito de genes. Se usaria una
secuencia de IRES para producir una proteina que contiene mas de una cadena de polipéptidos. La seleccién de
estos y otros elementos de vector comunes son convencionales y muchas de tales secuencias estan disponibles
[véase, por ejemplo, Sambrook et al., y referencias citadas en su interior en, por ejemplo, paginas 3.18 3.26 y 16.17
16.27 y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 1989]. En algunos
casos, se incluye una secuencia del virus 2A de la enfermedad de pies y boca en la poliproteina; éste es un péptido
pequefio (aproximadamente 18 aminoacidos de longitud) que se ha mostrado que media en la escision de
poliproteinas (Ryan, M D et al., EMBO, 1994; 4: 928-933; Mattion, N M et al., J Virology, Noviembre de 1996; p.
8124-8127; Furler, S et al., Gene Therapy, 2001; 8: 864-873; y Halpin, C et al., The Plant Journal, 1999; 4: 453-459).
La actividad de escision de la secuencia de 2A se ha demostrado en sistemas artificiales que incluyen plasmidos y
vectores de terapia génica (AAV vy retrovirus) (Ryan, M D et al., EMBO, 1994; 4: 928-933; Mattion, N M et al., J
Virology, Noviembre de 1996; p. 8124-8127; Furler, S et al., Gene Therapy, 2001; 8: 864-873; y Halpin, C et al., The
Plant Journal, 1999; 4: 453-459; de Felipe, P et al., Gene Therapy, 1999; 6: 198-208; de Felipe, P et al., Human
Gene Therapy, 2000; 11: 1921-1931; y Klump, H et al., Gene Therapy, 2001; 8: 811-817).

La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras necesarias para la expresion génica en células huésped puede
variar entre especies, tejidos o tipos de células, pero debe en general incluir, segin sea necesario, secuencias no
transcritas de 5' y no traducidas de 5' implicadas con el inicio de la transcripcién y la traduccion, respectivamente,
tales como una caja TATA, secuencia de terminacion, secuencia CAAT, elementos potenciadores, y similares.
Especialmente, tales secuencias no transcritas de 5' incluiran una region promotora que incluye una secuencia
promotora para el control transcripcional del gen operativamente unido. Secuencias reguladoras también pueden
incluir secuencias potenciadoras o secuencias de activador en la direccion 5' segun se desee. Los vectores en el
presente documento pueden incluir opcionalmente secuencias conductoras de 5' o sefial. La eleccion y el disefio de
un vector apropiado estan dentro de la capacidad y discrecidon de un experto habitual en la materia.

Ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitacion, el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV)
retroviral (opcionalmente con el potenciador de RSV), el promotor del citomegalovirus (CMV) (opcionalmente con el
potenciador del CMV) [véase, por ejemplo, Boshart et al, Cell, 41:521-530 (1985)], el promotor del SV40, el promotor
de la dihidrofolato reductasa, el promotor de B-actina, el promotor de fosfoglicerol cinasa (PGK) y el promotor de
EF1a [Invitrogen].

Los promotores inducibles permiten la regulacion de la expresion génica y pueden regularse por compuestos
exoégenamente suministrados, factores ambientales tales como temperatura, o la presencia de un estado fisiolégico
especifico, por ejemplo, fase aguda, un estado de diferenciacion particular de la célula, o en células en replicacion
solo. Los promotores inducibles y sistemas inducibles estan disponibles de una variedad de fuentes comerciales,
que incluyen, sin limitacion, Invitrogen, Clontech y Ariad. Se han descrito muchos otros sistemas y pueden ser
facilmente seleccionados por un experto en la materia. Ejemplos de promotores inducibles regulados por promotores
exoégenamente suministrados incluyen el promotor de la metalotioneina (MT) de oveja inducible por cinc, el promotor
del virus del tumor mamario de raton (MMTV) inducible por dexametasona (Dex), el sistema del promotor de T7
polimerasa (documento WO 98/10088); el promotor de insecto de ecdisona (No et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
93:3346-3351 (1996)), el sistema represible 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 RU486 (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 (Magari et al, J. Clin.
Invest., 100:2865-2872 (1997)). Todavia otros tipos 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 diferenciacion particular de la célula, o en células en replicacién solo.

En otra realizacion, se usara el promotor nativo, o fragmento del mismo, para el transgén. El promotor nativo puede
preferirse cuando se desee que la expresion del transgén deba imitar la expresion nativa. El promotor nativo puede
usarse cuando la expresion del transgén deba regularse temporalmente o por el desarrollo, o de una manera
especifica de tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales especificos. En otra realizacion, también pueden
usarse otros elementos de control de la expresidon nativos, tales como elementos potenciadores, sitios de
poliadenilacién o secuencias consenso de Kozak para imitar la expresién nativa.

En algunos casos, las secuencias reguladoras confieren capacidades de expresion génica especifica de tejido. En
algunos casos, las secuencias reguladoras especificas de tejido se unen a factores de transcripcion especificos de
tejido que inducen la transcripcion en una manera especifica de tejido. Tales secuencias reguladoras especificas de
tejido (por ejemplo, promotores, potenciadores, etc..) son muy conocidas en la técnica. Secuencias reguladoras
especificas de tejido a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, los siguientes promotores especificos de
tejido: neuronales tal como el promotor de enolasa especifica de neurona (NSE) (Andersen et al., Cell. Mol.
Neurobiol., 13:503-15 (1993)), promotor del gen de la cadena ligera del neurofilamento (Piccioli et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 88:5611-5 (1991)) y el promotor del gen vgf especifico de neuronas (Piccioli et al., Neuron, 15:373-
84 (1995)). En algunos casos, el promotor especifico de tejido es un promotor de un gen seleccionado de: nucleos
neuronales (NeuN), proteina fibrilar acida de la glia (GFAP), poliposis adenomatosa del colon (APC) y molécula 1
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adaptadora de unién a calcio ionizado 1 (Iba-1). Otros promotores especificos de tejido apropiados seran evidentes
para el experto. En algunos casos, el promotor es un promotor de beta-actina de pollo.

En algunos casos, uno o mas sitios de unidon para uno o mas de los miARN se incorporan en un transgén de un
vector rAAV, para inhibir la expresion del transgén en uno o mas tejidos de un sujeto que albergan los transgenes,
por ejemplo, tejidos no del SNC. El experto apreciara que los sitios de unién pueden seleccionarse para controlar la
expresion de un transgén en una manera especifica de tejido. Por ejemplo, la expresion de un transgén en el higado
puede inhibirse incorporando un sitio de unién para miR-122 de forma que el ARNm expresado del transgén se una
a y se inhiba por miR-122 en el higado. La expresion de un transgén en el corazon puede inhibirse incorporando un
sitio de union para miR-133a o miR-1, de forma que el ARNm expresado del transgén se una a y se inhiba por miR-
133a o miR-1 en el corazoén. Los sitios diana de miARN en el ARNm pueden estar en las 5' UTR, 3' UTR o en la
region codificante. Normalmente, el sitio diana esta en la 3' UTR del ARNm. Ademas, el transgén puede disefiarse
de forma que multiples miARNs regulen el ARNm reconociendo los mismos sitios o multiples sitios. La presencia de
multiples sitios de uniéon de miARN puede producir la accién cooperativa de multiples RISCs y proporcionar inhibicion
altamente eficiente de la expresién. La secuencia del sitio diana puede comprender un total de 5-100, 10-60, o mas
nucledtidos. La secuencia del sitio diana puede comprender al menos 5 nucleétidos de la secuencia de un sitio de
union del gen diana.

Secuencias codificantes de transgén: Genes relacionados con el SNC

La composicion de la secuencia transgénica de un vector de rAAV dependera del uso que se le dé al vector
resultante. Por ejemplo, un tipo de secuencia transgénica incluye una secuencia indicadora, que tras la expresion
produce una sefal detectable. En otro ejemplo, el transgén codifica una proteina terapéutica o ARN funcional
terapéutico. En otro ejemplo, el transgén codifica una proteina o ARN funcional que pretende usarse para fines de
investigacion, por ejemplo, para crear un modelo de animal transgénico somatico que alberge el transgén, por
ejemplo, para estudiar la funcién del producto transgénico. En otro ejemplo, el transgén codifica una proteina o ARN
funcional que pretende usarse para crear un modelo animal de enfermedad. Secuencias codificantes de transgén
apropiadas seran evidentes para el experto.

Se desvelan vectores de rAAV para su uso en métodos de prevencion o tratamiento de uno o mas defectos génicos
(por ejemplo, defectos génicos heredables, alteraciones génicas somaticas) en un mamifero, tales como, por
ejemplo, un defecto génico que produce una deficiencia de polipéptidos o exceso de polipéptidos en un sujeto, y
particularmente para tratar o reducir la gravedad o el grado de deficiencia en un sujeto que manifiesta un trastorno
asociado al SNC unido a una deficiencia en tales polipéptidos en células y tejidos. En algunos casos, los métodos
implican la administracion de un vector de rAAV que codifica uno o mas péptidos terapéuticos, polipéptidos, ARNhp,
microARN, nucleétidos antisentido, etc. en un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el sujeto en una cantidad
y durante un periodo de tiempo suficiente para tratar el trastorno asociado al SNC en el sujeto que tiene o que se
sospecha que tiene un trastorno tal.

Un vector de rAAV puede comprender como transgén un acido nucleico que codifica una proteina o ARN funcional
que modula o trata un trastorno asociado al SNC. Lo siguiente es una lista no limitante de genes asociados a
trastornos asociado al SNC: la proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso
(NGF), factor de crecimiento derivado de la glia (GDNF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor
neurotréfico ciliar (CNTF), tirosina hidroxilasa (TH), GTP-ciclohidrolasa (GTPCH), aspartoacilasa (ASPA), superdxido
dismutasa (SOD1) y aminoacido descarboxilasa (AADC). Por ejemplo, un transgén util en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson codifica TH, que es una enzima limitante de la velocidad en la sintesis de dopamina. Un
transgén que codifica GTPCH, que genera el cofactor de TH tetrahidrobiopterina, también puede usarse en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Un transgén que codifica GDNF o BDNF, o AADC, que facilita la
conversion de L-Dopa en DA, también puede usarse para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Para el
tratamiento de ELA, un transgén util puede codificar: GDNF, BDNF o CNTF. También para el tratamiento de ELA, un
transgén util puede codificar un ARN funcional, por ejemplo, ARNhp, miARN, que inhibe la expresion de SOD1. Para
el tratamiento de isquemia, un transgén util puede codificar NAIP o NGF. Un transgén que codifica beta-
glucuronidasa (GUS) puede ser util para el tratamiento de ciertas enfermedades de almacenamiento lisosémico (por
ejemplo, mucopolisacaridosis tipo VII (MPS VII)). Un transgén que codifica un gen de activacion de profarmaco, por
ejemplo, timidina cinasa del VHS que convierte ganciclovir en un nucledétido téxico que altera la sintesis del ADN y
conduce a muerte celular, puede ser Util para tratar ciertos canceres, por ejemplo, cuando se administra en
combinacién con el profarmaco. Un transgén que codifica un opioide endégeno, tal como una B-endorfina, puede ser
util para tratar dolor. Otros ejemplos de transgenes que pueden usarse en los vectores de rAAV seran evidentes
para el experto (véase, por ejemplo, Costantini LC, et al., Gene Therapy (2000) 7, 93-109).

En algunos casos, puede limitarse la capacidad de clonacion del vector de ARN recombinante y una secuencia
codificante deseada puede implicar la sustitucion completa del genoma de 4,8 kilobases del virus. Genes grandes,
pueden, por tanto, no ser adecuados para su uso en un vector de AAV recombinante estandar, en algunos casos. El
experto apreciara qué opciones estan disponibles en la materia para vencer una capacidad codificante limitada. Por
ejemplo, pueden hibridarse las ITRs de AAV de dos genomas para formar concatémeros de cabeza a cola,
duplicando casi la capacidad del vector. La insercion de sitios de corte y empalme permite la eliminacion de las ITRs
del transcrito. Seran evidentes para el experto otras opciones para vencer una capacidad de clonacién limitada .
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Administracion de AAV recombinantes

Los rAAVS se administran en cantidades suficientes para transfectar las células de un tejido deseado y para
proporcionar niveles suficientes de transferencia génica y expresion sin excesivos efectos adversos. Vias de
administracion convencionales y farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, administracion directa
al tejido seleccionado (por ejemplo, administracion intracerebral, administracion intratecal), intravenosa, oral,
inhalacion (incluyendo administracion intranasal e intratraqueal), intraocular, intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intradérmica, intratumoral, y otras vias de administracion parentales. Las vias de administracién pueden combinarse,
si se desea.

La administracion de ciertos rAAVs a un sujeto puede ser, por ejemplo, por administracién en la circulacion
sanguinea del sujeto. La administracion en la circulacion sanguinea puede ser por inyeccién en una vena, una
arteria, o cualquier otro conducto vascular. Ademas, en ciertos casos, puede ser deseable administrar los rAAVs a
tejido cerebral, meninges, células neuronales, células de la glia, astrocitos, oligodendrocitos, liquido cefalorraquideo
(LCR), espacios intersticiales y similares. En algunos casos, los AAVs recombinantes pueden administrarse
directamente a la médula espinal o al cerebro por inyeccion en la region ventricular, ademas de al estriado (por
ejemplo, el nucleo caudado o putamen del estriado), e interseccion neuromuscular, o l6bulo cerebeloso, con una
aguja, catéter o dispositivo relacionado, usando técnicas neuroquirirgicas conocidas en la técnica, tales como por
inyeccion estereotactica (véase, por ejemplo, Stein et al., J Virol 73:3424-3429, 1999; Davidson et al., PNAS
97:3428-3432, 2000; Davidson et al., Nat. Genet. 3:219-223, 1993; y Alisky y Davidson, Hum. Gene Ther. 11:2315-
2329, 2000). En ciertas circunstancias sera deseable administrar las construcciones terapéuticas basadas en rAAV
en composiciones farmacéuticas adecuadamente formuladas desveladas en el presente documento tanto por via
subcutanea, intrapancreatica, intranasal, parenteral, intravenosa, intramuscular, intracerebral, intratecal,
intracerebral, oral, intraperitoneal, como por inhalaciéon. En algunos casos, pueden usarse las modalidades de
administracion como se describen en las patentes de EE.UU. N.° 5.543.158; 5.641.515 y 5.399.363 para administrar
rAAVs.

Composiciones de AAV recombinantes

Los rAAVs pueden administrarse a un sujeto en composiciones segun cualquier método apropiado conocido en la
técnica. El rAAV, preferentemente suspenso en un vehiculo fisiolégicamente compatible (por ejemplo, en una
composicion), puede administrarse a un sujeto, por ejemplo, un ser humano, ratén, rata, gato, perro, oveja, conejo,
caballo, vaca, cabra, cerdo, cobaya, hamster, pollo, pavo, o un primate no humano (por ejemplo, macaco). Las
composiciones pueden comprender un rAAV solo, o en combinacién con uno o varios de otros virus (por ejemplo, un
segundo rAAV que codifica que tiene uno o mas transgenes diferentes). En algunos casos, las composiciones
comprenden 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, o mas rAAVs diferentes, cada uno de los cuales tiene uno o mas transgenes
diferentes.

Vehiculos adecuados pueden ser facilmente seleccionados por un experto en la materia en vista de la indicacién a la
que se refiere el rAAV. Por ejemplo, un vehiculo adecuado incluye solucién salina, que puede formularse con una
variedad de disoluciones tampon (por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato). Otros vehiculos a modo de
ejemplo incluyen solucién salina estéril, lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina, dextrano, agar, pectina, aceite
de cacahuete, aceite de sésamo y agua. La seleccion del vehiculo no es una limitacion de la presente divulgacion.

Opcionalmente, las composiciones pueden contener, ademas del rAAV vy vehiculo(s), otros componentes
farmacéuticos convencionales, tales como conservantes, o estabilizadores quimicos. Conservantes a modo de
ejemplo adecuados incluyen clorobutanol, sorbato de potasio, acido soérbico, didxido de azufre, galato de propilo, los
parabenos, etilvainillina, glicerina, fenol y paraclorofenol. Estabilizadores quimicos adecuados incluyen gelatina y
albimina.

La dosis de viriones de rAAV requerida para lograr un efecto deseado o "efecto terapéutico”, por ejemplo, las
unidades de dosis en genomas de vector / por kilogramo de peso corporal (vg/kg), variaran basandose en varios
factores que incluyen, pero no se limitan a: la via de administracion de rAAV, el nivel de expresion génica o de ARN
requerida para lograr un efecto terapéutico, la enfermedad o trastorno especifico que esta tratandose, y la
estabilidad del producto génico o de ARN. Un experto en la materia puede determinar facilmente un intervalo de
dosis de viriones de rAAV para tratar un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno particular basandose en los
factores anteriormente mencionados, ademas de otros factores que son muy conocidos en la técnica. Una cantidad
eficaz del rAAV esta generalmente en el intervalo de agroximadamente 10 pl a aproximadamente 100 ml de
disolucién que contiene de aproximadamente 10° a 10° copias de genoma por sujeto. Pueden usarse otros
volumenes de disolucién. El volumen usado normalmente dependera, entre otras cosas, del tamafo del sujeto, la
dosis de rAAV, y la via de administracion. Por ejemplo, para administracién intratecal o intracerebral puede usarse
un volumen en el intervalo de 1 pl a 10 yl o 10 yl a 100 yl. Para administracion intravenosa puede usarse un
volumen en intervalo de 10 ul a 100 ul, 100 1]JI a1 ml, 1 ml a 10 ml, o mas. En algunos casos, es apropiada una
dosificaciéon entre aproximadamente 10" y10 2 copias de genoma de rAAV por sujeto. En ciertos casos, 10" copias
de genoma de rAAV por sujeto son eficaces para elegir como diana tejidos del SNC. En algunos casos, el rAAV se
administra a una dosis de 1010, ‘IO”, 1012, 10 3, 10" 010" copias de genoma por sujeto. En algunos casos, el rAAV
se administra a una dosis de 1010, 1011, 1012, 10"% 010" copias de genoma por kg.
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En algunos casos, las composiciones de rAAV se formulan para reducir la agregacion de particulas de AAV en la
composicion, particularmente donde estan presentes concentraciones de rAAV altas (por ejemplo, ~10" GC/ml o
mas). Métodos de reduccion de la agregacion de rAAVs son muy conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
adicion de tensioactivos, ajuste del pH, ajuste de la concentracion de sales, etc. (véase, por ejemplo, Wright FR, et
al., Molecular Therapy (2005) 12, 171-178)

La formulacion de excipientes farmacéuticamente aceptables y disoluciones de vehiculo es muy conocida para
aquellos expertos en la materia, ya que es el desarrollo de pautas de dosificacion y de tratamiento adecuadas para
usar las composiciones particulares descritas en el presente documento en una variedad de pautas de tratamiento.
Normalmente, estas formulaciones pueden contener al menos aproximadamente el 0,1 % del principio activo o mas,
aunque el porcentaje del (de los) principio(s) activo(s) puede, por supuesto, variarse y puede estar
convenientemente entre aproximadamente el 1 o el 2 % y aproximadamente el 70 % o el 80 % o mas del peso o
volumen de la formulacién total. Naturalmente, la cantidad de principio activo en cada composicion terapéuticamente
util puede prepararse de tal forma que se obtenga una dosificacion adecuada en cualquier dosis unitaria dada del
compuesto. Factores tales como solubilidad, biodisponibilidad, semivida biolégica, via de administracién, estabilidad
en almacén del producto, ademas de otras consideraciones farmacoldgicas, seran contempladas por un experto en
la materia de la preparacion de tales formulaciones farmacéuticas, y como tal, puede ser deseable una variedad de
dosificaciones y pautas de tratamiento.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. También
pueden prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos, y en aceites. Bajo
condiciones de almacenamiento y uso habituales, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el
crecimiento de microorganismos. En muchos casos, la forma es estéril y fluida hasta el punto de que exista facil
inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la
accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y/o aceites vegetales. La fluidez apropiada
puede mantenerse, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafo
de particula requerido en el caso de la dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de los
microorganismos puede provocarse por diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos,
por ejemplo, azucares o cloruro sédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede
provocarse por el uso en las composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Para la administracion de una disolucién acuosa inyectable, por ejemplo, la disolucion puede ser adecuadamente
tamponada, si fuera necesario, y el diluyente liquido convertirse primero en isotdnico con solucion salina suficiente o
glucosa. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, un medio acuoso estéril que puede emplearse sera
conocido para aquellos expertos en la materia. Por ejemplo, puede disolverse una dosificacion en 1 ml de disolucion
isotonica de NaCl y tanto anadirse a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis como inyectarse en el sitio de infusion
propuesto (véase, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Sciences" 152 Edicion, paginas 1035-1038 y 1570-
1580). Necesariamente se producira alguna variacion en la dosificacion, dependiendo de la afeccion del huésped.
Las personas responsables de la administracién determinaran, en cualquier caso, las dosis apropiadas para el
huésped individual.

Se preparan disoluciones inyectables estériles incorporando el rAAV activo en la cantidad requerida en el disolvente
apropiado con diversos de los otros componentes enumerados en el presente documento, segun se requiera,
seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando los diversos principios
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros componentes
requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de
disoluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado a vacio y
liofilizaciéon que dan un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional de una disolucién
previamente esterilizada por filtracién del mismo.

Las composiciones de rAAV desveladas en el presente documento también pueden formularse en una forma neutra
o de sal. Sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos
amino libres de la proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o
fosférico, o acidos organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con
los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de
sodio, potasio, amonio, calcio, o férricos, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina,
procaina y similares. Tras la formulacion, las disoluciones se administraran de un modo compatible con la
formulacién de dosificacion y en cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran
facilmente en una variedad de formas de dosificacion tal como disoluciones inyectables, capsulas de liberacion de
farmaco, y similares.
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Como se usa en el presente documento, "excipiente" incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y que
retrasan las absorcion, tampones, disoluciones de vehiculo, suspensiones, coloides y similares. El uso de tales
medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas es muy conocido en la técnica. También pueden
incorporarse principios activos suplementarios en las composiciones. La expresiéon "farmacéuticamente aceptable”
se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen una alérgica o reaccion no deseada similar
cuando se administran a un huésped.

Pueden usarse vehiculos de administracion tales como liposomas, nanocapsulas, microparticulas, microesferas,
particulas de lipido, vesiculas, y similares, para la introduccién de las composiciones en células huésped adecuadas.
En particular, los fransgenes administrados por el vector de rAAV pueden formularse para la administracion tanto
encapsulada en una particula de lipido, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera, como una nanoparticula o
similares.

Tales formulaciones pueden preferirse para la introduccion de formulaciones farmacéuticamente aceptables de los
acidos nucleicos o las construcciones de rAAV desveladas en el presente documento. La formacion y uso de los
liposomas es generalmente conocida para aquellos expertos en la materia. Recientemente, se desarrollaron
liposomas con estabilidad en suero y semividas en circulacion mejoradas (patente de EE.UU. N.° 5.741.516).
Ademas, se han descrito diversos métodos de liposoma y preparaciones tipo liposoma como posibles vehiculos de
farmaco (patentes de EE.UU. N.° 5.567.434; 5.552.157; 5.565.213; 5.738.868 y 5.795.587).

Se han usado satisfactoriamente liposomas con varios tipos de células que normalmente son resistentes a la
transfeccion por otros procedimientos. Ademas, los liposomas estan libres de las limitaciones de longitud del ADN
que son tipicas de los sistemas de administracién basados en virus. Se han usado eficazmente liposomas para
introducir genes, farmacos, agentes radioterapéuticos, virus, factores de transcripcion y efectores alostéricos en una
variedad de lineas de células cultivadas y animales. Ademas, se han completado varios ensayos clinicos
satisfactorios que examinan la eficacia de la administracion de farmacos mediada por liposomas.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontaneamente
vesiculas bicapa concéntricas multilaminares (también llamadas vesiculas multilaminares (MLVs). Las MLVs
generalmente tienen diametros de 25 nm a 4 pym. La sonicaciéon de MLVs produce la formacion de vesiculas
unilaminares pequeinas (SUVs) con diametros en el intervalo de 200 a 500 .ANG., que contienen una disolucion
acuosa en el nucleo.

Alternativamente, pueden usarse formulaciones en nanocapsula del rAAV. Las nanocapsulas pueden generalmente
atrapar sustancias en una forma estable y reproducible. Para evitar efectos secundarios debidos a la sobrecarga
polimérica intracelular, tales particulas ultrafinas (de tamafio aproximadamente 0,1 um) deben disefarse usando
polimeros capaces de ser degradados in vivo. Se contemplan para uso nanoparticulas biodegradables de
poli(cianoacrilato de alquilo) que cumplen estos requisitos.

Ademas de los métodos de administracion descritos anteriormente, las siguientes técnicas también se contemplan
como métodos alternativos de administracion de las composiciones de rAAV a un huésped. Se ha usado y descrito
la sonoforesis (es decir, ultrasonidos) en la patente de EE.UU. N.° 5.656.016 como un dispositivo para potenciar la
tasa y eficacia de permeacion del farmaco en y a través del aparato circulatorio. Otras alternativas de administracion
de farmacos contempladas son inyeccion intradsea (patente de EE.UU. N.° 5.779.708), dispositivos de microchip
(patente de EE.UU. N.° 5.797.898), formulaciones oftalmicas (Bourlais et al., 1998), matrices transdérmicas
(patentes de EE.UU. N.° 5.770.219 y 5.783.208) y liberacion controlada por retroalimentacion (patente de EE.UU. N.°
5.697.899).

Kits y composiciones relacionadas

Los agentes descritos en el presente documento pueden, en algunos casos, ensamblarse en kits farmacéuticos o de
diagndstico o de investigacion para facilitar su uso en aplicaciones terapéuticas, de diagndstico o de investigacion.
Un kit puede incluir uno o mas recipientes que guardan los componentes desvelados anteriormente e instrucciones
para su uso. Especificamente, tales kits pueden incluir uno o mas agentes descritos en el presente documento, junto
con instrucciones que describen la aplicacion prevista y el uso apropiado de estos agentes. En ciertos casos, los
agentes en un kit pueden estar en una formulaciéon farmacéutica y dosificacion adecuadas para una aplicacion
particular y para un método de administracion de los agentes. Kits para fines de investigacion pueden contener los
componentes en concentraciones o cantidades apropiadas para ejecutar diversos experimentos.

El kit puede disefiarse para facilitar el uso de los métodos descritos en el presente documento por investigadores y
puede tomar muchas formas. Cada una de las composiciones del kit, si procede, puede estar, desvelada en el
presente documento, en forma liquida (por ejemplo, en disolucion), o en forma sdélida (por ejemplo, un polvo seco).
En ciertos casos, algunas de las composiciones pueden ser constituibles o de otro modo procesables (por ejemplo, a
una forma activa), por ejemplo, mediante la adicion de un disolvente adecuado u otra especie (por ejemplo, agua o
un medio de cultivo celular), que puede o puede no estar, desvelado en el presente documento, con el kit. Como se
usa en el presente documento, "instrucciones" puede define un componente de instruccién y/o promocion, y
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normalmente implican instrucciones por escrito en o asociadas a un envase. Las instrucciones también pueden
incluir cualquier instruccion oral o electréonica desvelada en el presente documento de cualquier manera de forma
que un usuario reconozca claramente que las instrucciones deben estar asociadas al kit, por ejemplo, audiovisual
(por ejemplo, cinta de video, DVD, etc.), internet, y/o comunicaciones basadas en web, etc. Las instrucciones por
escrito pueden estar en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacion, uso o venta
de productos farmacéuticos o productos bioldgicos, instrucciones que también pueden reflejar la autorizacion por la
agencia de la fabricacion, uso o venta para administracion a animales.

El kit puede contener uno cualquiera o mas de los componentes descritos en el presente documento en uno o mas
recipientes. Como un ejemplo, en una realizacién, el kit puede incluir instrucciones para mezclar uno o mas
componentes del kit y/o aislar y mezclar una muestra y administrar a un sujeto. El kit puede incluir un recipiente que
guarda los agentes descritos en el presente documento. Los agentes pueden estar en forma de un liquido, gel o
soélido (polvo). Los agentes pueden prepararse de forma estéril, envasarse en jeringa y transportarse refrigerados.
Alternativamente, pueden estar guardados en un vial u otro recipiente para almacenamiento. Un segundo recipiente
puede tener otros agentes preparados de forma estéril. Alternativamente, el kit puede incluir los agentes activos
premezclados y transportados en una jeringa, vial, tubo, u otro recipiente. El kit puede tener uno o mas o todos de
los componentes requeridos para administrar los agentes a un sujeto, tales como una jeringa, dispositivos de
administracion tépica, o tubo para aguja y bolsa IV.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Caracterizacion de 12 vectores de AAV para administracion intravascular para elegir como diana
tejidos del SNC y no elegir como diana tejidos no del SNC por regulacién por miARN

Se evaluaron las propiedades de transferencia génica al SNC de 12 vectores scAAVEGFP de diferentes serotipos, o
variantes naturales. Se descubrieron rAAVs que cruzan la barrera hematoencefalica (BBB) y se dirigen a
oligodendrocitos. Los experimentos se realizaron en ratones neonatales (1 dia de edad) y en ratones adultos (10
semanas de edad) (C57BL/6). Se probaron los siguientes serotipos de AAV: AAV1, AAV2, AAV5, AAV6, AAV6.2,
AAV7, AAVS, AAV9, rh.10 (también denominado en el presente documento as AAVrh.10), rh.39, rh.43, CSp3.

Los vectores de AAV recombinante expresaron un gen indicador de GFP potenciado bajo el promotor hibrido de 8-
actina de pollo potenciado por CMV y se produjeron por la transfeccion transitoria en células 293. Se anestesiaron
crias neonatales de dia 1 con isoflurano. Entonces se inyectaron 100 ul de vectores de rAAV (4 x 10" GC por raton)
a las crias mediante la vena temporal superficial bajo un microscopio de diseccion. En ratones adultos, el rAAV se
administré por inyeccion en la vena de la cola (se evaluaron dos dosis diferentes 4 x 10" GC por ratén 0 4 x 10'2 GC
por ratén). Veintiin dias después de la inyeccion, los animales tratados se anestesiaron y se perfundieron
transcardicamente con PBS frio y 4 % (v/v) de paraformaldehido. Se extrajeron los cerebros, se sumergieron en
20 % de sacarosa y se incorporaron en Tissue-Tek OCT. Se cortaron secciones 40 um de espesor y se tifieron en
placa de 12 pocillos con anticuerpos primarios, por ejemplo, anti-NeuN, anti-EGFP y anti-GFAP, durante la noche a
4 °C, luego con anticuerpos secundarios durante 2 h a temperatura ambiente. Los ratones de control recibieron
inyecciones de PBS.

En el estudio neonatal, se observé la distribucion de células EGFP (+) en todo el cerebro 3 semanas después de la
infusion. Fueron visibles grandes numeros de células EGFP (+) con intensidades variables en diferentes regiones de
los cerebros de los animales tratados con 10 de los 12 vectores. En muchos casos, el plexo coroideo mostré
expresion de EGFP muy fuerte, y aparecieron células del parénquima cerebral transducidas predominantemente en
regiones periventriculares. Esto indica que una fracciéon de los vectores administrados IV pueden entrar en el SNC
mediante la interfase flexo coroideo-sangre. En adultos, se observo tincion sustancial de la vasculatura cerebral. Las
eficiencias de direccionamiento global por los AAVs a diferentes regiones del cerebro se clasificaron como
hipotalamo > bulbo raquideo > corteza > hipocampo > cerebelo > talamo. No se detectd expresion de EGFP a altos
niveles en ratones neonatales que se administraron con rAAV2 o rAAV5 que albergan el gen indicador EGFP por
inyeccién de 4 x 10" GC por ratén en la vena temporal superficial (Véase la Tabla 1y las Figuras 1y 2 para datos
resumen).

También se tifieron inmunofluorescentemente secciones de tejidos con anticuerpos marcadores anti-EGFP y
especificos del tipo de célula para clasificar tipos de células EGFP (+) en el SNC. Mejord espectacularmente la
sensibilidad de deteccion para las células EGFP (+), particularmente neuronas y oligodendrocitos. Aunque diferentes
vectores transdujeron neuronas a eficiencias variables, los 10 vectores (incluyendo AAV9) presentaron tropismos
mas fuertes para las células no neuronales, especialmente astrocitos. Un vector (AAV7) se dirigio a oligodendrocitos
mas eficientemente que los otros 9 vectores. Varios rAAVs transdujeron tanto neuronas y/o astrocitos a eficiencias
mas altas en comparacion con rAAV9 (AAVrh.10, rh.34 y rh.43). Se observd una amplia transduccién de astrocitos
en hipotalamo y bulbo raquideo. La inyeccién de ciertos vectores produjo una transduccion de neuronas sustancial
en diferentes regiones del cerebro, que incluyen neocorteza, hipocampo e hipotalamo. Parecié que algunos vectores
transdujeron células de Purkinje en la corteza del cerebelo (por ejemplo, CSp3), mientras que otros transdujeron
eficazmente vaso sanguineo en la neocorteza, talamo e hipotalamo. Ademas, los flexos coroideos en el 32
ventriculo, ventriculo lateral y 4° ventriculo mostraron una fuerte expresion de EGFP. La expresion de EGFP también
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se evalud en diferentes regiones de la médula espinal de ratones neonatales y adultos (los resultados para los
estudios neonatales se muestran en la Figura 3).

Se observo la transduccion de tejidos no del SNC, tales como el corazén y musculo esquelético (por ejemplo, para
AAV9, AAVS8 y CSp3). En algunos casos, esto puede conducir a algunos efectos secundarios no deseables. Para
tratar esta cuestion, los sitios de union de miARN se incorporaron en 3' UTR del casete del transgén y se logro el
desdireccionamiento altamente especifico y eficaz de la transduccion de AAV de tejidos no del SNC. Para inhibir la
expresion en el higado, se usaron union (uniones) de miARN para mR-122. Para inhibir la expresiéon en musculo
esquelético y corazon, se usaron union (uniones) de miARN para mR-1.

Tabla 1: TROPISMOS DEL SNC DE AAV

AAV1 AAV2 AAV5 AAV6 AAV6.2 AAV7 AAV8 AAV9 rh.10 rh.39 rh.43  CSp3

Corteza + + + ++ ++ I ++ + R +
Hipocampo + + + ++ ++ +++ ++ + - +
Téalamo + + + ++ ++ ++++ +4++ ++ + +
Hipotalamo + ++ + +++ ++ ++ +++ +++ + ++
fe! Cerebelo + ++ + ++ +++ +++ e+ + + +
S
©
< Tronco + ++ + ++ ++ +++4 +H+ ++ B +
encefalico
Cervical +++ + + +++ +++ ++++ +++ +++ - +
Toracica +++ + + +++ +++ ++++ +4++ ++ - +
Lumbar +++ + + +++ +++ PRI +++ ++ - +
Corteza ++ + - ++ + + +++ ++ ++ ++ ++ ++
Hipocampo + + - - - ++ ++ + + ++ ++ +
Talamo + + - - + ++ + + + ++ + +
Hipotalamo ++ - - + + ++++++ | + + U +++ -
% Cerebelo ++ - - + - + + + + ++ + +
5
< Tronco ++ - - + - ++ + + + PR +++ +++
encefalico
Cervical = = - + ++ ++ +++ ++ +++++ ++++ +4++ ++
Toréacica + - - + ++ +++ ++ ++ ++ ++++ +++ +
Lumbar + - - + ++ ++ + + ++ +++ +++ +

Grado de tropismo de tejido (- sin tropismo; ++++++ alto tropismo) Basado en los datos en las Figuras 1y 2.
Ejemplo 2: Construccion y evaluacion de un vector AAVrh. 10 recombinante para tratar CD

La enfermedad de Canavan (CD) es un trastorno neurodegenerativo heredado producido por mutaciones en el gen
aspartoacilasa (ASPA), que conduce a la acumulacion de acido N-acetil-aspartico (NAA) en oligodendrocitos con
degeneracion esponjosa resultante de materia blanca en el cerebro. Un estudio clinico inicial en la terapia génica de
ASPA basada en rAAV2 para CD logré éxito muy limitado. Se cree, sin desear cefiirse a teoria alguna, que una
terapia génica de CD eficaz transducira oligodendrocitos en todo el SNC.

Se construye un vector de rAAV que comprende un promotor operativamente unido con una regioén que codifica la
proteina ASPA (SEQ ID NO: 13 o 15) como vector de terapia génica para CD. La construccién emplea CAG
(promotor de B-actina de pollo con potenciador del CMV) para conducir la expresion de ASPA que tiene una
secuencia codificante como se expone en SEQ ID NO: 14 o 16. El vector de rAAV se encapsida en particulas de
rAAV usando el método de transfeccion triple. Para evaluar su eficacia, se examina rAAV-ASPA en un modelo de
ratén inactivado en ASPA de CD para su capacidad para eliminar o atenuar el fenotipo tipo CD de ratones
inactivados en ASPA homocigéticos (Matalon R et al. The Journal of Gene Medicine, Volumen 2 Edicién 3, Paginas
165 - 175). Los ratones inactivados en ASPA homocigoticos presentan alteracion neurologica, macrocefalia,
enfermedad generalizada de la materia blanca, actividad de ASPA deficiente y altos niveles de NAA en orina. La
imagen por resonancia magnética (MRI) y espectroscopia (MRS) del cerebro de los ratones homocigéticos muestran
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cambios en la materia blanca caracteristicos de la enfermedad de Canavan y elevados niveles de NAA. Sirven de
controles ratones inactivados en ASPA heterocigéticos, que no tienen fenotipo abierto al nacer.

Ejemplo 3: Eficacia terapéutica y evaluacion de la seguridad de un vector de AAV para tratar CD

El modelo de raton de CD es una cepa KO del gen ASPA derivado de C57BL/6. Los ratones KO homocigoticos
presentan defectos bioquimicos y neuroldgicos similares a aquellos observados en pacientes con CD. Ratones CD
proporcionan un modelo animal para evaluar la terapia génica y otros terapéuticos para el tratamiento de CD. Se
usan ratones CD para estudiar la eficacia y seguridad de las novedosas estrategias de terapia génica para el
tratamiento de CD.

Disefio del experimento

Para examinar la eficacia terapéutica y seguridad, se investigan vectores de scAAV (por ejemplo, AAV7, AAVS,
CSp3 y AAV9) que llevan un casete de expresion de ASPA optimizado en un ensayo de terapia génica preclinica de
CD. Los vectores incluyen sitios(s) de union de miARN para inhibir la expresién de ASPA en tejidos no del SNC. Se
tratan tanto animales postnatales de dia -1 como adultos de 3 meses de edad con cada vector a dos dosis, 1y 3 x
10™ GC/kg por administracion intravenosa. Para los ratones CD neonatales, dos camadas de animales reciben cada
vector a cada dosis mediante inyecciones de la vena temporal, para el sacrificio de una camada cada una en los
momentos de tiempo de 1 y 3 meses. Para los ratones adultos CD de 3 meses de edad, se tratan 12 animales
macho con cada vector a cada dosis mediante inyeccion en las venas de la cola. Seis de los animales tratados se
sacrificaron 1 y 3 meses después. En experimentos adicionales, tanto los animales postnatales dia -1 como adultos
de 3 meses de edad se tratan con vectores a una dosis en un intervalo de 10" a 10'? GC/sujeto por administracion
intraventricular directa.

Mediciones funcionales y neurolégicas durante la fase viva del estudio

1). Metabolismo de NAA. Se recogen muestras de orina de los animales tratados, de control no tratados y
no mutantes en los dias 14, 30, 45, 60, 75 y 90. Las muestras se analizan por HPLC para determinar los
niveles de NAA.

2). Acumulacion de NAA y retencidon de agua inducida por NAA en el cerebro. Se realizan estudios de
obtencion de imagenes neurolégicas basadas en MRI/MRS en los animales vivos en todos los grupos de
estudio 1, 2 y 3 meses después del tratamiento con vector para medir integrales de picos espectrales para
creatina/fosfocreatina y NAA, ademas de areas hiperintensas anormales en el cerebro.

3). Pruebas de la funcién hepatica. Se recogen muestras de suero de los animales en todos los grupos de
estudio en los dias 14, 30, 60 y 90 para medir los niveles de alanina transaminasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) como indicadores de la toxicidad hepatica relacionada con el vector.

4). Pruebas neuroldgicas. Temblores, caminar con las patas separadas a un ritmo lento y tembloroso, y
ataxia estan entre las caracteristicas neuroldgicas importantes de los ratones CD. 1, 2 y 3 meses después
del tratamiento de terapia génica, los animales en todos los grupos de estudio se someten a un analisis de
patrones de marcha por tincién de sus patas con tinta de color y entonces se registran sus patrones de
marcha como huellas dactilares sobre papel blanco. Los animales también se prueban y se puntian en una
prueba de barra giratoria para su capacidad para mantener el equilibrio.

Anédlisis enzimaticos e histopatoldégicos en los puntos finales del estudio

1). Actividades de ASPA en el cerebro y tejidos no del SNC. Se analizan la expresién de ASPA especifica e
inespecifica recogiendo tejidos de cerebro, higado, corazén y pancreaticos en el momento del sacrificio
para medir las actividades de ASPA en los homogeneizados de tejido respectivos.

2). Materia blanca del cerebro y patologias hepaticas. Para examinar la posible mejora en la patologia de la
materia blanca del cerebro y la toxicidad hepatica relacionada con el vector resultante de la terapia génica,
se recogen tejidos de cerebro e higado y se fijan, se incorporan en parafina y se seccionan, y se tifien con
hematoxilina y eosina. El examen histopatolégico se realiza por un patélogo.

Ejemplo 4: Administracién de genes terapéuticos a las células del SNC por AAVrh.10

Se desarrollé un cribado de diferentes serotipos de AAV para identificar candidatos para una transferencia génica
terapéutica al SNC. Se construyd un vector de AAV recombinante que expresaba EGFP. El vector de rAAV se
encapsidd en cuatro AAVs diferentes: AAV1, 8, 9 y 10. Se inyectaron ratones adultos con los AAVs en el LCR en la
posicion lumbar. AAV1, 8 y 9 transdujeron células solo en la proximidad del sitio de inyeccién en la region lumbar de
la médula espinal tras la administracion de ~4,8 x 10" particulas. Sorprendentemente, AAVrh.10 transdujo células
en la materia gris a lo largo de toda la médula espinal y el tronco encefalico tras el mismo protocolo de inyeccion y
dosificacion que AAV1, AAV8 y AAV9 (Fig. 4A). Recientemente, se ha mostrado que AAV9 cruza la barrera
hematoencefalica (BBB) y transduce células de la médula espinal después de la inyeccion intravenosa. Se observo
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una senal débil en el cerebelo y sefiales fuertes en los troncos encefalicos y médula espinal. También se observo
una sefial débil (similar al cerebelo) en el prosencéfalo. Sin desear cefiirse a teoria alguna, se cree que el flujo y
difusién de LCR permite que el virus se disemine a lo largo de toda la médula espinal, pero que la capacidad de un
virus para circular y difundir depende de la estructura de la capside viral. Los tipos transducidos de células incluyen
neuronas y oligodendrocitos. Pero la mayoria parecen ser astrocitos (Fig. 4B), como se indica por el solapamiento de
EGFP con células positivas para GFAP. No se observé solapamiento sustancial con el marcador de la microglia, Iba-
1. Se transdujeron varias neuronas motoras como se indica por el solapamiento de la expresion de EGFP y tincion
de NeuN. Fue sorprendente que entre los astrocitos, solo aquellos situados en la materia gris se transdujeran y
aquellos que estaban situados en la materia blanca y debajo de la piamadre no se transdujeran. Esto fue llamativo
debido a que es probable que el virus se exponga a astrocitos en esas areas ya que se administré en el espacio
subaracnoideo.

Ejemplo 5: Construcciéon de un vector AAVrh.10 recombinante para tratar ELA

Se desarrollé un sistema de AAV recombinante como tratamiento para ELA. Se construyé un vector rAAVrh.10 que
expresaba un SOD1 que se dirige a microARN (Figura 5A). Este microARN se identific6 como miR-SOD1. La
construccion empled CAG (promotor de 3-actina de pollo con potenciador del CMV) para conducir la expresion de
EGFP y miR-SOD1 que se localizé en un intron en la 3-UTR.

Se evalud la potencia de silenciamiento de 9 construcciones de miARN. Las construcciones se transfectaron en
células HEK293. Después de 48 horas, se aislé6 ARN y se llevd a cabo transferencia Northern para detectar ARNm
de SOD1 (Figura 5B). miR-SOD1#5 (SEQ ID NO: 26) silencio la expresién de SOD1 de la forma mas potente. A
continuacion, miR-SOD1#5 se encapsidoé en AAVrh.10 (Figura 5D), que se uso para infectar células HEK293. Se
extrajo proteina celular total 43 horas después de la infeccion y se transfirié para detectar SOD1 (Figura 5C). Se
observo inhibicién de la expresién de SOD1 al nivel de proteina.

Ejemplo 6: Administracion de genes terapéuticos a las células del SNC para tratar ELA

Se produjeron grandes lotes de AAVrh.10-miR-SOD1 y AAVrh.10-miR-Scr (miARN desordenado) usando técnicas
convencionales. Se prepard AAV auto-complementario (scAAV) debido a que media en la transduccién con mayor
eficiencia que AAV monocatenario convencional [14]. Se probé scAAVrh.10 y se encontré que expresaba EGFP mas
rapidamente (en el plazo de 1 semana) y mas fuertemente que un AAV monocatenario.

Se administré AAVrh.10-miR-SOD1 a un grupo de ratones G93A (altos expresores de SOD1) y AAVrh.10-miR-Scr a
otro grupo de ratones G93A (n=15). Se inyecté AAVrh.10 por via intratecal en el LCR en el area lumbar y se inyectd
por via intraventricular en el prosencéfalo en ratones de 60 dias de edad (~4,8 x 10" particulas en 8 ul).

Se dejo que los animales vivieran su esperanza de vida natural antes de sucumbir a la ELA. La esperanza de vida se
comparé entre los dos grupos. Se encontré6 que los ratones que recibieron el virus AAVrh.10-miR-SOD1, que
expresa SOD1miR5 (SEQ ID NO: 26), vivieron en promedio 135 dias (+ 14 dias), mientras que los ratones que
recibieron AAVrh.10-miR-Scr, que expresa un miARN desordenado (SEQ ID NO: 31), vivieron en promedio 122 dias
(+ 6 dias) (Figura 6B). Ademas, examinando el grado de la expresién de EGFP en tejido de médula espinal cervical,
toracica y lumbar, se observé una correlacion en los niveles de expresion en estos tejidos, particularmente con tejido
cervical, y la esperanza de vida en ratones tratados con AAVrh.10-miR-SOD1 (Figura 7A), pero no en ratones
tratados con AAVrh.10-miR-Scr (Figura 7B). Estos resultados sugieren que silenciar la expresion de SOD1 mutante
en la médula espinal cervical es particularmente beneficioso en prolongar la supervivencia. Se perfundié un
subconjunto de los animales de cada grupo con fijador, se seccionaron y se tifieron para SOD1 en la médula espinal.
Se detecté SOD1 usando técnicas convencionales [9]. Se redujo la intensidad de tincién de SOD1 en células que
expresaban EGFP en comparacion con las células no EGFP que se transducen con AAVrh.10-miR-SOD1 (Figura
6A, que muestra inactivacion de la expresion de SOD1 en astrocitos). No se observé reduccion de la expresion de
SOD1 en células transducidas con AAVrh.10-miR-Scr.

Se diseccionaron tejidos de otro subconjunto de animales en ambos grupos para estimar los niveles de transduccion.
Los niveles de transduccion se estimaron determinando el genoma viral contenido usando PCR en muestras de ADN
obtenidas de diferentes regiones del SNC y no del SNC. Mediciones en tejidos no del SNC (por ejemplo, higado)
proporcionaron una indicacion de si virus se habia fugado a la periferia. Se realizaron analisis Northern y Western
para medir los niveles de SOD1 en la médula espinal. El anticuerpo usado para la deteccion de SOD1 fue policlonal,
anti-SOD1 humana de oveja, por Biodesign International, N.° de catalogo K90077C.

Ejemplo 7: Protocolo de administracion intratecal | intraventricular combinado

Se inyectaron virus AAV en LCR de ratén por inyeccion intratecal lumbar y/o inyeccion del tercer ventriculo del
cerebro. Las inyeccion en el espacio subaracnoideo lumbar de los ratones se llevd a cabo usando un método
modificado de Wu et al. [22]. Se prepard un catéter delgado (aproximadamente 5 cm) estirando tubo de PE10 hasta
el diametro interno 0,12 mm. La seccioén estirada se corté a 1,7 a 1,9 mm, y se hicieron dos perlas (separadas 1 mm)
entre las secciones delgada y gruesa calentando y presionando el tubo. Para implantar el catéter, el raton se
anestesiod por inyeccion de avertina (1,2 % de 2,2,2-tribromoetanol en 2 % de alcohol terc-amilico y PBS) por via
intraperitoneal a 0,23 ml/10 g de peso corporal [23]. El catéter se implantd entonces entre las vértebras L5 y L6. El
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catéter se cosio en el musculo superficial en el area con perlas. Se inyectaron los virus de dosis de 4,80E+10 copias
de genoma (para el cribado de virus, en 6ul) a 2,40E+10 copias de genoma (para terapia, en 8ul) mediante el catéter
por una jeringa Hamilton a una velocidad de 2 ul/minuto. El catéter se sellé en el extremo por calor y se dejo en ese
sitio durante un dia. Se cerrd la herida por grapas. La inyeccion en el tercer ventriculo del cerebro se llevé a cabo
usando un instrumento estereotaxico Stoelting y bombas de micro-inyeccién de World Precision Instruments tras el
procedimiento estereotaxico estandar. Se inyecté la misma dosis de virus en el tercer ventriculo a una tasa de 1
ul/minuto.

A continuacién se muestran las dosis estimadas para seres humanos y monos y la comparacion con inyeccion 1V.
Los dos tipos de mono son de tamafio similar.

Tabla 2 - Dosis estimadas para seres humanos y monos

E . LCR promedio Tasa de produccion de LCR Dosis estimada particulas/g de
specie .
ml estimada ml/hora (GC) peso corporal
ratén 0,035 0,018 2,40E+10 1,2E+09
ser humano 140 21 9,6E+13 1,3E+09
Macaca mulatta 14 25 9,6E+12 1,7E+09
(monos rhesus)
Macaca fascicularis Véase Foust KD, et al., Nature Biotechnology,
(macaco cinomolgo) Volumen 28, Numero 3, Marzo de 2010, 271-274 1.00E+14 2,20E+11
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Ejemplo 8. rAAV9 administrado por via sistémica regulado por micro-ARN
Introduccion al ejemplo

Este ejemplo implica el uso de microARNs (miARNs) enddgenos especificos de tejido para reprimir la expresion de
rAAV fuera del SNC, manipulando sitios de unién de miARN perfectamente complementarios en el genoma de
rAAV9. El ejemplo describe virus recombinantes adeno-asociados (rAAVs) que pueden cruzan la barrera
hematoencefalica y lograr transferencia génica transvascular eficiente y estable al sistema nervioso central (SNC),
mientras que desdireccionan ciertos otros tejidos (por ejemplo, higado, corazén, musculo esquelético y otros tejidos).
Los enfoques descritos en este ejemplo siguieron la regulacion multi-tejido simultanea y expresion transgénica
estable dirigida al SNC sin perturbar detectablemente la via de miARN enddgeno. La regulacion de la expresion de
rAAV por miARN fue principalmente mediante escision especifica de sitio del ARNm de transgén, generando
fragmentos de ARNm de 5'y 3' especificos.

La transferencia génica mediada por virus recombinante adeno-asociado (rAAV), como se desvela en el presente
documento, es util para el tratamiento de un gran ndmero de trastornos neurolégicos. Se ha encontrado que los
vectores de rAAV desvelados en el presente documento cruzan la barrera hematoencefalica y se expresan
especificamente en el SNC. Asi, los vectores pueden usarse para la administracion intravascular de rAAV para la
terapia génica de enfermedades del SNC, que incluyen aquellas que afectan a grandes areas del cerebro y la
médula espinal.
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Este ejemplo describe el uso de microARNs (miARNs) endégenos para suprimir la expresion transgénica fuera del
SNC. Los miARNs son ARNs no codificantes pequefios que regulan la expresion génica por silenciamiento post-
transcripcional. En general, los miARNs pueden silenciar a los genes por dos mecanismos. Cuando son
parcialmente complementarios a secuencias de ARNm, normalmente reducen la estabilidad del ARNm diana y la
expresion de proteinas (por ejemplo, por dos a cuatro veces o menos), un modo de regulacion que se cree que
ajusta la expresion de ARNm. A diferencia, cuando los miARNs son casi perfectamente complementarios a sus
dianas de ARNm, normalmente provocan la escisiéon del ARNm, desencadenando su destruccion total.

En particular, este ejemplo describe el uso de miARNs para desdireccionar la expresion de rAAV9 tanto por
separado como simultaneamente en el higado, corazén y musculo esquelético, los tres tejidos que son los mas
eficazmente elegidos como diana por rAAV9 administrado por via intravenosa. El silenciamiento de la expresion
transgénica en higado, corazén y musculo se aprovechd de la expresion natural de los abundantes miARNs
(=60.000 copias/célula), miR-122, que se expresan en hepatocitos, y miR-1, un miARN encontrado en el corazon y
musculo esquelético de practicamente todos los animales. Se han usado satisfactoriamente sitios de unién de miR-
122 para prevenir la hepatotoxicidad de un transgén de un vector de adenovirus. Se manipularon sitios
perfectamente complementarios para miR-1, miR-122, o ambos, en la regién no traducida 3' (UTR) de un transgén
indicador de B-galactosidasa dirigida al nucleo (nLacZ) cuya expresion fue conducida por un potenciador del
citomegalovirus, el promotor de B-actina de pollo (CB). Este ejemplo presenta multiples resultados independientes
que indican que los miARNs reprimen la expresion de nLacZ escindiendo el ARNm de transgén en exactamente el
mismo sitio que por todos los ARN pequefios unidos a Argonaute en células eucariotas. Cuando se administra por
via sistémica in vivo, el vector de rAAV9 que no eligi6 como diana miARN expres6 satisfactoriamente el transgén
indicador en el SNC, pero no el higado o corazén o musculo esquelético.

Resultados
Los miARN reprimen eficientemente la expresion de gen indicador en células cultivadas

Para evaluar una estrategia para la transduccion mediada por rAAV, se introdujeron una o tres copias en tandem de
un sitio de unién perfectamente complementario para miR-1 o miR-122 en 3' UTR de nLacZ en un vector plasmidico
de rAAV. Las construcciones se transfectaron en células HuH7, una linea celular de hepatoma humano que expresa
-16.000 copias de miR-122 por célula, y se midié el nimero de células positivas para nLacZ. El numero de células
HuH7 que expresan nLacZ para el plasmido de un sitio fue aproximadamente la mitad de aquellas del control sin
sitio; tres sitios redujeron el niumero de células que expresaban nLacZ mas de siete veces (Figura 12a).

A continuacion, se analizé la expresion de las construcciones de nLacZ en células de rifidn embrionario humano 293,
que expresan naturalmente bajos niveles de tanto miR-122 como miR-1, cuando miR-1 o miR122 se introdujo como
pri-miARN de un segundo plasmido. Se transfectaron células 293 con los plasmidos indicadores de nLacZ que
llevaban 0, 1 o 3 sitios de unién de miR-122 o de miR-1, junto con un plasmido que expresaba tanto pri-miR-122
(Figura 12b) como pri-miR-1 (Figura 12c). Para variar la concentracion del miARN, se us6 tanto una relacién molar
baja (1:3) como una alta (1:10) del plasmido del sitio de unién de nLacZ con respecto al plasmido de expresion de
miARN. Cuando se introdujo miR-122 o miR-1 en las células, la expresién de nLacZ se reprimié solo cuando el
ARNmM indicador de nLacZ contuvo los sitios de unién de miARN correspondientes; no hubo reduccién de células
positivas de nLacZ cuando miR-1 se coexpres6 con nLacZ que contenia sitios de uniéon de miR-122 o cuando miR-
122 se coexpreso con nLacZ que contenia sitios de union de miR-1 (Figura 12b,c).

Los miARNs endégenos especificos de tejido regulan la expresion de rAAV9 administrado por via sistémica en
ratones adultos

Para evaluar la regulaciéon de miARN de vectores de AAVOCBnLacZ administrados por via sistémica in vivo, se
produjeron vectores de AAV9CBnLacZ que llevaban 0, 1 o 3 sitios de uniébn de miARN perfectamente
complementarios a tanto miR-122 como miR-1. Los vectores se administraron por inyeccion en la vena de la cola a
ratones C56BL/6 macho adultos a una dosis de 5 x 10" copias de genoma por kg (GC/kg) de peso corporal. Cuatro
semanas después, se examinaron el higado y el corazén de los animales transducidos. La tincion de LacZ reveld
que el transgén nlLacZ se silencié por los miARNs enddgenos en el tipo de célula y 6rgano en el que se expresaron
predominantemente: el transgén se silencié especificamente por miR-122 en el higado y por miR-1 en el corazén
(Figura 13a,b). Mientras que las células positivas para nLacZ se redujeron en los higados de los animales tratados
con rAAV9CBnLacZ que llevaban uno o tres sitios de union de miR-122, los niveles de expresion de nLacZ en los
corazones de los mismos animales fueron similares a aquellos en los animales tratados con AAV9CBnLacZ que no
llevaban sitios (Figura 13a). Similarmente, no se detectd expresion de nLacZ en los corazones de los animales que
recibieron AAV9CBnLacZ que contiene uno o tres sitios de unién de miR-1, pero no se afecté la expresiéon de nLacZ
en los higados de los mismos animales en comparacion con aquella en el animal de control (Figura 13b). Estos
datos sugieren que cuanto mayor sea el nimero de sitios para un miARN en rAAV, menor es la expresion de nLacZ
en el tejido donde se expreso el miARN correspondiente (Figura 13a,b).

A continuacion, para evaluar si el silenciamiento del transgén podria lograrse simultdneamente en multiples tejidos,
se insertaron diferentes niumeros de tanto sitios de unién de miR-122 como de miR-1 en 3' UTR del genoma de
rAAVICBnLacZ y se examinaron para su expresion en ratones transducidos con rAAV9. La tincion histoquimica de
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secciones de tejidos mostré que la expresion de nLacZ se suprimiéd en tanto el corazén como el higado para
rAAVICBnLac que contenia una o tres copias de cada uno de los sitios de union de miR-1 y de miR-122, pero nLacZ
fue facilmente detectable en el pancreas, donde la expresion de tanto miR-122 como de miR-1 fue baja (Figura 13c).
Ensayos cuantitativos de B-galactosidasa de tejido de higado homogenizado mostraron similarmente que la
expresion de nLacZ era significativamente mas baja cuando el transgén contuvo los sitios de uniéon de miARN (un
sitio de unién de miR-122: 7,8 + 7,4 %, valor de P = 0,005; tres sitios de uniéon de miR-122: 1,6 + 1,0 %, valor de P =
0,005; un sitio de unién de miR-1 mas uno de miR-122: 8,6 + 5,7 %, valor de P = 0,005; tres sitios de uniéon de miR-1
mas tres de miR-122: 3,1 + 1,2 %, valor de P = 0,005; tres sitios de uniéon de miR-1: 105,7 + 11,6 %) (Figura 13d).

La represion por miARN de la expresion de rAAV no perturba las vias de miARN endbgeno

Se ha informado que transgenes altamente expresados que llevan sitios complementarios de miARN promueven la
degradacion del miARN correspondiente. Se determinaron los niveles de miR-122, miR-22, miR-26a y let-7 en
higado transducido con rAAV. No se detecté diferencia en la abundancia de los cuatro miARNSs entre los tres grupos
de estudio (Figura 14a). Ademas, datos de analisis de secuenciacion de alto rendimiento de ARN pequefio de los
higados de un animal de cada uno de los grupos de estudio no muestran cambio en los niveles de miARN.

Con el fin de determinar si los sitios de union de miARN en los transcritos de transgenes desregularian la expresion
de los ARNms diana endégenos conocidos de miR-122 o miR-1, se analizaron la expresion de ciclina G1, una diana
de miR-122 en el higado (Figura 14b,c) y calmodulina, una diana de miR-1 en el corazén (Figura 14d). No se detectd
alteracion significativa en la expresion de ciclina G1 o calmodulina. miR-122 regula la biosintesis del colesterol en el
higado, y los agentes que bloquean la funcién de miR-122 pueden producir cambios faciimente detectables en los
niveles de colesterol en suero. No se detecté cambio en los niveles de colesterol total, lipoproteina de alta densidad
o lipoproteina de baja densidad en los ratones 4 semanas después de la transduccion con tanto rAAV9 de control
como rAAV9 que expresaba un transgén que lleva sitios de unién de miR-122 (Figura 14e). Se concluyd que en este
ejemplo el desdireccionamiento mediado por miARN de la expresion de rAAV no tuvo efecto detectable sobre la
expresion o funcion de miARN enddgeno.

ARNms enddgenos silencian la transduccion de rAAV por escisién especifica de sitio de ARNm de transgén

Para determinar como los miARNs suprimen la expresion de transgenes administrados por rAAV in vivo, se
caracterizd el ARNm de transgén en higado por PCR convencional (Figura 15b), PCR cuantitativa con transcripcion
inversa (QRT-PCR) (Figura 15c), hibridacién Northern (Figura 15d,e) y amplificacion rapida de extremos 5' de ADN
complementario (ADNc) (5' RACE; Figura 15f). Cuando se usaron cebadores que amplificaban la region entre el
extremo 3' de nLacZ (cebador A'F) y el extremo 5' de la sefial de poli(A) (cebador A'R), se detecté un amplicén que
abarcaba los sitios de unién de miARN, un producto de 145 pares de bases (pb) después de 26 ciclos de
amplificacién para las muestras que recibieron rAAV de control. Se requirieron seis ciclos de amplificacion
adicionales para detectar una débil banda de 220 pb para las muestras transducidas por rAAV que contenian tres
sitios de unién de miR-122. Estos datos estan de acuerdo con los bajos niveles de ARNm intacto de nLacZ- (Figura
15a,b).

Para evaluar cuantitativamente el grado de la represion dirigida por miARN de los transcritos de transgenes, se
realizé qRT-PCR usando tanto oligo(dT) como cebadores de hexamero al azar para la transcripcion inversa y pares
de cebadores de PCR que abarcaban tanto una region 5' (nLacZ5'F/5'R) como 3' (nLacZ 3'F13'R) de la secuencia
codificante de nLacZ (Figura 15a). Se examinaron los niveles de ARNm de nLacZ con extremos 5' y 3' intactos en
ARN de higado total extraido de cuatro animales que recibieron el rAAV de control VOCBnLacZ y cuatro que
recibieron rAAV9CBnLacZ que contiene tres sitios de union de miR-122 en 3' UTR. Se observaron reducciones que
oscilan de 3 £ 1 (hexamero al azar) a 7 + 1 (oligo[dT]) veces en ARNm de nLacZ con un extremo 3' intacto en los
animales que habian recibido rAAV9 que contiene sitios de unién de miR-122, con respecto al control. A diferencia,
se detectd poca o ninguna disminucion en el ARNm de nLacZ con un extremo 5' intacto para las mismas muestras
usando el par de cebadores 5'F/5'R (Figura 15c). Estos resultados indican que el modo primario de recuperacion del
ARNmM que se ha escindido por un miARN fue la degradacion exonucleolitica de 3'a 5'.

Para caracterizar adicionalmente el destino del ARNm de transgén dirigido por miR-1 o miR-122, se realizaron
analisis de transferencia Northern. Una sonda de transgén que se une al extremo 5' de ARNm de nLacZ detect6 un
ARN de ~3,4 kb en un animal inyectado con rAAV9CbnLacZ de control, el tamafio esperado del transcrito nLacZ de
longitud completa; se detectdé una banda ligeramente mas grande en la muestra de higado de un ratén tratado con
rAAVI9CBnLacZ que llevaba tres sitios de union de miR1 (Figura 15a,d). A diferencia del transcrito individual
detectado para el rAAV9 que expresa nLacZ que lleva tres sitios de unién de miR-1, se detectaron dos ARN de
diferentes tamafos para el rAAV que expresa nLacZ que lleva tres sitios de miR-122 (Figura 15d).

Las longitudes de estos transcritos indican que el transcrito mas largo probablemente representa el ARNm de
longitud completa, mientras que el transcrito mas corto mas abundante se corresponde con fragmentos de 5' de
ARN de nLacZ escindido por miR-122 en los sitios de union de miR-122 correspondientes en 3' UTR (Figura 15d).

Para confirmar esta observacion, se repitié el analisis Northern usando una sonda de ARN que abarcaba una
porcién de 3' UTR del ARNm de transgén. Ademas de detectar transcritos de nLacZ de longitud completa en las
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muestras transducidas por rAAV9 que carecian de sitios de unién de miARN, se detectaron dos especies que
migraban préximas mas pequefas que el marcador de ARN de 281 nucleétidos. El tamafio de estos fragmentos
estuvo de acuerdo con los productos de escision de 3' dirigidos al miIARN del ARNm de nLacZ (Figura 15e). Estos
dos productos de escision de 3' también se detectaron por electroforesis en gel del producto del experimento de 5'
RACE descrito mas adelante (Figura 15f).

Para determinar si tal escision de diana se produce in vivo cuando el transcrito de nLacZ contienen sitios de unién de
miR-1 o de miR-122, se realizé6 amplificacion rapida de extremos 5' de ADNc (5' RACE). La Figura 16 presenta las
secuencias de 21 clones recuperados usando 5' RACE de ARN de higado (Figura 16a) y 22 clones aislados de ARN
de corazon (Figura 16b) de los animales inyectados con rAAV9 en los que 3' UTR de nLacZ contuvo tres sitios de
union de miR-1 y tres de miR-122. En higado, se detectaron los distintivos de secuencia para la escision dirigida por
miR-122 del ARNm de transgén en cada sitio de unién de miR-122: 5 % para el primer sitio de unién, 48 % para el
segundo sitio de union y 43 % para el tercer sitio de uniéon. Todos los extremos 5' se mapearon con el fosfato que se
encuentra entre los nucledtidos diana que se emparejan con las posiciones 10 y 11 de la secuencia perfectamente
complementaria a miR-122, el sitio preciso se escindié por ARNs pequefios unidos a proteinas Argonaute en todos
los eucariotas (Figura 17a). Se obtuvieron resultados similares en el corazon para los sitios rmiR-1 (Figura 17b).

La Tabla 3 presenta un analisis de 5' RACE ampliado para grupos de vectores adicionales. Se observé que ninguno
de los productos de 5' RACE secuenciados se correspondio con la escision especifica de sitio dirigida por miR-1 en
higado o la escision especifica de sitio dirigida por miR-122 en corazén (Tabla 3). Aunque no se detectd escision
dentro de los sitios de unién de miR-1 en el higado, algunos clones del corazén se escindieron dentro de los sitios de
union de miR-122, pero no en la posicién distintiva para la escision dirigida por miARN.

rAAV9 administrado por via intravascular puede ser eficientemente controlado por miARNs endégenos

Se afadieron sitios de union de miARN-1 y miARN-122 en el genoma de vector de GFP potenciado de scAAVICB
(EGFP) y se inyectaron ratones macho C57BL/6 de 10 semanas de edad con 2 x 10" GC/kg. Después de 3
semanas, se prepararon secciones de 40 um de cerebro y médula espinal y secciones de 8 um de higado, corazén y
musculo esquelético y se examinaron para la expresion de proteina EGFP. Se encontré que scAAVI9CBEGFP
administrado por via intravenosa se transdujo eficientemente en el SNC; EGFP fue facilmente detectable en la
region del talamo del cerebro y la region cervical de la médula espinal, pero también en tejidos no del SNC tales
como higado, corazén y musculo (Figura 17a). A diferencia, la expresion transgénica en aquellos tejidos no del SNC
se redujo cuando los sitios de unién de miR-1 y de miR122 se incluyeron en el transgén; la expresion de EGFP no se
alteré en el SNC, donde miR-1 y miR-122 no estaban presentes (Figura 17a). Se usé RT-PCR cuantitativa para
medir la expresion diferencial del transgén de EGFP reprimido en miARN en cerebro (41,2 £ 7,7 %), higado (3,0 +
0,5 %), corazoén (0,4 + 0,1 %) y musculo (1,3 + 0,4 %), con respecto al transgén de EGFP que carecia de sitios de
union de miARN (Figura 17b). Para eliminar cambios asociados a la eficiencia de transduccion entre experimentos,
los datos se normalizaron al numero de genomas de vector detectados en las muestras experimentales y de control.
Similar a los analisis microscépicos de la expresion de EGFP nativa, los datos de qRT-PCR muestran que la
presencia de sitios de union de miR-122 o de miR-1 redujeron la expresion transgénica en el higado (20 veces),
corazon (100 veces) y musculo (50 veces), pero no alteraron detectablemente la expresion transgénica en cerebro.

Discusion de resultados

Este ejemplo muestra que rAAV9 puede manipularse de manera que los miARNs enddgenos repriman la expresion
transgénica fuera del SNC. Los resultados indican que tales rAAV9s manipulados pueden usarse en terapias para la
degeneracion de neuronas asociadas a enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y esclerosis lateral
amiotréfica, expresando factores neurotréficos de crecimiento tales como el factor de crecimiento similar a la
insulina, factor neurotrofico derivado del cerebro o factor neurotréfico derivado de la glia en los astrocitos
transducidos. Este enfoque elimina o reduce la expresion no del SNC derivada de los tejidos periféricos transducidos
por rAAV9 administrado por via sistémica.

El lograr la expresion transgénica en principalmente solo los tejidos diana es una consideracion para el desarrollo
clinico de administracion génica al SNC segura. Los resultados en este ejemplo indican que miARNs enddgenos
pueden ser empleados para limitar la especificidad tipo tejido y célula de la expresion de rAAV, como se mostré
inicialmente para vectores lentivirales. Los datos demuestran que los miARNs enddgenos pueden reprimir
eficazmente la expresion transgénica de rAAV. En tanto corazén como higado, los miARNSs reprimieron la expresion
transgénica dirigiendo la escision endonucleolitica del ARNm de transgén (Figura 18). La regulacion de miARN de la
expresion de rAAV no perturbd la expresion o funcion del miARN enddgeno correspondiente, permitiendo que la
expresion transgénica se limitara al SNC en ratones. El ejemplo indica que una estrategia que combina multiples
sitios de union para miARNs expresados en la periferia, pero no el SNC, es Uutil para el desarrollo de vectores de
terapia génica especificos del SNC mas seguros.

Materiales y métodos

Disefio de vector, construccién y produccion. Se disefiaron sitios de unién de mIARN perfectamente
complementarios basandose en las secuencias de miR-1 y miR-122 indicadas en miRBase y se insertaron en el sitio

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 605305 T3

de restriccion BstBl en 3' UTR del casete de expresion de nLacZ del plasmido de B-galactosidasa dirigida al nucleo
(nLacZ) de pAAVCB ubicuamente expresado usando oligonucleétidos sintéticos (Figura 15a y Tabla 3). Este vector
usa un casete hibrido de potenciador del citomegalovirus / promotor de CB que es activo en la mayoria de las
células y tejidos. Para expresar miR-122 y miR-1, se amplificaron por PCR fragmentos de pri-miR-122 y pri-miR-1 de
ADN genomico de ratén C57/B6 (Tabla 4) y se insert6 en el sitio de restriccion Xbal 3' con respecto a un ADNc de
luciferasa de luciérnaga en el plasmido pAAVCBELuc. La identidad de cada pri-miARN se verificd por secuenciacion.
Los vectores de AAV9 usados en este estudio se generaron, purificaron y valoraron.

Cultivo celular y transfeccion. Se cultivaron células HEK-293 y HuH7 en medio Eagle modificado por Dulbecco
complementado con 10 % de suero bovino fetal y 100 mg/l de penicilina-estreptomicina (Hyclone, South Logan, UT).
Las células se mantuvieron en una estufa de incubacion humidificada a 37 °C y 5% de CO,. Los plasmidos se
transfectaron transitoriamente usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) segun las instrucciones del
fabricante.

Estudios de raton. Se obtuvieron ratones C57BL/6 macho (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) y se
mantuvieron. Para monitorizar los perfiles de lipidos de los animales del estudio, se recogieron muestras de suero 4
semanas después de la inyeccion de rAAV9 y se analizaron para colesterol total, lipoproteina de alta densidad y
lipoproteina de baja densidad en un analizador COBAS C 111 (Roche Diagnostics, Lewes, RU). Para evaluar la
transferencia génica de EGFP limitada al SNC mediada por miARN endogeno, ratones C57BL/6 macho de 10
semanas de edad se inyectaron por via intravenosa (vena de la cola) con AAV9CBnLacZ-[sitio de unién de miR-122
(BS)4]. AAVICBnLacZ-(miR-122BS);. AAVICBnLacZ-(miR-1BS)1. AAV9CBnLacZ-(miR-1BS)s. AAVQCBnLacZ-(mlR-
1BS)1-(miR-122BS), y AAVQCBnLacZ-(mlR-1BS) -(miR-122BS);, respectivamente, a 5 x 10" GC/kg de peso
corporal) o scAAVOCBEGFP a 2 x 10" GC/kg de peso corporal). Los animales que recibieron vectores de nLacZ se
sacrificaron 4 semanas después; se prepararon criosecciones de 8 pm de tejidos de higado, corazén y pancreas
para tincion histoquimica con X-gal. Los animales que recibieron vectores de EGFP se sacrificaron 3 semanas
después y se fijaron por perfusion transcardica con 4 % (peso/vol) de paraformaldehido. Se recogieron cerebro,
médula espinal, higado, corazén y musculo para crioseccionamiento. Se tifieron tejido de cerebro y de médula
espinal cervical como secciones flotantes en una placa de 12 pocillos usando anticuerpos anti-EGFP de conejo
(Invitrogen) diluidos 1:500, seguido de anticuerpo secundario anti-conejo de cabra (Invitrogen) diluido 1:400. Fuera
del SNC, la expresion de EGFP se detectd directamente por fluorescencia. Se registro la fluorescencia de EGFP y
de anticuerpo usando un microscopio invertido Nikon TE-2000S a x10 aumentos y un tiempo de exposicién de 3
segundos para higado, corazon y musculo, y 5 segundos para talamo (cerebro) y médula espinal cervical.

Cuantificacion de genomas de vector por qPCR. Se extrajo ADN de genoma de los tejidos seleccionados usando el
minikit de ADN QlAamp (Qiagen, West Sussex, RU), segun las instrucciones del fabricante. Se llevaron a cabo PCR
cuantitativa por triplicado usando ADN de Ring y 0,3 umol/l de cebadores especificos de EGFP (EGFP-F y EGFP-R)
usando la mezcla madre GoTag gPCR (Promega, Madison, WI) en un instrumento de PCR en tiempo real StepOne
Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Anédlisis de qRT-PCR. Se extrajo ARN usando Trizol (Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. Se cebo el
ARN total (0,5-1,0 pug) con hexameros al azar u oligo(dT) y se transcribieron de forma inversa con transcriptasa
inversa MultiScribe (Applied Biosystems). Se realizaron PCR cuantitativas por triplicado con 0,3 ymol/l de pares de
cebadores especificos de gen (nLacZ5'F/5'R, nLacZ 3'F/3'R, ciclina G1F/R y EGFP-F/EGFP-R) usando la mezcla
madre GoTaq gPCR en un dispositivo de PCR en tiempo real StepOne Plus. La especificidad de los productos de
gRT-PCR derivados de los extremos 5'y 3' de ARNm de nLacZ se confirmé por electroforesis en gel.

Anélisis de transferencia Northern. Se extrajo ARN total de higado de ratén y se analizé por hibridacién Northern.
Para detectar ARNm de nLacZ, un fragmento de 618 pb de ADNc de nLacZ se aislo6 por digestion por Ncol y Pcil de
pAAVCBnLacZ y se marcé con a->2P dCTP por cebado al azar (Takara, Shiga, Japon). Para detectar fragmentos de
3' del ARNm de nLacZ escindido, una fragmento de 111 pb de la secuencia de poli(A) en el genoma de vector se
clon6 en pCR4-TOPO (Invitrogen) para la preparacion de sonda de ARN antisentido marcada con a-*P CTP durante
la transcripcion in vitro usando el kit Riboprobe System T7 (Promega). Para detectar miR-122, miR-26a, miR-22 y let-
7 0 U6 en ARN de higado total, se resolvieron ARN pequefios desnaturalizando geles al 15 % de poliacrilamida, se
transfirieron a la membrana Hybond N+ (Amersham BioSciences, Pittsburgh, PA) y se reticularon con 254 nm de luz
(Stratagene, La Jolla, CA). Se usaron oligonucledtidos sintéticos, se marcaron en el extremo 5' con y-P ATP
usando T4 polinucledtido cinasa (New England Biolabs, Beverly, MA), como sondas de ADN (Tabla 4) y se
hibridaron en tampén Church (0,5 mol/l de NaHPO4, pH 7,2, 1 mmol/l de EDTA, 7 % (peso/volumen) de
dodecilsulfato de sodio) a 37 °C. Las membranas se lavaron usando 1 x SSC (cloruro sédico 150 mM, citrato de
sodio15 mM), 0,1 % de tampdn dodecilsulfato de sodio, y luego se visualizaron usando FLA-5100 Imager (Fuijifilm,
Tokio, Japon).

Anédlisis de transferencia Western. Se extrajeron proteinas con tampon de ensayo de radioinmunoprecipitacion [25
mmol/l de Tris-HCI, pH 7,6, 150 mmol/l de NaCl, 1 % (vol/vol) de NP-40, 1 % (peso/vol) de desoxicolato de sodio,
0,1 % (peso/volumen) de dodecilsulfato de sodio] que contenian una mezcla de inhibidores de la proteasa (Boston
PB, Boston, MA). La concentracion de proteina se determiné usando el método de Bradford (Bio-Rad, Melville, NY).
Se cargaron muestras de proteina, 50 ug cada una, sobre geles al 12 % de poliacrilamida, se sometieron a
electroforesis y se transfirieron a membrana de nitrocelulosa (Amersham BioSciences). Brevemente, las membranas
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se bloquearon con tampon de bloqueo (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) a temperatura ambiente durante 2 horas,
seguido de incubacién con tanto anti-GAPDH (Millipore, Billerica, MA), anti-ciclina G1 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) o anti-calmodulina (Millipore) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de tres lavados con
PBS que contenia 0,1 % (vol/vol) de Tween-20, las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios
conjugados con LI-COR IRDye durante 1 hora a temperatura ambiente, y entonces los anticuerpos se detectaron
usando Odyssey Imager (LI-COR).

Ensayo de [(-galactosidasa. Se extrajeron proteinas con tampén de ensayo de radioinmunoprecipitacion y se
cuantificaron como se ha descrito anteriormente. Se usaron cincuenta microgramos de proteina para cada ensayo
de B-galactosidasa usando el sistema Galacto-Star (Applied Biosystems), segun las instrucciones del fabricante.

5'RACE. Se realiz6é 5' RACE como se ha descrito. Se usaron el cebador Outer de 5' RACE y el cebador especifico
del gen nLacZ bGHpolyAR (Tabla 4) para la primera ronda de PCR anidada. Se usaron el cebador Inner de 5' RACE
y el cebador especifico del gen nLacZ nLacZpolyR, que se localiza cerca del codon de terminacién de ADNc de
nLacZ, para la segunda ronda de PCR anidada (Tabla 4). Los productos de PCR se clonaron en TOPO en pCR-4.0
(Invitrogen) y se secuenciaron.

Anédlisis estadistico. Todos los resultados se informan como media + DE y se compararon entre grupos usando la
prueba de la t de Student bilateral.

Tabla 3 Resumen de escision de ARNm de transgén guiada por microARN en higado y corazén de ratdn

Sitio de escision

Escisién de miR BS Posicién | Entre 10y 11 nt | Entre 17y 18 nt | Entre 18 y 19 nt | Sitio al azar
Higado 1 Copia de miR-122 BS (21 1 17/21 81 % ND ND 19 %
clones)
3 Copias de miR-122 BS (11 clones) 1 ND 100 % | ND ND 0%
2 4/11
3 7/11
3 Copias de cada uno de miR-1y 1 ND ND ND ND 0%
miR-122 miR-1 3x BS
BS en un unico vector (21 clones) 2 ND
3 ND
miR-122 3x BS 1 1/21 95% | ND ND 5%
2 10/21
3 9/21
Corazoén 1 Copia de miR-1 BS (12 1 12/12 | 100 % | ND ND 0%
clones)
3 Copias de miR-1 BS (21 clones) 1 ND 80 % | 4/21 20 % ND 0%
2 16/21 ND
3 1/21 ND
3 Copias de cada uno de miR-1y 1 ND ND ND 1/22 14 % 4%
miR-122 miR-122 3x BS
BS en un vector Unico (22 clones) 2 ND 1/22
3 ND ND
miR-1 3x BS 1 1/22 73% | ND 9% ND 0%
2 7/22 1/22
3 8/22 1/22
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Tabla 4. Cebadores y sondas de oligonucledtidos usados en el Ejemplo 8.

Oligonucleétidos Secuencia SEQ ID NO
(miR-1); sentido [PHOS]CGAAATACATACTTCTITACATICC SEQ ID NO: 32
ATT
(miR-1); antisentido [PHOSICGAATGGAATGTAAAGAAGTATGT SEQ ID NO: 33
ATTT
(miR-122); sentido [PHOS]CGAAACAAACACCATTGTCACACT SEQ D NO: 34
CCATT
(miR-133); antisentido [PHOS]CGAATGGAGTGTGACAATGGTGTT SEQID NO: 35
TGTTT
(miR-1)s sentido [PHOS]CGAAATACATACTTCTTTACATICC SEQ ID NO: 36
AATACATACTTCTTTACATTCCAATACATA
CTTCTTTACATTCCATT
(miR-1); antisentido [PHOS]CGAATGGAATGTAAAGAAGTATGT SEQ ID NO: 37
ATTGGAATGTAAAGAAGTATGTATTGGAA
TGTAAAGAAGTATGTATTT
(miR-122); sentido [PHHOS]CGAAACAAACACCATTGTCACACT SEQ ID NO: 38
CCAACAAACACCATTGTCACACTCCAACA
AACACCATTGTCACACTCCATT
(miR-122); antisentido [PHOSICGAATGGAGTGTGACAATGGTGTT SEQ ID NO: 39
TGTTGGAGTGTGACAATGGTGTTTGTTGG
AGTGTGACAATGGTGTTTGTTT
(miR-1)1 -(miR-122); sentido [PHOS]CGAAATACATACTTCTITACATTCC SEQ ID NO: 40
AACAAACACCATTGTCACACTCCATT
(miR-1)1 -(miR-122), antisentido [PHOSJCGAATGGAGTGTGACAATGGTGTT SEQ ID NO: 41
TGTTGGAATGTAAAGAAGTATGTATTT
Fragmento (miR-1); - (MiR-122)3 sintetizado TTCGAACTCGAGATACATACTTCTTTACAT SEQ ID NO: 42
TCCAATACATACTTCTTTACATTCCAATAC
ATACTTCTTTACATTCCACCATGGACTAGT
ACAAACACCATTGTCACACTCCAACAAAC
ACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATT
GTCACACTCCAGCGGCCGCTTCGAA
Pri-miR-122F ATCGGGCCCGACTGCAGTTTCAGCGTTTG SEQ ID NO: 43
Pri-miR-122R CGCGGGCCCGACTTTACATTACACACAAT SEQ ID NO: 44
Pri-miR-1F CGCGGGCCCGACTGATGTGTGAGAGAGAC | SEQID NO: 45
Pri-miR-1R CGCGGGCCCGACTTTCGGCCTCCCGAGGC | SEQID NO: 46
NLacZ5¢F(5¢F) TGAAGCTGAAGCCTGTGATG SEQ ID NO: 47
nLacZ 5¢R(5¢R) GAGCACCTGACAGCATTGAA SEQ ID NO: 48
nLacZ3¢F(3¢F) CTCAGCAACAGCTCATGGAA SEQ ID NO: 49
nLacZ3¢R(3¢R) TTACTTCTGGCACCACACCA SEQ ID NO: 50
nLacZpolyF(A'F) TGGTGTGGTGCCAGAAGTAA SEQ ID NO: 51
nLacZpolyR(A'R) CAACAGATGGCTGGCAACTA SEQ ID NO: 52
bGHpolyAR(bGHAR) TGGGAGTGGCACCTTCCA SEQ ID NO: 53
EGFP-F CGACCACTACCAGCAGAACA SEQ ID NO: 54
EGFP-R CTTGTACAGCTCGTCCATGC SEQ ID NO: 55
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Oligonucleétidos Secuencia SEQ ID NO
Ciclina G1F AATGGCCTCAGAATGACTGC SEQ ID NO: 56
Ciclina G1R AGTCGCTTTCACAGCCAAAT SEQ ID NO: 57
MM-Actina F ATGCCA ACACAGTGCTGTCTGG SEQ ID NO: 58
MM-Actina R TGCTTGCTGATCCACATCTGCT SEQ ID NO: 59

Sonda de miR-122 TGGAGTGTGACAATGGTGTTTG SEQ ID NO: 60

Sonda de Let-7 AACTATACAACCTACTACCTCA SEQ ID NO: 61

Sonda de miR-26a AGCCTATCCTGGATTACTTGAA SEQ ID NO: 62

Sonda de miR-22 ACA GTTCTT CAACTGGCAGCTT SEQ ID NO: 63

Sonda de U6 CTCTGTATCGTTCCAATTTTAGTATA SEQ ID NO: 64

Ejemplo 9: La inyeccién intravenosa de rAAVs medié en la amplia transduccion en el SNC de ratén neonatal
Introduccion al ejemplo

Este ejemplo describe un analisis de nueve vectores de scAAV para propiedades de transferencia génica al SNC
después de la administracion sistémica. Este estudio implico identificar vectores mas eficaces para la transferencia
génica al SNC, el estudio examind serotipos o variantes naturales de rAAVs para la permeacion potenciada de la
BBB. En algunos casos, el estudio buscé identificar vectores de rAAV con administracion mejorada de proteina
verde fluorescente potenciada (EGFP) al SNC ftras la inyeccion en la vena facial en el dia 1 postnatal (P1). Se
incluyd AAV9 en el estudio. Excepto por rAAV2 y rAAVS5, los otros 7 vectores cruzaron la BBB con eficiencia de
transduccion variable, entre los que rAAVrh.10, rAAVrh.39, rAAVrh.43, rAAV9 y rhAAV7 se clasificaron en los 5
primeros, que mediaron en una robusta expresion de EGFP en tanto células neuronales como de la glia en todo el
SNC en este estudio. El rendimiento de rAAVrh.10 fue comparable al de rAAV9 y en algun caso mejor. Varios rAAVs
transducen eficientemente neuronas, neuronas motoras, astrocitos y células de Purkinje; entre ellos, rAAVrh.10 es al
menos tan eficiente como rAAV9 en muchas de las regiones examinadas. rAAVs administrados por via intravenosa
no produjeron microgliosis anormal en el SNC. Los rAAVs que logran una amplia transferencia génica estable del
SNC son utiles como vectores terapéuticos para trastornos neurolégicos que afectan a grandes regiones del SNC,
ademas de herramientas bioldgicas convenientes para la investigacion neurocientifica.

Resultados

Veintitin dias después de la administracion del vector en ratones P1, se compararon los perfiles de transduccion del
SNC de los siguientes vectores de AAV recombinantes que codifican EGFP: rAAV1, rAAV2, rAAV5, rAAV6, rAAV6.2,
rAAV7, rAAV9, rAAVrh.10, rAAVrh.39 y rhAAVrh.43. Los vectores usados en este estudio fueron comparables en
pureza e integridad morfolégica (Figura 19). Como se evalua por el sistema de puntuacién descrito en los métodos,
rAAV9 estuvo entre los principales intérpretes; la mayoria de los otros rAAVs probados (rAAV1, rAAV6, rAAV6.2,
rAAV7, rAAVrh.10, rAAVrh.39 y rAAVrh.43) también dieron lugar a la expresion de EGFP en todo el SNC (Tabla 2).
El nimero de células positivas para EGFP evidente (Tabla 5) entre estructuras sub-anatémicas estuvo influido por el
vector particular usado. Para estos siete rAAVs, y rAAV9 (total de ocho rAAVs), que permearon en la BBB y
realizaron la transduccién del SNC después de la administracion i.v., se encontraron células positivas para EGFP en
el hipotalamo, seguido de bulbo raquideo, estriado, hipocampo, corteza y cerebelo. A diferencia, la eficiencia de
transduccion en el bulbo olfativo y el talamo fue relativamente baja (Tabla 5). Se hizo una evaluacién cuantitativa de
la eficiencia de la transferencia génica de EGFP de cada rAAV. Se seleccionaron 12 regiones sub-anatémicamente y
funcionalmente importantes en el cerebro para el andlisis cuantitativo de la intensidad/pixel de EGFP media en cada
region para cada rAAV usando el software Nikon NIS elements AR V. 32 (Figura 19a) (véase Métodos). Para los
ocho vectores que lograron la transduccion del SNC después de la inyeccion i.v., la intensidad/pixel de EGFP media
fue relativamente baja en la corteza, nucleo habenular, asta de Amén, giro dentado, talamo, cerebelo y bulbo
olfativo, moderado en flexo coroideo y caudado-putamen, pero alto en hipotalamo, bulbo raquideo y amigdala
(Figura 19a). Se compararon las intensidades promedio de EGFP de todas las 12 regiones para diferentes rAAVs en
la Figura 19b. Se observaron AAVrh.10, AAVrh.39 y AAVrh.43 para la eficiencia genética de la transduccién en
cerebro, seguido de AAV7, AAV9 y AAV1 (Figuras 19a y 19b). Aquellos ocho serotipos eficaces también mediaron
en la expresion de EGFP en toda la médula espinal, a diferentes grados. Se realizé el mismo analisis cuantitativo
para cada rAAV en las secciones cervical, toracica y lumbar de la médula espinal (Figura 19a); también se
compararon las intensidades promedio de EGFP de las tres secciones para diferentes rAAVs (Figura 19b). AAV1,
AAV9, AAVrh10, AAV.rh39 y AAV.rh43 presentaron una fuerte transduccion en la médula espinal con alta intensidad
de EGFP observada en el cuello uterino, seguido de las secciones toracica y lumbar de la médula espinal (Figuras
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19a y 19b). Para rAAV2 hubo algunas células positivas para EGFP en el hipocampo, corteza e hipotalamo. Se
observaron células positivas para EGFP en el hipotalamo en ratones inyectados con AAV5. Se proporciona a
continuacién una descripcion de las observaciones hechas en diferentes estructuras del SNC. Las estructuras del
SNC subanatomicas pueden servir de diana para la terapia génica del SNC. En algunos casos, las estructuras del
SNC subanatdmicas estan asociadas a cambios patolégicos en uno o mas trastornos neurolégicos. En algunos
casos, las estructuras del SNC subanatémicas tienen perfiles de transduccion distintos para uno o mas rAAVs.

Estriado. La patologia del estriado esta asociada a enfermedad de Huntington, coreas, coreoatetosis y discinesias.
La drogadiccion puede implicar plasticidad en las sinapsis estriatales. La inyeccion sistémica de rAAV9 en ratones
neonatales transduce tejido estriatal. En este estudio, un gran ndmero de células con morfologia neuronal en esta
region también se transdujeron por rAAVrh.10 (Figura 20), que se confirmé por co-tincion con un marcador neuronal
como se describe a continuacion. Otros vectores, que incluyen rAAVrh.39 y rAAV7, también mediaron en la
transduccion moderada en el estriado (Figura 20). A diferencia, rAAV6, rAAV6.2 y rAAV1 produjeron expresion de
EGFP relativamente baja en esta estructura (Figura 20).

Hipocampo. El hipocampo es una region asociada a memoria a largo plazo y navegacion espacial, que normalmente
se dafa por estrés y patogénesis de enfermedades tales como epilepsia y esquizofrenia. Se observaron
bilateralmente grandes numeros de neuronas positivas para EGFP en todas las regiones del hipocampo,
concretamente el giro dentado, hilio, CA1, CA2 y CA3 para los ratones que recibieron rAAVrh.10, rAAV9, rAAV7,
rAAVrh.39, y rAAVrh.43 intravenoso (clasificados por eficiencia de transduccion en esta estructura, Tabla 5 y Figuras
19y 20). Ademas del patrén de transduccion neuronal, las células positivas para EGFP tuvieron aspecto morfologico
de astrocitos (Figura 20). Esto se confirmé ademas por tincién doble con anticuerpos contra EGFP y marcador
astrocitico como se describe mas adelante. Para vectores de rAAV1 rAAV6 y rAAV6.2 administrados por via
intravenosa hubo pequefios nimeros de células positivas para EGFP en el hipocampo (Figura 20).

Corteza. Cambios patoldgicos en la corteza participan en enfermedad de Alzheimer y de Parkinson. Los vectores de
AAV7, AAV9, AAVrh.10, AAVrh.39 y AAVrh.43 lograron transduccion de EGFP moderada en la corteza (Tabla 5 y
Figuras 19 y 20). La morfologia de células transducidas estuvo de acuerdo con tanto neuronas como astrocitos como
se confirmé ademas por tincion de marcador celular y el analisis microscépico confocal descrito mas adelante.
Normalmente se observaron células positivas para EGFP importantes en las regiones ventrolaterales de la corteza,
que incluyen la corteza insular agranular posterior, corteza piriforme, corteza entorrinal lateral, nicleo amigdalino
cortical posterolateral y nucleo amigdalino cortical posteromedial (Figura 20). Fuertes sefiales de EGFP se
diseminaron de +1,5 a -3,3 mm en relaciéon con el bregma (0,0 mm). La eficiencia cortical de la transduccion de
rAAVrh.10, rAAV9, rAAVrh.39 y rAAVrh.43 fue comparable (Tabla 5 y Figuras 19 y 20). Los vectores de AAV1, AAV6
y AAV6.2 también transdujeron células en la corteza (Figura 20).

Hipotalamo. Una funcién del hipotalamo es secretar neurohormonas para controlar ciertos procesos metabdlicos. El
hipotalamo también se indica en la etiologia de la diabetes. Se observé sefial de EGFP en el hipotalamo para ocho
vectores. La administracion intravenosa de rAAVrh.10 produjo la expresion de EGFP mas alta en todo el hipotalamo,
seguido de rAAVrh.39, rAAV7, rAAV6.2, rAAVrh.43, rAAV9, rAAV1 y rAAV6 (Figuras 19 y 20 y Tabla 5). De forma
interesante, la mayoria de las células positivas para EGFP en esta estructura tienen una morfologia astrocitica que
se determind por inmunotincién para un tipo astrocitico de marcador especifico de célula como se describe mas
adelante. La sefial de EGFP astrocitica tendié a oscurecer el examen directo de detalles morfolégicos de otras
células transducidas. Sin embargo, esto se aclaré por tincion inmunofluorescente doble de secciones de tejidos con
anticuerpos para EGFP y marcadores de células neuronales como se describe mas adelante.

Cerebelo. Las lesiones patologicas en el cerebelo se encuentran frecuentemente en enfermedades tales como
sindrome afectivo-cognitivo cerebeloso, trastorno del desarrollo de la coordinacion, sindrome de la fosa posterior,
déficits linglisticos, envejecimiento, trastorno por déficit de atencién con hiperactividad, autismo, demencia y
esquizofrenia. Se detectaron células positivas para EGFP y fibras en el cerebelo para la mayoria de los vectores de
rAAV (Tabla 5 y Figuras 19 y 20). Se encontré un gran nimero de células que expresaban EGFP en las capas de
células de Purkinje y granulosas para rAAV7, rAAV9, rAAVrh.10, rAAVrh.39 y rAAVrh.43 (Figura 20). El perfil de
transduccion del vector de rAAV1 indicd expresion en células en la capa de células granulosas, mientras que rAAV6
y rAAV6.2 se localizaron en células en la capa de células de Purkinje (Figura 20).

Bulbo raquideo. El bulbo raquideo es una posible diana para terapia génica para tratar dolor crénico. La mayoria de
los rAAVs medid en la expresion de EGFP de moderada a robusta en el bulbo raquideo, estando la mayoria de las
células verdes presentes en el borde externo (Figura 20). Las eficiencias de transduccion de estos rAAV en esta
region se clasifican en el siguiente orden: rAAVrh.39 = rAAVrh.43 > rAAV.rh10 > rAAV1> rAAV9 > rAAV7 > rAAV6.2
> rAAV6 (Tabla 5 y Figura 19a). La morfologia de la mayoria de las células transducidas por EGFP estuvo de
acuerdo con que las células eran astrocitos.

Médula espinal. La médula espinal participa en enfermedades de las neuronas motoras. rAAVrh.10, rAAV9,
rAAVrh.39 y rAAVrh.43 dieron lugar a expresion de EGFP muy robusta en la materia gris y blanca cervical, mientras
que rAAV1, rAAV6.2 y rAAV7 mostraron intensidad de EGFP moderada (Tabla 5 y Figuras 19y 21). Para rAAV1, se
observo sefal de EGFP en materia blanca. La capacidad de transduccion de todos los rAAVs eficaces disminuy6 de
la médula espinal cervical a la lumbar. Fueron visibles células positivas para EGFP en la dltima regiéon. Se
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observaron grandes poblaciones de células positivas para EGFP con morfologia astrocitica en toda la médula
espinal (Figura 21). Ademas, rAAVrh.10, rAAV9, rAAVrh.39, rAAVrh.43 y rAAV7 también transdujeron células con
morfologia de neurona motora en las regiones ventrales de la médula espinal (Figura 21). Las fibras de la columna
dorsal ascendente mostraron sefial de EGFP clara. Ademas, los ganglios de la raiz dorsal (DRG) presentaron
transduccion sorprendente con fuerte expresion de EGFP en neuronas DRG (Figura 22 y Figura 26). Las identidades
de tipos de células transducidas por rAAV en la médula espinal se caracterizaron por co-tincién por
inmunofluorescencia con anticuerpos contra EGFP y marcadores especificos de tipo de célula como se describe
mas adelante.

La administracién IV de vectores de AAV conduce a la transduccién de diferentes tipos de células en el SNC

Para confirmar la identidad de células transducidas en diferentes regiones del SNC, se realizd tincion
inmunofluorescente doble con anticuerpos para EGFP y NeuN (marcador neuronal genérico), proteina fibrilar acida
de la glia (GFAP; marcador de astrocitos), calbindina-D28K (marcador de células de Purkinje) y colina acetil
transferasa (ChAT; marcador de neuronas motoras) (Figura 23). Los resultados de la inmunotincién mostraron que
un gran numero de células positivas para NeuN expresaron EGFP en todo el cerebro de ratén, que indicé la amplia
transduccion neuronal. Las regiones con alta densidad de neuronas transducidas incluyeron estriado, hipocampo,
corteza e hipotalamo. Los vectores de rAAVrh.10, rAAV9, rAAV7 y rAAVrh.39 fueron eficientes en mediar en la
transducciéon neuronal, seguido de AAV6.2, AAV1 y AAV6 (Figuras 19 y 23). Ademas, se transdujeron neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra por AAV.rh10 (Figura 23). Las células transducidas en el SNC incluyeron
astrocitos positivos para GFAP con cuerpos celulares pequefios y procesos altamente ramificados (Figura 23). La
inmunotincion de calbindina-D28K confirmo la identidad de varias células transducidas en el cerebelo como células
de Purkinje, con la expresion de EGFP en tanto cuerpo celular como sus procesos tipo arbol (Figura 23). rAAVs
aptos en la transduccion de células de Purkinje incluyen: rAAVrh.10, rAAV9, rAAVrh.39, rAAV7, rAAV6.2 y
rAAVrh.43. rAAV1 y rAAV6 transdujeron una porcion de células de Purkinje con intensidad de EGFP relativamente
baja (Figura 19). La transduccién de neuronas motoras se confirmé por la presencia de grandes células
EGFP+/ChAT+ en la médula espinal ventral para varios vectores de rAAV (Figura 23). rAAVrh.10, rAAV9, rAAV7,
rAAVrh.39 mostraron transduccion de eficiencia comparable de neuronas motoras (Figura 21).

La administracion 1V de vectores de AAV medié en la robusta transduccién en ventriculos y vasos sanguineos del
cerebro

Se observé expresion de EGFP en las células del flexo coroideo en los ventriculos laterales, 3° y 4° de los animales
infundidos con rAAVrh.39, rAAVrh.10, rAAVrh.43, rAAV7 y rAAV9 (clasificados por eficiencia de transduccioén, Tabla
5y Figuras 19y 24). La expresion de EGFP en diferentes ventriculos del mismo cerebro de raton fue similar (Figura
24). También se transdujeron células ependimarias que revisten los ventriculos. Una observacion referente a la
distribucion de las células positivas para EGFP fue el aparente gradiente con el nimero mas alto de células
transducidas en regiones peri-ventriculares y ndmeros progresivamente mas bajos con distancia creciente a los
ventriculos. Esto fue evidente en areas alrededor de los ventriculos 3° y 4° distintos de los ventriculos laterales
(Figura 24). También se encontré una amplia sefial de EGFP con vasos sanguineos en todo el cerebro de raton y
médula espinal. Esto se verificd por tincion inmunofluorescente doble con anticuerpos dirigidos a EGFP y un
marcador especifico de endotelio de vaso sanguineo, CD34 (Figuras 27a y 27b). A diferencia de los perfiles de
transduccion de rAAV en diferentes regiones del parénquima cerebral, la transduccion de EGFP de los vasos
sanguineos en todo el SNC fue relativamente uniforme para cualquier vector dado. Sin embargo, la transduccién de
vasos sanguineos estuvo influida por el rAAV particular usado. La mayoria de los rAAVs medié en una transduccion
de vasos sanguineos de moderada (por ejemplo, rAAV6) a altamente eficiente (por ejemplo rAAVrh.10) en el SNC.

La inyeccion IV de vectores de AAV no produjo microgliosis

También se tifieron secciones de cerebro con anticuerpo contra Iba-1 para marcar células de la microglia. Las
células positivas para Iba-1 en las secciones de ratones que recibieron rAAVrh.10 no fue superiores a aquellas en
ratones sin tratamiento previo o inyectados con PBS (Figura 28). Este resultado indicé que los rAAVs administrados
por via intravascular no produjeron inflamacién sostenida en el SNC de ratones 3 semanas después de la inyeccion
de neonatos P1.

Discusion de resultados

En este estudio, el perfil de transduccién del SNC se evalué para 10 vectores de rAAV diferentes administrados por
infusion intravascular en ratones neonatales. La mayoria de los rAAVs pueden cruzar la BBB y mediar en la
transferencia génica al SNC del ratdon neonatal con grados variables de eficiencia (Figuras 19-21 y Tabla 5).
Después de la administracion sistémica, rAAVrh.10, rAAVrh.39, rAAVrh.43 y rAAV9 son los rAAVs eficaces con
capacidad de transduccion y tropismo celular similares, como se evalia por la expresion de EGFP global en el SNC.
Especificamente, varias regiones en el SNC del raton, que incluyen estriado, hipocampo, corteza, hipotalamo,
cerebelo, bulbo raquideo y médula espinal cervical, revelaron una expresion de EGFP sustancial. Ademas, rAAV6.2
y rAAV7 también fueron eficaces. AAV1 y AAVG, lograron la transduccion del SNC (Tabla 5). La expresion de EGFP
nativa fue detectable en secciones de cerebro y médula espinal para la mayoria de los rAAVs sin inmunotincion
(Figura 29).
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Este ejemplo tiene importancia clinica para la terapia génica de trastornos relacionados con el SNC, que incluye para
pacientes jovenes. Para una variedad de enfermedades neuroldgicas, el tratamiento temprano durante la infancia
puede ser necesario para prevenir la lesion irreversible del SNC. La capacidad de los rAAVs para transducir grandes
numeros de células neuronales en diferentes regiones es relevante para tratar enfermedades neuroldgicas tales
como atrofias musculares espinales, lipofuscinosis ceroides neuronales y degeneraciones espinocerebelosas. La
eficiencia de algunos vectores de rAAV en transducir células de Purkinje y de capas granulosas indica que los
vectores pueden usarse para tratar ataxias espinocerebelosas. La transduccién de astrocitos por rAAVs que
expresan factores neurotréficos secretados también puede ser beneficiosa para varias enfermedades
neurodegenerativas tales como enfermedad de Canavan y esclerosis lateral amiotrofica. La transduccion vascular en
el SNC puede ser relevante para tratar isquemia cerebral y accidente cerebrovascular. La aplicacion clinica de la
administracion génica mediada por rAAV intravascular también puede extenderse al sistema nervioso periférico
(SNP). La eficiente transduccion de DRG proporciona nuevas estrategias terapéuticas para pacientes que padecen
dolor crénico.

La administracion génica sistémica al SNC también es util como método para manipular la expresion génica en
investigacion. Puede aplicarse expresion transgénica eficaz y estable en el SNC por administracion intravenosa de
rAAVs para establecer modelos de animales transgénicos somaticos, que es un método posiblemente mas barato,
mas rapido y mas simple que la transgénesis convencional. También pueden crearse modelos de animales
inactivados en genes del SNC somaticos usando el método descrito en el presente documento.

Algunos rAAVs de hecho demostraron perfiles de transduccion unicos en el SNC. Por ejemplo, rAAV1 presentd
células granulomatosas transducidas en el cerebelo, mientras que rAAV6 y rAAV6.2 transdujeron células de
Purkinje, y otros transdujeron ambos tipos de células (Figura 9). Esto indica que una vez a través de la BBB, los
rAAVs tienen distintos tropismos, que pueden atribuirse a la capside debido a que el genoma de vector usado en
todos los vectores era el mismo.

Los serotipos de AAV desvelados en el presente documento pueden transducir eficientemente células endoteliales
de capilares del cerebro, neuronas y astrocitos. Esto indica que estos vectores pueden extravasarse de la circulacion
y llegar al parénquima del SNC, posiblemente cruzando la BBB. El AAV puede cruzar la barrera endotelial por una
via de transcitosis. En este estudio, flexos coroideos y su tejido del parénquima de alrededor fueron eficientemente
transducidos. Ademas, hubo un evidente gradiente de intensidad de EGFP de tejido peri-ventricular (mas alta) a del
parénquima profundo (mas abaja). Estas observaciones indican que AAV puede entrar en el SNC del ratéon neonatal
mediante el flexo coroideo, seguido de la amplia distribucion mediante el LCR y/o flujo intersticial de fluidos para
transducir células neuronales y de la glia.

Pueden usarse promotores especificos de neuronas y de la glia, tales como sinapsina-1, y promotores de GFAP
para limitar la expresidon génica a un tipo especifico de célula. Otro método para lograr la administracion génica al
SNC dirigida es utilizar interferencia por ARN para desdireccionar los tejidos periféricos por mecanismos reguladores
post-transcripcionales. Afadiendo sitios de unién de microARN en el extremo 3' de los casetes del transgén, la
expresion transgénica después de la administracion sistémica de vectores de AAV pueden reducirse o eliminarse en
tejidos tales como higado, corazén y musculo esquelético, mientras que se mantiene la transduccién del SNC .

Materiales y métodos
Produccién de AAV

Se produjeron vectores de scAAV por trans-encapsidacion del genoma del vector de rAAV flanqueado por
repeticiones terminales invertidas (ITRs) de AAV2 con las capsides de diferentes AAVs usando el método de
transfeccion transitoria de células 293 y sedimentacion en gradiente con CsCl que se ha descrito previamente. Se
valoraron preparaciones de vector por PCR cuantitativa. La pureza de los vectores se evalué por electroforesis en
gel al 4-12 % de SDS-acrilamida y tincion con plata (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se examind la integridad morfoldgica
de cada vector usado en el estudio por microscopia electrénica de transmision de viriones de AAV recombinante
tefidos negativos. La expresion de EGFP en el genoma de vectores de scAAV se dirige por un potenciador hibrido
del promotor del CMV/B-actina de pollo.

Infecciones de ratones neonatales

Se usaron comparieros de camada de ratones C57BL/6 no mutantes. La cria de ratones se realizo usando el método
de ritmo programatico. Se monitorizaron ratones prefiados diariamente desde el dia embrionario 17 hasta 21 para
garantizar que las crias recién nacidas pudieran ser administradas con los vectores en P1. Se sacé de la jaula la
madre (alojada individualmente) de cada camada que iba a inyectarse. Los vectores se diluyeron a concentracion de
4 x 10" GC/ml en PBS y posteriormente se extrajeron 100 pl de disolucién en jeringas de insulina 31G (jeringas de
insulina BD Ultra-Fine Il U-100). Las crias P1 de ratones C57BL/6 se anestesiaron usando isoflurano y descansaron
sobre hielo. Para inyecciones intravenosas, se us6 un microscopio de diseccion para visualizar la vena temporal
(situada justo anterior a la oreja). La aguja se insert6 en la vena y se comprimié manualmente el émbolo. La correcta
inyeccién se verifico observando el palidecimiento de la vena. Cada cria recibié 4 x 10" GC de diferentes vectores
scrAAVCBEGFP (rAAV1, rAAV2, rAAV5, rAAV6, rAAV6.2, rAAV7, rAAV9, rAAVrh.10, rAAVrh.39, rAAVrh.43; n=6-8
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ratones por grupo) mediante la vena temporal superficial. Después de la inyeccion, las crias se limpiaron
cuidadosamente, se frotaron con su lecho original, y entonces se devolvieron a su jaula original. Entonces, la madre
se volvioé a meter en la jaula después de una breve anestesia nasal usando almohadillas de etanol.

Procesamiento histolégico

Los animales del estudio se anestesiaron 21 dias después de la inyeccion, luego se perfundieron transcardicamente
con 15 ml de PBS frio, seguido de 15 ml de disolucion de fijacion que contenia 4 % de paraformaldehido (v/v) con
0,2 % de glutaraldehido (v/v) en PBS. Entonces, los cadaveres enteros se fijaron posteriormente en disolucion de
fijador durante 5 dias. Se extrajeron médulas espinales y cerebros bajo un microscopio de diseccién de campo
brillante, se aclararon en PBS, y luego se crioprotegieron en 30 % de sacarosa (peso/volumen) en PBS a 4 °C. Una
vez los tejidos precipitaron al fondo de la disolucién de sacarosa, se incorporaron en el compuesto Tissue-Tek OCT
(Sakura Finetek, Torrance, CA) y se congelaron en un bafio de nieve carbonica/etanol. Los bloques de tejido se
almacenaron a -80 °C hasta que se seccionaron. Se cortaron secciones flotantes de 40 um en serie del cerebro
entero en un criostato (Thermo Microm HM 550). Para la médula espinal, se tomaron secciones de 3 mm de longitud
de las regiones cervical, toracica y lumbar, y entonces se prepararon secciones transversales de 40 um en serie
como antes.

Inmunotincion y anélisis de imagenes de microscopia

Se tifieron secciones de cerebro y médula espinal como secciones flotantes en placas de 12 pocillos. Las secciones
se lavaron 3 veces en PBS durante 5 min cada vez, y luego se incubaron en disoluciéon de bloqueo que contenia 1 %
de Triton-X100 (v/v) (Fisher, Pittsburg, PA), 5 % de leche en polvo (peso/volumen) y 10 % de suero de cabra (v/v)
(Invitrogen) durante 2 h a temperatura ambiente. Entonces, las secciones se incubaron con anticuerpos primarios
diluidos en disolucion de bloqueo a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, las secciones de tejidos se lavaron dos
veces en 0,05 % de Tween-20 (v/v) en PBS (PBST) y una vez con PBS, durando cada etapa de lavado 10 min.
Después, las secciones se incubaron con anticuerpos secundarios apropiados en disolucién de bloqueo a
temperatura ambiente durante 2 h. Las secciones se lavaron otra vez como antes antes de montarlas sobre
portaobjetos de vidrio. Se us6 Vectashield con DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA) para cubrir todos los
portaobjetos, y entonces se analizaron usando un microscopio invertido fluorescente (Nikon Eclipse Ti) o un
microscopio confocal Leica TSC-SP2 AOBS equipado con una lente de aceite 63x y un microscopio invertido DM-
IRE2. Los anticuerpos primarios usados en este estudio fueron los siguientes: anti-GFP de conejo (Invitrogen), anti-
ChAT de cabra y anti-NeuN de ratén (ambos de Millipore, Billerica, MA), anti-GFAP de ratén (Cell Signaling,
Danvers, MA), anti-CD34 de rata (Abcam, Cambridge, MA), anti-calbindina D-28k de ratén (Sigma, St Louis, MO) y
anti-DARPP de conejo (Abcam, Cambridge, MA). Los anticuerpos secundarios usados en el estudio incluyeron: anti-
IgG de conejo de burro DyLight 488 AffiniPure (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA); anti-lgG de cabra de
burro DyLight 549 AffiniPure (Jackson ImmunoResearch); anti-IgG de rata de cabra DyLight 549 Affinipure (Jackson
ImmunoResearch); anti-lgG de ratén de cabra DyLight 594 AffiniPure (Jackson ImmunoResearch); anti-IgG de
conejo-Alexa fluor 488 de cabra (Invitrogen) y anti-IgG de ratdn-Alexa fluor 568 de cabra (Invitrogen).

Comparacion semi-cuantitativa y cuantitativa de la transduccion de EGFP por diferentes vectores

Para generar un formato de datos cuantificable y comparable, se desarrollé un sistema de puntuacién semi-
cuantitativa para estimar la eficiencia de transduccién de diferentes vectores de rAAV en diferentes regiones del
SNC del ratén. Brevemente, se marcaron regiones con células no positivas para EGFP como (-). Las regiones con
muy pocas células positivas para EGFP se puntuaron (+), las regiones con algunas células positivas para EGFP se
clasificaron como (++), las regiones con muchas células positivas para EGFP se marcaron como (+++). Finalmente,
las regiones llenas de células positivas para EGFP se marcaron como (++++).

A continuacion, se seleccionaron 12 regiones sub-anatémicamente y funcionalmente importantes en el cerebro,
ademas de las secciones cervical, toracica y lumbar de la médula espinal, para analisis cuantitativo de imagenes que
se tomaron en un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti equipado con una camara enfriada Retiga 2000-RV CCD.
Se uso el software Nikon NIS elements AR v. 3.2 para la cuantificacién de la intensidad. Antes de la cuantificacion,
se obtuvieron la intensidad de la fuente de luz 6ptima y los tiempos de exposicion representando una curva de
intensidad/tiempo de exposicion usando portaobjetos de referencia de fluorescencia (Ted Pella, prod. 2273). Se
encontro que la intensidad y los tiempos de exposicion tenian correlacion lineal. Ademas, la exposicidon en exceso y
la exposicién por defecto extrema distorsionan la correlacion lineal. Se usaron la maxima intensidad (ND1) y una
exposicién de 20 ms para todas las secciones para evitar la exposicidon en exceso. Para la cuantificacion, se usé
region de interés (ROI) fijada para cuantificar el area mas brillante de cualquier region del cerebro dada. Se obtuvo
una intensidad media (intensidad total/tamafio de ROI) para cada region de todos los serotipos.
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Tabla 5. Caracteristicas de transduccion de serotipos de AAV tras las inyecciones intravasculares en cerebro de
raton neonatal

Bulbo Estriado Hipocampo Corteza Talamo Hipotalamo Cerebelo Bulbo Cervical Toracica Lumbar Plexo
olfativo raquideo coroideo
Puntua- [ n |Puntua- | n |Puntua- [ n |Puntua- | n | Puntua- n Puntua- n Puntua- [ n |Puntua- | n |Puntua- | n |Puntua-| n |[Puntua-| n |Puntua-| n
cion cion cion cion cion cion cion cion cion cion cion cion
+ 3 ++ 3 ++ 3 ++ 3 + 3 +++ 3 +++ 3 +++ 3 +++ 3 +++ 3 + 3 +++ 3
AAV1
3 3 + 3 + 3 + 3 + 3 + 3 + 3 + 3 3 3 ++ 3
AAV2
3 3 3 + 3 3 + 3 3 3 3 3 3 3
AAV5
+ 3 + 3 ++ 3 ++ 3 + 3 +++ 2 ++ 3 ++ 3 ++ 3 + 3 + 3 +++ 3
AAV6
++ 1
3 +++ 2 ++ 3 ++ 3 + 3 ++++ 3 ++ 3 ++ 3 ++ 3 ++ 3 + 3 ++++ 3
AAVB.2
++ 1
+++ 1 +++ 3 +++ 2 ++ 3 + 3 ++++ 3 +++ 1 ++ 3 ++ 3 + 3 + 3 ++++ 3
AAV7
++ 2 ++ 1 ++ 2
+++ 2 +++ 3 ++ 3 +++ 1 + 3 ++++ 1 +++ 1 ++ 3 ++++ 1 ++ 3 + 3 ++++ 3
AAV9
++ 1 ++ 2 +++ 2 ++ 2 +++ 2
+++ 1 ++++ 1 +++ 3 +++ 2 ++ 2 ++++ 3 +++ 1 +++ 3 ++++ 1 ++ 3 + 3 ++++ 3
rh10
++ 2 ++ 2 ++ 1 + 1 ++ 2 +++ 2
+++ 1 ++++ 2 +++ 3 +++ 1 + 3 ++++ 3 +++ 1 ++++ 1 ++++ 1 +++ 3 + 3 ++++ 3
rh39
++ 2 ++ 1 ++ 2 ++ 2 ++ 2 ++ 2
++ 3 ++ 3 ++ 3 ++ 3 + 3 ++t 1 ++ 3 ++t 1 ++t 2 +++ 3 + 3 ++t 3
rh43
+++ 2 +++ 2 +++ 1

Puntuacion: (-) Sin transduccion, (+) muy pocas células positivas, (++) algunas células positivas, (+++) muchas
células positivas y (++++) la regidn esta casi saturada con células positivas para EGFP. El nimero de animales (n)
con la puntuacion particular se da a la derecha de la puntuacion.

Ejemplo 10: Evaluacion de un tratamiento basado en rAAV en un modelo de enfermedad de Canavan
Introduccion al ejemplo

La CD es un leucodistrofia infantil rara y mortal producida por mutaciones recesivas autosémicas en el gen
aspartoacilasa (ASPA) [como se ha establecido por el trabajo de graduado de G.G. (12)]. La deficiencia de ASPA en
pacientes con CD conduce a acido N-Acetil-aspartico (NAA) elevado en orina (un distintivo de CD) y degeneracion
esponjosa de la materia blanca en todo el SNC, produciendo retardo psicomotor grave y muerte temprana. Un
modelo de raton con ASPA™ imita la neuropatologia y manifestaciones clinicas observadas en pacientes con CD, es
decir, degeneracion esponjosa de materia blanca, déficits motores, retrasos del desarrollo y muerte temprana (en el
plazo de 3 semanas después del nacimiento).

En este estudio, se usaron rAAVs administrables por i.v. para dirigirse al SNC globalmente para tratar degeneracion
WM difusa en ratones CD. Inyecciones i.v. individuales del vector de ASPA a los ratones CD neonatales corrigieron
el defecto metabdlico, la disfuncidon psicomotora y otros fenotipos de enfermedad, y prolongaron la supervivencia.
Aunque los ratones CD no tratados empezaron a mostrar retraso del crecimiento, disfuncién psicomotora en la 22
semanas después del nacimiento y murieron uniformemente poco después del destete, los ratones tratados
empezaron a ganar peso 2 semanas después de la inyeccion de vector y casi alcanzaron a sus compafieros de
camada heterocigoticos en el plazo de 7-8 semanas. A diferencia de los ratones CD, la movilidad de los animales
tratados fue similar a la de los compafieros de camada no mutantes. Los datos de la prueba de la barra giratoria en
los ratones tratados no mostraron diferencias significativas en el tiempo de latencia entre los ratones CD tratados y
sus compafieros de camada no mutantes de la misma edad, que indica que la terapia génica corrigi6 la ataxia, un
sintoma neuromuscular tipico de CD. La caracterizacion bioquimica indicé reduccion de los niveles de NAA en las
muestras de orina y la restauracion de la actividad de ASPA en sus tejidos de cerebro y rifién. La mitigacion de los
fenotipos bioquimicos y clinicos se correlaciond bien con la histopatologia globalmente mejorada en no solo el
cerebro, médula espinal, sino también en tejidos periféricos tales como el rifién, que indica que CD no es solo un
trastorno del SNC.
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Resultados

En ratones CD se dosificaron a P1 (vena facial, 4x10"" GCs) con AAVIASPA. Los ratones se monitorizaron para el
crecimiento, marcha, funcién motora en la barra giratoria, niveles de NAA en orina y actividades de ASPA en el
cerebro. Los resultados mostraron que i) los ratones CD no tratados empezaron a perder peso en la 22 semana y
murieron en la 32 semana después del nacimiento; ii) los animales tratados recuperaron su capacidad para crecer en
la 5% semana y alcanzaron a los animales ASPA*” en la 102 semana; iii) la terapia génica corrigio completamente la
marcha de los ratones CD, ademas de la funcién motora de los ratones CD tratados en P1 (Figura 30A) como se
mide por la prueba de la barra giratoria; iv) la terapia génica restauro la vision de ratones CD. Las pruebas de
electrorretinografia (ERG) en los ojos de los ratones CD mostraron respuestas no registrables a la luz, mientras que
las respuestas de ERG bien definidas fueron facilmente detectables en los ratones CD tratados (Figura 30B). Estos
datos indican una retinopatia mas grave y pérdida de vision en ratones CD vy la terapia génica puede mitigar la
retinopatia y restaurar la vision de los ratones CD; v) la terapia génica mejoré claramente los defectos metabolicos
de NAA, ya que los niveles de NAA en los ratones CD tratados se aproximan a aquellos en los ratones de control
(Figura 30C); y vi) la correccién del metabolismo de NAA se correlaciona bien con la restauracion de la expresion de
ASPA (Figura 30E) y las actividades (Figura 30D) en el cerebro de los ratones CD tratados.

Para determinar si las correcciones fenotipicas se correlacionaban con la neuropatologia aliviada, ademas de la
expresion de ASPA in situ en las secciones de cerebro de los ratones CD tratados, se analizaron secciones de
cerebro 3 meses después de la terapia génica para neuropatologia e inmunohistoquimica de ASPA. Mientras que el
cerebro de raton sin tratar muestra una marcada vacuolaciéon que implica difusamente a todas las regiones del
cerebro y la médula espinal, la vacuolacion en tanto el cerebro como la médula espinal del animal tratado parece
mas irregular y variable con vacuolas generalmente de tamafio mas pequefio. Algunas areas de la corteza cerebral
no muestran casi vacuolacion (Figura 31A). Ademas, se uso el sistema del complejo avidina-biotina (ABC) para tefiir
secciones de cerebro para detectar la expresion de ASPA en la corteza cerebral in situ (Figura 31B). Para generar
mediciones cuantitativas de la mejora de la neuropatologia en los ratones CD tratados, las "vacuolas" en las
secciones de cerebro y de médula espinal producidas por la degeneracion de materia blanca en los ratones CD se
cuantificaron antes y después del tratamiento de terapia génica. Para este analisis cuantitativo, se usaron un
microscopio invertido Nikon Eclipse Ti y el software Nikon NIS elements AR V.3.2. Las vacuolas que fueron > 3.000
pixeles, 1.000 - 3.000 pixeles y 100 - 1.000 pixeles se definieron como vacuolas grandes, medianas y pequefias,
respectivamente. De entre las 5 regiones del cerebro evaluadas en este experimento, el bulbo olfativo tuvo la
mitigacion mas espectacular en la degeneracion de materia blanca después de la terapia génica (Figura 32A). Para
las otras 3 regiones, mientras que las vacuolas grandes se eliminaron completamente y los nimeros de vacuolas
medianas se redujeron sorprendentemente, la reduccion en los niumeros de vacuolas pequefas (<100 um) no fue
tan significativo en este experimento (Figura 32A). El mismo analisis en las secciones de médula espinal revel6 una
tendencia similar (Figura 32B).

Se evaluo la histopatologia de los rifiones en los ratones CD. Los glomérulos mostraron estructura normal, pero se
asociaron a dilatacion de los espacios de Bowman. El epitelio tubular renal se atenud difusamente (o atréfico) en
asociacion con el agrandamiento de las luces tubulares (Figura 33A). A diferencia, el raton CD tratado tuvo
glomérulos normales. Las células epiteliales tubulares renales se tifieron bien y normales en el volumen (Figura
33B). Estos resultados indican la participacion del rifidn en la fisiopatologia de CD y rifion como diana periférica para
terapia génica de CD. Este resultado también indica tropismo renal de vectores de AAV como una consideracion
para la seleccion de un vector para terapia génica de CD. Se evaluaron dos vectores, rAAV9 y rh.10, para eficiencia
de la transduccién de rifion después de la administracion IV a ratones C57BL/6 de 10 semanas de edad. Los
resultados indican el uso de rAAVrh.10 (Figura 33D) como vector util para terapia génica de CD debido a que
transduce rifidn eficientemente, ademas de su transduccion eficiente del SNC (Figura 33C).

SECUENCIAS DE ACIDOS NUCLEICOS Y DE AMINOACIDOS
>gi|9632548|ref|[NP_049542.1| proteina de la capside [Virus adeno-asociado - 1] (SEQ ID NO: 1)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLG
PENGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKTGQQP
AKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGV
GNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYS
TPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGEFRPKRLNFKLFNIQVKEVTTNDGVTTIA
NNLTSTVQVFESDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEEVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRT
QNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQPKNWLPGPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWT
GASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDEDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMIT
DEEEIKATNPVATERFGTVAVNFQSSSTDPATGDVHAMGALPGMVWQDRDVYLQG
PIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKNPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYST
GQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFTVDNNGLYTEPRPIGTRYL
TRPL
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>gi|110645923|ref|YP_680426.1| proteina principal de la cubierta VP1 [Virus adeno-asociado - 2] (SEQ ID NO: 2)

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGPF
NGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFG
GNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTGKAGQQPA
RKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVG
NSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTP
WGYFDENRFHCHESPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTQNDGTTTIAN
NLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVPQYGYLTLNNGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFTESYTFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRT
NTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSEYSWTG
ATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFFPQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITD
EEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQAATADVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPI
WAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTG

QVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTR
NL

>gi|51593838|ref|YP_068409.1| proteina de la capside [Virus adeno-asociado - 5] (SEQ ID NO: 3)

MSFVDHPPDWLEEVGEGLREFLGLEAGPPKPKPNQQHQDQARGLVLPGYNYLGPGN
GLDRGEPVNRADEVAREHDISYNEQLEAGDNPYLKYNHADAEFQEKLADDTSFGGN
LGKAVFQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPTGKRIDDHFPKRKKARTEEDSKPSTSSDAE
AGPSGSQQLQIPAQPASSLGADTMSAGGGGPLGDNNQGADGVGNASGDWHCDSTW
MGDRVVTKSTRTWVLPSYNNHQYREIKSGSVDGSNANAYFGYSTPWGYFDENRFHS
HWSPRDWQRLINNYWGEFRPRSLRVKIFNIQVKEVTVQDSTTTIANNLTSTVQVFTDD
DYQLPYVVGNGTEGCLPAFPPQVFTLPQYGYATLNRDNTENPTERSSFFCLEYFPSK
MLRTGNNFEFTYNFEEVPFHSSFAPSQNLFKLANPLVDQYLYRFVSTNNTGGVQEFNK
NLAGRYANTYKNWIFPGPMGRTQGWNLGSGVNRASVSAFATTNRMELEGASYQVPP
QPNGMTNNLQGSNTYALENTMIFNSQPANPGTTATYLEGNMLITSESETQPVNRVAY
NVGGQMATNNQSSTTAPATGTYNLQEIVPGSVWMERDVYLQGPIWAKIPETGAHFH
PSPAMGGFGLKHPPPMMLIKNTPVPGNITSFSDVPVSSFITQYSTGQVTVEMEWELKK
ENSKRWNPEIQYTNNYNDPQFVDFAPDSTGEYRTTRPIGTRYLTRPL

5 >gi|2766607|gb|AAB95450.1| proteina de la capside VP1 [Virus adeno-asociado - 6] (SEQ ID NO: 4)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLG
PENGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKTGQQP
AKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGV
GNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYS
TPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGEFRPKRLNFKLENIQVKEVTTNDGVTTIA
NNLTSTVQVESDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFTESYTFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRT
QNQSGSAQNKDLLEFSRGSPAGMSVQPKNWLPGPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWT
GASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDKDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMIT
DEEEIKATNPVATERFGTVAVNLQSSSTDPATGDVHVMGALPGMVWQDRDVYLQG
PIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYST
GQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFTVDNNGLYTEPRPIGTRYL
TRPL

>gi|171850125|gb|ACB55302.1| proteina de la capside VP1 [Virus adeno-asociado - 6.2] (SEQ ID NO: 5)
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MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLG
PENGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKTGQQP
AKKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGV
GNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYS
TPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGEFRPKRLNFKLENIQVKEVTTNDGVTTIA
NNLTSTVQVFSDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFEMIPQYGYLTLNNGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLNRT
QNQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQPKNWLPGPCYRQQRVSKTKTDNNNSNFTWT
GASKYNLNGRESIINPGTAMASHKDDKDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMIT
DEEEIKATNPVATERFGTVAVNLQSSSTDPATGDVHVMGALPGMVWQDRDVYLQG
PIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASFITQYST

GQVSVEIEWELQKENSKRWNPEVQYTSNYAKSANVDFTVDNNGLYTEPRPIGTRYL
TRPL

>gi|22652861|gb|AAN03855.1|AF513851_2 proteina de la capside [Virus adeno-asociado - 7] (SEQ ID NO: 6)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDNGRGLVLPGYKYLG

PFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPAKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQ
PARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSSVGSGTVAAGGGAPMADNNEGADGV
GNASGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSETAGSTNDNTYFGYS

TPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKKLRFKLFNIQVKEVTTNDGVTTIA
NNLTSTIQVFSDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQSVGRSS
FYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYSFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLY YLARTQ
SNPGGTAGNRELQFYQGGPSTMAEQAKNWLPGPCFRQQRVSKTLDQNNNSNFAWT

GATKYHLNGRNSLVNPGVAMATHKDDEDRFFPSSGVLIFGKTGATNKTTLENVLMT
NEEEIRPTNPVATEEYGIVSSNLQAANTAAQTQVVNNQGALPGMVWQNRDVYLQGP
IWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPEVFTPAKFASFITQYSTG

QVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNFEKQTGVDFAVDSQGVYSEPRPIGTRYLTR
NL

>gi|22652864|gb|AAN03857.1|AF513852_2 proteina de la capside [Virus adeno-asociado - 8] (SEQ ID NO: 7)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLG
PFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLQAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQ
PARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGADG

VGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGATNDNTYFG
YSTPWGYFDENRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLENIQVKEVTQNEGTKT
IANNLTSTIQVFTDSEYQLPY VLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQAVGR
SSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFTYTFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSR
TQTTGGTANTQTLGFSQGGPNTMANQAKNWLPGPCYRQQRVSTTTGQNNNSNFAW
TAGTKYHLNGRNSLANPGIAMATHKDDEERFFPSNGILIFGKQNAARDNADYSDVM

LTSEEEIKTTNPVATEEY GIVADNLQQQNTAPQIGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQ

GPIW AKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFNQSKLNSFITQYS

TGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSVDFAVNTEGV YSEPRPIGTRYL
TRNL

>gi|46487805|gb|AAS99264.1| proteina de la capside VP1 [Virus adeno-asociado 9] (SEQ ID NO: 8)
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MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWW ALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLPGYKYLG
PGNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIGKSGAQP
AKKRLNFGQTGDTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVG
SSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYST
PWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTDNNGVKTIA
NNLTSTVQVFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNDGSQAVGRS
SFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYEFENVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSKT
INGSGQNQQTLKFSVAGPSNMAVQGRNYIPGPSYRQQRVSTTVTQNNNSEFAWPGA
SSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEGEDRFFPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITN
EEEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQAQAQTGWVQNQGILPGMVWQDRDVYLQGP
IWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGMKHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSFITQYST
GQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNY YKSNNVEFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLT
RNL

>gi|29650526|gb|AA088201.1| proteina de la capside [Virus adeno-asociado de primate no humano] (SEQ ID NO: 9)
rh-10

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLG
PFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQ
PAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMADNNEGADGV
GSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGY
STPWGYFDFNRFHCHFSPRDW QRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTQNEGTKTI
ANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQAVGR
SSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYQFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSR
TQSTGGTAGTQQLLFSQAGPNNMSAQAKNWLPGPCYRQQRVSTTLSQNNNSNFAW
TGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVL.MFGKQGAGKDNVDYSSV
MLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQQQNAAPIVGAVNSQGALPGMVWQNRDVY
LQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFSQAKLASFIT
QYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTDGTYSEPRPIGT
RYLTRNL

5 >gi|171850147|gb|ACB55313.1| proteina de la capside VP1 [Virus adeno-asociado - rh.39] (SEQ ID NO: 10)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLG
PFNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQQ
PAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMADNNEGADGV
GSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGY
STPWGYFDEFNRFHCHEFSPRDWQRLINNNWGEFRPKRLSFKLEFNIQVKEVTQNEGTKTI
ANNLTSTIQVFIDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQAVGR
SSFYCLEYFPSQMLRTGNNFEFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSR
TQSTGGTQGTQQLLFSQAGPANMSAQAKNWLPGPCYRQQRVSTTLSQNNNSNFAW

TGATKYHLNGRDSLVNPGVAMATHKDDEERFFPSSGVLMFGKQGAGRDNVDYSSV
MLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQQTNTGPIVGNVNSQGALPGMVWQNRDVY
LQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTFSQAKLASFIT
QYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTEGTYSEPRPIGT
RYLTRNL

>qi|46487767|gb|AAS99245.1| proteina de la capside VP1 [Virus adeno-asociado rh.43] (SEQ ID NO: 11)
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MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLG

PENGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLEAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTS

FGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSSGIGKKGQQP
ARKRILNFGQTGDSESVPDPQPLGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGADGV

GSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGATNDNTYFGY
STPWGY FDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLENIQVKEVTQNEGTKTI

ANNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQAVGR

SSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFTYTFEDVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSR
TQTTGGTANTQTLGFSQGGPNTMANQAKNWILPGPCYRQQRVSTTTGQNNNSNFAW
TAGTKYHLNGRNSLANPGIAMATHKDDEERFFPVTGSCFWQQNAARDNADYSDVM
LTSEEEIKTTNPVATEEYGIVADNLQQQNTAPQIGTVNSQGALPGMVWQNRDVYLQ

GPIW AKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTENQSKLNSFITQYS
TGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSVDFAVNTEGV YSEPRPIGTRYL

TRNL

>proteina de la capside VP1 [Virus adeno-asociado] CSp3 (SEQ ID NO: 12)

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLPGYKYLG
PGNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTS
FGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIGKSGAQP
AKKRLNFGQTGDTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTIASGGGAPVADNNEGADGVGS
SSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKRISNSTSGGSSNDNAYFGYSTP
WGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNIRVKEVTDNNGVKTITN
NLTSTVQVFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNDGSQAVGRSS
FYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYEFENVPFHSSYAHSQSLDRLMNPLIDQYLY YLSKTI
NGSGQNQQTLKFSVAGPSNMAVQGRNYIPGPSYRQQRVSTTVTRNNNSEFAWPGAS
SWALNGRNSLMNPGPAMA SHKEGEDRFFPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNE
EEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQAQAQTGWVQNQGILPGMVWQDRDVYLQGPI
WAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGVKHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSFITQYST
GQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNY YKSNNVEFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLT
RNL

>gi|189339202|ref[NP_001121557.1| aspartoacilasa [Homo sapiens] (SEQ ID NO: 13)

MTSCHIAEEHIQKVAIFGGTHGNELTGVFLVKHWLENGAEIQRTGLEVKPFITNPRAV
KKCTRYIDCDLNRIFDLENLGKKMSEDLPYEVRRAQEINHLFGPKDSEDSYDIIFDLH
NTTSNMGCTLILEDSRNNFLIQMFHYIKTSLAPLPCYVYLIEHPSLKYATTRSIAKYPV
GIEVGPQPQGVLRADILDQMRKMIKHALDFIHHENEGKEFPPCAIEVYKIIEKVDYPR
DENGEIAAITHPNLQDQDWKPLHPGDPMFLTLDGKTIPLGGDCTVYPVFVNEAAYYE
KKEAFAKTTKLTLNAKSIRCCLH

>gi|189339201:92-1033 aspartoacilasa de Homo sapiens (enfermedad de Canavan) (ASPA), variante de transcrito 2,
ARNm (SEQ ID NO: 14)

ATGACTTCTTGTCACATTGCTGAAGAACATATACAAAAGGTTGCTATCTTTGGAG
GAACCCATGGGAATGAGCTAACCGGAGTATTTCTGGTTAAGCATTGGCTAGAGA
ATGGCGCTGAGATTCAGAGAACAGGGCTGGAGGTAAAACCATTTATTACTAACC
CCAGAGCAGTGAAGAAGTGTACCAGATATATTGACTGTGACCTGAATCGCATTTT
TGACCTTGAAAATCTTGGCAAAAAAATGTCAGAAGATTTGCCATATGAAGTGAG
AAGGGCTCAAGAAATAAATCATTTATTTGGTCCAAAAGACAGTGAAGATTCCTAT
GACATTATTTTTGACCTTCACAACACCACCTCTAACATGGGGTGCACTCTTATTCT
TGAGGATTCCAGGAATAACTTTTTAATTCAGATGTTTCATTACATTAAGACTTCTC
TGGCTCCACTACCCTGCTACGTTTATCTGATTGAGCATCCTTCCCTCAAATATGCG
ACCACTCGTTCCATAGCCAAGTATCCTGTGGGTATAGAAGTTGGTCCTCAGCCTC
AAGGGGTTCTGAGAGCTGATATCTTGGATCAAATGAGAAAAATGATTAAACATG
CTCTTGATTTTATACATCATTTCAATGAAGGAAAAGAATTTCCTCCCTGCGCCATT
GAGGTCTATAAAATTATAGAGAAAGTTGATTACCCCCGGGATGAAAATGGAGAA
ATTGCTGCTATCATCCATCCTAATCTGCAGGATCAAGACTGGAAACCACTGCATC
CTGGGGATCCCATGTTTTTAACTCTTGATGGGAAGACGATCCCACTGGGCGGAGA
CTGTACCGTGTACCCCGTGTTTGTGAATGAGGCCGCATATTACGAAAAGAAAGA
AGCTTTTGCAAAGACAACTAAACTAACGCTCAATGCAAAAAGTATTCGCTGCTGT
TTACATTAG
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>gi|31560279|ref[NP_075602.2| aspartoacilasa [Mus Musculus] (SEQ ID NO: 15)

MTSCVAKEPIKKIAIFGGTHGNELTGVFLVTHWLRNGTEVHRAGLDVKPHITNPRAV
EKCTRYIDCDLNRVEDLENLSKEMSEDLPYEVRRAQEINHLFGPKNSDDAYDLVEDL
HNTTSNMGCTLILEDSRNDFLIQMFHYIKTCMAPLPCSVYLIEHPSLKYATTRSIAKYP
VGIEVGPQPHGVLRADILDQMRKMIKHALDFIQHFNEGKEFPPCSIDVYKIMEKVDYP
RNESGDMAAVIHPNLQDQDWKPLHPGDPVFVSLDGKVIPLGGDCTVYPVEFVNEAAY
YEKKEAFAKTTKLTLSAKSIRSTLH

>qi|142354273:148-1086 aspartoacilasa de Mus musculus (Aspa), ARNm (SEQ ID NO: 16)

ATGACCTCTTGTGTTGCTAAAGAACCTATTAAGAAGATTGCCATCTTTGGAGGGA
CTCATGGAAATGAACTGACCGGAGTGTTTCTAGTTACTCACTGGCTAAGGAATGG
CACTGAAGTTCACAGAGCAGGGCTGGACGTGAAGCCATTCATTACCAATCCAAG
GGCGGTGGAGAAGTGCACCAGATACATTGACTGTGACCTGAATCGTGTTTTTGAC
CTTGAAAATCTTAGCAAAGAGATGTCTGAAGACTTGCCATATGAAGTGAGAAGG
GCTCAAGAAATAAATCATTTATTTGGTCCAAAAAATAGTGATGATGCCTATGACC
TTGTTTTTGACCTTCACAACACCACTTCTAACATGGGTTGCACTCTTATTCTTGAG
GATTCCAGGAATGACTTTTTAATTCAGATGTTTCACTATATTAAGACTTGCATGGC
TCCATTACCCTGCTCTGTTTATCTCATTGAGCATCCTTCACTCAAATATGCAACCA
CTCGTTCCATTGCCAAGTATCCTGTTGGTATAGAAGTTGGTCCTCAGCCTCACGGT
GTCCTTAGAGCTGATATTTTAGACCAAATGAGAAAAATGATAAAACATGCTCTTG
ATTTTATACAGCATTTCAATGAAGGAAAAGAATTTCCTCCCTGTTCTATTGACGTC
TATAAAATAATGGAGAAAGTTGATTATCCAAGGAATGAAAGTGGAGACATGGCT
GCTGTTATTCATCCTAATCTGCAGGATCAAGACTGGAAACCATTGCACCCTGGAG

ATCCTGTGTTTGTGTCTCTTGATGGAAAAGTTATTCCACTGGGTGGAGACTGTAC

CGTGTACCCAGTGTTTGTGAATGAAGCTGCATATTATGAAAAAAAAGAAGCATTT

GCAAAGACAACAAAACTAACACTCAGCGCAAAAAGCATCCGCTCCACTTTGCAC
5 TAA

>qi|48762945:149-613 superoxido dismutasa 1 de Homo sapiens, soluble (SOD1), ARNm (SEQ ID NO: 17)

ATGGCGACGAAGGCCGTGTGCGTGCTGAAGGGCGACGGCCCAGTGCAGGGCATC
ATCAATTTCGAGCAGAAGGAAAGTAATGGACCAGTGAAGGTGTGGGGAAGCATT
AAAGGACTGACTGAAGGCCTGCATGGATTCCATGTTCATGAGTTTGGAGATAATA
CAGCAGGCTGTACCAGTGCAGGTCCTCACTTTAATCCTCTATCCAGAAAACACGG
TGGGCCAAAGGATGAAGAGAGGCATGTTGGAGACTTGGGCAATGTGACTGCTGA
CAAAGATGGTGTGGCCGATGTGTCTATTGAAGATTCTGTGATCTCACTCTCAGGA
GACCATTGCATCATTGGCCGCACACTGGTGGTCCATGAAAAAGCAGATGACTTG
GGCAAAGGTGGAAATGAAGAAAGTACAAAGACAGGAAACGCTGGAAGTCGTTT
GGCTTGTGGTGTAATTGGGATCGCCCAATAA

>gi|4507149|ref|[NP_000445.1| superdxido dismutasa [Homo sapiens] (SEQ ID NO: 18)

MATKAVCVLKGDGPVQGIINFEQKESNGPVKVWGSIKGLTEGLHGFHVHEFGDNTA
GCTSAGPHENPLSRKHGGPKDEERHVGDLGNVTADKDGVADVSIEDSVISLSGDHCII
GRTLVVHEKADDLGKGGNEESTKTGNAGSRLACGVIGIAQ

10 >qi|45597446:117-581 superoxido dismutasa 1 de Mus musculus, soluble (Sod1), ARNm (SEQ ID NO: 19)

ATGGCGATGAAAGCGGTGTGCGTGCTGAAGGGCGACGGTCCGGTGCAGGGAACC
ATCCACTTCGAGCAGAAGGCAAGCGGTGAACCAGTTGTGTTGTCAGGACAAATT
ACAGGATTAACTGAAGGCCAGCATGGGTTCCACGTCCATCAGTATGGGGACAAT
ACACAAGGCTGTACCAGTGCAGGACCTCATTTTAATCCTCACTCTAAGAAACATG
GTGGCCCGGCGGATGAAGAGAGGCATGTTGGAGACCTGGGCAATGTGACTGCTG
GAAAGGACGGTGTGGCCAATGTGTCCATTGAAGATCGTGTGATCTCACTCTCAGG
AGAGCATTCCATCATTGGCCGTACAATGGTGGTCCATGAGAAACAAGATGACTT
GGGCAAAGGTGGAAATGAAGAAAGTACAAAGACTGGAAATGCTGGGAGCCGCT
TGGCCTGTGGAGTGATTGGGATTGCGCAGTAA

>qi|45597447|ref[INP_035564.1| superoxido dismutasa [Mus musculus] (SEQ ID NO: 20)
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MAMKAVCVLKGDGPVQGTIHFEQKASGEPVVLSGQITGLTEGQHGFHVHQYGDNT
QGCTSAGPHFNPHSKKHGGPADEERHVGDLGNVTAGKDGVANVSIEDRVISLSGEH
SIIGRTMVVHEKQDDLGKGGNEESTKTGNAGSRLACGVIGIAQ

>pAAVscCB6 EGFPmir SOD5 (directo) 5243 pb (SEQ ID NO: 21)

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGETCGGGCG
ACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGTAG
CCATGCTCTAGGAAGATCAATTCAATTCACGCGTCGACATTGATTATTGACTAGT
TATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCC
GCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCG
CCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTC

CATTGACGTCAATGGGTGGATATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCA
AGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCC
GCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACA
TCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGTCGAGGCCACGTTCTGCTTCACTCTCC
CCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTT
GTGCAGCGATGGGGGCGGGGGEGEGEEGEEGCGCGCGCCAGGCGGGGECGEGGEGEE
GCGAGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCAGAGC
GGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATA
AAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGAGCAAGCTCTAGCCTCGAGAATTCACGCG
TGGTACCTCTAGAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGTTCGAAATCGCCACCA
TGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGC
TGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCG
ATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCC
CGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGC
CGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAG
GCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCC
GCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGG
GCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACT
ACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGG
TGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACC
ACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACC
ACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATC
ACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGA
GCTGTACAAGTAAGTAACAGGTAAGTGCGATCGCTAATGCGGGAAAGCTCTTAT
TCGGGTGAGATGGGCTGGGGCACCATCTGGGGACCCTGACGTGAAGTTTGTCACT
GACTGGAGAACTCGGTTTGTCGTCTGTTGCGGGGGCGGCAGTTATGGCGGTGCCG
TTGGGCAGTGCACCCGTACCTTTGGGAGCGCGCGCCCTCGTCGTGTCGTGACGTC
ACCCGTTCTGTTGGTACCTGCTGTTGACAGTGAGCGACGCAATGTGACTTCGCTG
ACAAAGCTGTGAAGCCACAGATGGGCTTTGTCAGCAGTCACATTGCGCTGCCTAC
TGCCTCGGACTTCAAGGGCTCGAGAATTCAGGGTGGGGCCACCTGCCGGTAGGT
GTGCGGTAGGCTTTTCTCCGTCGCAGGACGCAGGGTTCGGGCCTAGGGTAGGCTC
TCCTGAATCGACAGGCGCCGGACCTCTGGCGGCCGCAACAACGCGTTCCTGACC
ATTCATCCTCTTTCTTTTTCCTGCAGGCTTGTGGAAGAAATGGGATCCGATCTTTT
TCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCT
GGCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCT
CTCACTCGGCCTAGGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGG
AACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGA
GGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGT
GAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAA
CGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATC
CCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCA
ACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAG
CGCGGCOGGGETGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTA
GCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCC
CGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGC
ACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCC
CTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGAC
TCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTA
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TAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAA
AATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTT
CGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATA
TGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAG
GAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCAT
TTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGA
AGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAA
GATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAA
GTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCG
GTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGA
AAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAAC
CATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAA
GGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGT
TGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG
CCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTC
TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGAC
CACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCC
GGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCC
TCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGA
AATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAG
ACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAA
AGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTG
AGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTG
AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTA
CCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAA
CTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTT
AGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATC
CTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACT
CAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGT
GCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGC
GTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATC
CGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGA
AACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGC
GGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGC
GTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACC
GCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGA
AGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGC
AGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATT
AATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTITATGCTTCCGG
CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTA
TGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCCTTAATTAGG

>sod1mir1 (directo) 108 pb (SEQ ID NO: 22)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACATCATCAATTTTCCGAGCAGAACTGTGAAGCCACA
GATGGGTTCTGCTCGAAATTGATGATGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>sod1mir2 (directo) 106 pb (SEQ ID NO: 23)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACGCATTAAAGGATCCTGACTGACTGTGAAGCCACA
GATGGGTCAGTCAGTCCTTTAATGCGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>sod1mir3 (directo) 108 pb (SEQ ID NO: 24)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACTGCATGGATTCTCCATGTTCATCTGTGAAGCCACA
GATGGGATGAACATGGAATCCATGCAGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>sod1mir4 (directo) 106 pb (SEQ ID NO: 25)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACAAGGATGAAGATCGAGGCATGCTGTGAAGCCACA
GATGGGCATGCCTCTCTTCATCCTTGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>sod1mir5 (directo) 110 pb (SEQ ID NO: 26)
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TGCTGTTGACAGTGAGCGACGCAATGTGACTTCGCTGACAAAGCTGTGAAGCCA
CAGATGGGCTTTGTCAGCAGTCACATTGCGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGG
G

>sod1mir6 (directo) 108 pb (SEQ ID NO: 27)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACCGATGTGTCTATCTTGAAGATTCTGTGAAGCCACA
GATGGGAATCTTCAATAGACACATCGGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>sod1mir7 (directo) 106 pb (SEQ ID NO: 28)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACGGTGGAAATGATCAGAAAGTACTGTGAAGCCACA
GATGGGTACTTTCTTCATTTCCACCGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>sod1mir8 (directo) 110 pb (SEQ ID NO: 29)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACGCTGTAGAAATTCGTATCCTGATCTGTGAAGCCAC
AGATGGGATCAGGATACATTTCTACAGCGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>sod1mir9 (directo) 106 pb (SEQ ID NO: 30)

TGCTGTTGACAGTGAGCGAGGTATTAAACTTGTCAGAATTTAGTGAAGCCACAGA
TGTAAATTCTGACAAGTTTAATACCCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG

>pAAVscCB6 EGFPmir scr (1820 pb - 1925 pb, directo) 106 pb (SEQ ID NO: 31)

TGCTGTTGACAGTGAGCGACGATGCTCTAATCGGTTCTATCAAGTGAAGCCACAG
ATGTTGATAGAACCTTAGAGCATCGCTGCCTACTGCCTCGGACTTCAAGGG
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Met

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asp
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Leu

Pro
145
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Gly
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Tyr
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Gln
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Leu
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130
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Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

VvVal
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Trp

Gln
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Ala

Asp
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Gly
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Pro
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40

Phe
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Leu
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Ala
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Trp
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Glu

Tyr
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Glu
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Leu
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Ser
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Thr
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Tyr
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Thr

Asp
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210

Gly

Thr

Lys
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Cys
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Gly
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Thr

val
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370

Gln
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Gly

Ser
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195

Met

Asn

Ser

Gln

Gly

275

His

Phe

Glu

Ser

Leu
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Phe

Ala

Met

Gln

Glu

180

Ala

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Tyr

Phe
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Val
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Gly

Met

val

Leu
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Pro

Val

Val

Asn

Cys

230

Thr

Ser
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Lys
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Thr

Gln

Ala
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Thr

Ala
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Trp
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Arg
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Pro
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Gly
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Leu
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Gly

Trp

Asn

Gly

Ser
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Gly

Gly
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48

Arg
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Gln

Thr

Ala

Trp

Pro
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Gly

Tyr
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Phe

vVal
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Asp

Cys

Tyr

Tyr

Phe
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Leu

Pro

Met
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Thr

Ala

Phe

Arg

Lys
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Thr

Ser

Leu

Leu

Cys

395

Thr

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Ser

Asp

Leu

300

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

380

Leu

Phe

Phe

Gly

Ser
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val
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Asn

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ile

Tyr

Pro

365

Leu

Glu

Ser

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn

Ala

Gln

350

Phe

Asn

Tyr

Tyr

Gln

175

Pro

Gly

Asn

val

His

255

Asn

Arg

Asn

Ile

Asn

335

Leu

Pro

Asn

Phe

Thr
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Thr

Pro

Gly

Ala

Ile
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Leu

His

Phe

Asn

Gln

320

Asn

Pro

Ala

Gly

Pro
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Glu

Arg

Thr

Arg

465

Gly

Asn

Gly
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545

Thr

Phe

Thr

Asp
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Gln
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Asp

Gly
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Asn

Pro

Tyr
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His

Leu
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Thr
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Trp
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Gln

585

Ala

Pro
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<210> 2
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Lys Glu
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<213> Virus adeno-asociado 2

<400> 2
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680

Arg Trp Asn Pro Glu
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Asn Val Asp Phe Thr
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Trp
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Trp
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Leu

Pro

Arg

Leu
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Thr
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Gly
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Ala

Ala

Ser
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Thr

Tyr
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Gly
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Lys

Thr

Val

val

Gln
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Gln

Asp
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Ala
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Gly

Thr
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Ala
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Met
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Val
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Trp

Thr

Ile
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Ser
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Thr
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340

Ser
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Ser
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Asp
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Arg

245

Ser

Thr

Pro

Lys

Gln
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Gln

Ala

Pro

Arg

Thr
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Val

Leu

Asn

Cys
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Thr

Ser

Pro

Arg

Arg
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Asn

val

His

Gln

Ser

390

Gly

Ser

Pro

Gly

Asn
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Asp

Trp

Gln

Trp

Asp
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Leu

Asp

Phe

Gln

Tyr

375

Ser

Asn

Ser

Asp

Thr

200

Glu

Ser

Ala
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Gly

280

Trp

Asn

Gly

Thr

Gly

360

Gly

Phe

Asn

Tyr

Pro
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Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

Asp

345

Cys

Tyr

Tyr

Phe

Ala
425
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Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

330

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr

410

His

Pro

Met

Asp

Met

235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

315

Thr

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Phe

Ser

Leu

Ala

Gly
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Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Tyr

Pro

Leu

380

Glu

Ser

Gln

Gly

Thr
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Val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Gln

Phe

365

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Gln

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu
430

Pro

Ser

Asn

val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Asn

335

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

415
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Pro

Gly

Ser
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240

Leu

Tyr

His

Trp
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320

Leu

Tyr

Asp

Ser
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Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln Tyr Leu Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr
435 440 445

Asn Thr Pro Ser Gly Thr Thr Thr Gln Ser Arg Leu Gln Phe Ser Gln
450 455 460

Ala Gly Ala Ser Asp Ile Arg Asp Gln Ser Arg Asn Trp Leu Pro Gly
465 470 475 480

Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Ser Ala Asp Asn Asn
485 490 495

Asn Ser Glu Tyr Ser Trp Thr Gly Ala Thr Lys Tyr His Leu Asn Gly
500 505 510

Arg Asp Ser Leu Val Asn Pro Gly Pro Ala Met Ala Ser His Lys Asp
515 520 525

Asp Glu Glu Lys Phe Phe Pro Gln Ser Gly Val Leu Ile Phe Gly Lys
530 535 540

Gln Gly Ser Glu Lys Thr Asn Val Asp Ile Glu Lys Val Met Ile Thr
545 550 555 560

Asp Glu Glu Glu Ile Arg Thr Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Gln Tyr
565 570 575

Gly Ser Val Ser Thr Asn Leu Gln Arg Gly Asn Arg Gln Ala Ala Thr
580 585 590

Ala Asp Val Asn Thr Gln Gly Val Leu Pro Gly Met Val Trp Gln Asp
595 600 605

Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His Thr
610 615 620

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

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala Asn
645 650 655

Pro Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ala Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr Gln
660 665 670

Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln Lys
675 680 685

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr

690 695 700

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

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu
725 730 735

52



<210> 3
<211>724
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado 5

<400> 3

Met

Gly

Pro

Tyr

Asn

65

Gln

Ala

Leu

Gly

Asp

145

Lys

Gln

Ser

Leu

Asn

Asn

50

Arg

Leu

Glu

Gly

Leu

130

Asp

Pro

Leu

Phe

Arg

Gln

35

Tyr

Ala

Glu

Phe

Lys

115

val

His

Ser

Gln

Val

Glu

20

Gln

Leu

Asp

Ala

Gln

100

Ala

Glu

Phe

Thr

Ile
180

Asp

Phe

His

Gly

Glu

Gly

85

Glu

val

Glu

Pro

Ser

165

Pro
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His

Leu

Gln

Pro

Val

70

Asp

Lys

Phe

Gly

Lys

150

Ser

Ala

Pro

Gly

Asp

Gly

55

Ala

Asn

Leu

Gln

Ala

135

Arg

Asp

Gln

Pro

Leu

Gln
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Arg Gly Ser Pro Ala Gly Met Ser Val Gln Pro Lys Asn Trp Leu Pro
465 470 475 480

Gly Pro Cys Tyr Arg Gln Gln Arg Val Ser Lys Thr Lys Thr Asp Asn
485 490 495

Asn Asn Ser Asn Phe Thr Trp Thr Gly Ala Ser Lys Tyr Asn Leu Asn
500 505 510

Gly Arg Glu Ser Ile Ile Asn Pro Gly Thr Ala Met Ala Ser His Lys
515 520 525

Asp Asp Lys Asp Lys Phe Phe Pro Met Ser Gly Val Met Ile Phe Gly
530 535 540

Lys Glu Ser Ala Gly Ala Ser Asn Thr Ala Leu Asp Asn Val Met Ile
545 550 555 560

Thr Asp Glu Glu Glu Ile Lys Ala Thr Asn Pro Val Ala Thr Glu Arg
565 570 575

Phe Gly Thr Val Ala Val Asn Leu Gln Ser Ser Ser Thr Asp Pro Ala
580 585 590

Thr Gly Asp Val His Val Met Gly Ala Leu Pro Gly Met Val Trp Gln
595 600 605

Asp Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile Pro His
610 615 620

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

Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn Thr Pro Val Pro Ala
645 650 655

Asn Pro Pro Ala Glu Phe Ser Ala Thr Lys Phe Ala Ser Phe Ile Thr
660 665 670

Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu Leu Gln
675 680 685

Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Val Gln Tyr Thr Ser Asn
690 695 700

Tyr Ala Lys Ser Ala Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Asn Asn Gly Leu
705 710 715 720

Tyr Thr Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Pro Leu

725 730 735
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Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro
250

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Glu

Gly

Gly

Asp

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

77

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

val

125

Gly

Ser

Phe

Gly

Ala

205

Val

Asp

Asn

Asn

Pro

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Ser

val

His
255

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ser

Ile

240

Leu



Tyr

Thr

Phe

Asn

305

Gln

Asn

Pro

Ala

Gly

385

Pro

Phe

Asp

Arg

Ser

465

Pro

Asn

Lys

Tyr

His

290

Trp

val

Leu

Tyr

Asp

370

Ser

Ser

Glu

Arg

Thr

450

Gln

Gly

Asn

Gln

Phe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Vval

355

Val

Gln

Gln

Asp

Leu

435

Gln

Gly

Pro

Asn

Ile

260

Gly

His

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Phe

Ala

Met

vVal

420

Met

Thr

Gly

Cys

Ser
500

Ser

Tyr

Phe

Arg

val

325

Thr

Gly

Met

val

Leu

405

Pro

Asn

Thr

Pro

Tyr

485

Asn

ES 2 605305 T3

Asn

Ser

Ser

Pro

310

Thr

Ile

Ser

Ile

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Gly

Asn

470

Arg

Phe

Gly

Thr

Pro

295

Lys

Gln

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Gly

455

Thr

Gln

Ala

Thr

Pro

280

Arg

Arg

Asn

Val

His

360

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

440

Thr

Met

Gln

Trp

Ser

265

Trp

Asp

Leu

Glu

Phe

345

Gln

Tyr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Ala

Ala

Arg

Thr
505

78

Gly

Gly

Trp

Ser

Gly

330

Thr

Gly

Gly

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Asn

Asn

vVal

490

Ala

Gly

Tyr

Gln

Phe

315

Thr

Asp

Cys

Tyr

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Thr

Gln

475

Ser

Gly

Ala

Phe

Arg

300

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

380

Cys

Gln

His

Leu

Gln

460

Ala

Thr

Thr

Thr

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Thr

Lys

Thr

Lys

Asn

270

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Glu

Thr

Gln

430

Tyr

Leu

Asn

Thr

Tyr
510

Asp

Asn

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Phe

Asn

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Gly

Trp

Gly

495

His

Asn

Arg

Asn

Ile

320

Asn

Leu

Pro

Asn

Phe

400

Thr

Leu

Ser

Phe

Leu

480

Gln

Leu



Asn

Lys

Gln

545

Thr

Tyr

Ile

Asn

Thr

625

Lys

Asp

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

<210> 12
<211> 736
<212> PRT

Gly

Asp

530

Gln

Ser

Gly

Gly

Arg

610

Asp

His

Pro

Tyr

Glu

690

Tyr

Ser

Arg

515

Asp

Asn

Glu

Ile

Thr

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Asn

Glu

Ala

Glu

Val

580

Val

Val

Asn

Pro

Thr

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

Glu

Ala

Glu

565

Ala

Asn

Tyr

Phe

Pro

645

Thr

Gly

Lys

Thr

Arg
725

<213> Virus adeno-asociado CSp3

<400> 12

ES 2 605305 T3

Leu

Arg

Arg

550

Ile

Asp

Ser

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Ser

710

Pro

Ala

Phe

535

Asp

Lys

Asn

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Asn

val

Trp

695

val

Ile

Asn

520

Phe

Asn

Thr

Leu

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Gln

Ser

680

Asn

Asp

Gly

Pro

Pro

Ala

Thr

Gln

585

Ala

Pro

Pro

Ile

Ser

665

Val

Pro

Phe

Thr

79

Gly

Vval

Asp

Asn

570

Gln

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg
730

Ile

Thr

Tyr

555

Pro

Gln

Pro

Trp

Met

635

Asn

Leu

Ile

Ile

Vval

715

Tyr

Ala

Gly

540

Ser

Val

Asn

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Asn

Glu

Gln

700

Asn

Leu

Met

525

Ser

Asp

Ala

Thr

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Ala

Cys

Val

Thr

Ala

590

Val

Ile

Phe

val

Phe

670

Glu

Thr

Glu

Arg

Thr

Phe

Met

Glu

575

Pro

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn
735

His

Trp

Leu

560

Glu

Gln

Gln

His

Leu

640

Ala

Thr

Gln

Asn

val

720

Leu



ES 2 605305 T3

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

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Ala Leu Lys Pro Gly Ala Pro Gln Pro
20 25 30

Lys Ala Asn Gln Gln His Gln Asp Asn Ala Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

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

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Lys Tyr Asn His Ala
85 90 95

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Lys Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Leu Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Glu Ala Ala Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Gln Ser Pro Gln Glu Pro Asp Ser Ser Ala Gly Ile Gly
145 150 155 160

Lys Ser Gly Ala Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr
165 170 175

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

Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Ser Leu Thr Ile Ala Ser Gly Gly Gly
195 200 205

Ala Pro Val Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser Ser
210 215 220

Ser Gly Asn Trp His Cys Asp Ser Gln Trp Leu Gly Asp Arg Val Ile
225 230 235 240

Thr Thr Ser Thr Arg Thr Trp Ala Leu Pro Thr Tyr Asn Asn His Leu
245 250 255

Tyr Lys Arg Ile Ser Asn Ser Thr Ser Gly Gly Ser Ser Asn Asp Asn
260 265 270

80



Ala

Phe

Asn

305

Arg

Asn

Pro

Ala

Gly

385

Pro

Phe

Asp

Lys

val

465

Gly

Asn

Gly

Tyr

His

290

Trp

val

Leu

Tyr

Asp

370

Ser

Ser

Glu

Arg

Thr

450

Ala

Pro

Asn

Arg

Phe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Val

355

Vval

Gln

Gln

Asn

Leu

435

Ile

Gly

Ser

Ser

Asn
515

Gly

His

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Phe

Ala

Met

val

420

Met

Asn

Pro

Tyr

Glu

500

Ser

Tyr

Phe

Arg

val

325

Thr

Gly

Met

Val

Leu

405

Pro

Asn

Gly

Ser

Arg

485

Phe

Leu

ES 2 605305 T3

Ser

Ser

Pro

310

Thr

val

Ser

Ile

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Ser

Asn

470

Gln

Ala

Met

Thr

Pro

295

Lys

Asp

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Gly

455

Met

Gln

Trp

Asn

Pro

280

Arg

Arg

Asn

val

His

360

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

440

Gln

Ala

Arg

Pro

Pro
520

Trp

Asp

Leu

Asn

Phe

345

Glu

Tyr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Asn

val

Val

Gly

505

Gly

81

Gly

Trp

Asn

Gly

330

Thr

Gly

Gly

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Gln

Gln

Ser

490

Ala

Pro

Tyr

Gln

Phe

315

val

Asp

Cys

Tyr

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Gln

Gly

475

Thr

Ser

Ala

Phe

Arg

300

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

380

Cys

Gln

His

Leu

Thr

460

Arg

Thr

Ser

Met

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Asp

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Leu

Asn

Vval

Trp

Ala
525

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Lys

Tyr

Thr

Ala

510

Ser

Asn

Asn

Asn

Thr

335

Gln

Phe

Asn

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Phe

Ile

Arg

495

Leu

His

Arg

Asn

Ile

320

Asn

Leu

Pro

Asp

Phe

400

Glu

Leu

Ser

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys



Glu

Lys

545

Thr

Tyr

Thr

Asp

Thr

625

Lys

Asp

Gln

Lys

Tyr

705

Tyr

<210> 13
<211> 313
<212> PRT

Gly

530

Gln

Asn

Gly

Gly

Arg

610

Asp

His

Pro

Tyr

Glu

690

Tyr

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 13

Glu

Gly

Glu

Gln

Trp

595

Asp

Gly

Pro

Pro

Ser

675

Asn

Lys

Glu

Asp

Thr

Glu

Val

580

Val

Val

Asn

Pro

Thr

660

Thr

Ser

Ser

Pro

Arg

Gly

Glu

565

Ala

Gln

Tyr

Phe

Pro

645

Ala

Gly

Lys

Asn

Arg
725
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Phe

Arg

550

Ile

Thr

Asn

Leu

His

630

Gln

Phe

Gln

Arg

Asn

710

Pro

Phe

535

Asp

Lys

Asn

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Asn

vVal

Trp

695

Val

Ile

Pro

Asn

Thr

His

Gly

600

Gly

Ser

Leu

Lys

Ser

680

Asn

Glu

Gly

Leu

Val

Thr

Gln

585

Ile

Pro

Pro

Ile

Asp

665

Val

Pro

Phe

Thr

82

Ser

Asp

Asn

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys

650

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg
730

Gly

Ala

555

Pro

Ala

Pro

Trp

Met

635

Asn

Leu

Ile

Ile

Val

715

Tyr

Ser

540

Asp

Val

Gln

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Asn

Glu

Gln

700

Asn

Leu

Leu

Lys

Ala

Ala

Met

605

Lys

Gly

Pro

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Ile

Vval

Thr

Gln

590

Val

Ile

Phe

val

Phe

670

Glu

Thr

Glu

Arg

Phe

Met

Glu

575

Ala

Trp

Pro

Gly

Pro

655

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn
735

Gly

Ile

560

Ser

Gln

Gln

His

val

640

Ala

Thr

Gln

Asn

Val

720

Leu



ES 2 605305 T3

Met Thr Ser Cys His Ile Ala Glu Glu His Ile Gln Lys Val Ala Ile
1 5 10 15

Phe Gly Gly Thr His Gly Asn Glu Leu Thr Gly Val Phe Leu Val Lys
20 25 30

His Trp Leu Glu Asn Gly Ala Glu Ile Gln Arg Thr Gly Leu Glu Val
35 40 45

Lys Pro Phe Ile Thr Asn Pro Arg Ala Val Lys Lys Cys Thr Arg Tyr
50 55 60

Ile Asp Cys Asp Leu Asn Arg Ile Phe Asp Leu Glu Asn Leu Gly Lys
65 70 75 80

Lys Met Ser Glu Asp Leu Pro Tyr Glu Val Arg Arg Ala Gln Glu Ile
85 90 95

Asn His Leu Phe Gly Pro Lys Asp Ser Glu Asp Ser Tyr Asp Ile Ile
100 105 110

Phe Asp Leu His Asn Thr Thr Ser Asn Met Gly Cys Thr Leu Ile Leu
115 120 125

Glu Asp Ser Arg Asn Asn Phe Leu Ile Gln Met Phe His Tyr Ile Lys
130 135 140

Thr Ser Leu Ala Pro Leu Pro Cys Tyr Val Tyr Leu Ile Glu His Pro
145 150 155 160

Ser Leu Lys Tyr Ala Thr Thr Arg Ser Ile Ala Lys Tyr Pro Val Gly
165 170 175

Ile Glu Val Gly Pro Gln Pro Gln Gly Val Leu Arg Ala Asp Ile Leu
180 185 190

Asp Gln Met Arg Lys Met Ile Lys His Ala Leu Asp Phe Ile His His
195 200 205

Phe Asn Glu Gly Lys Glu Phe Pro Pro Cys Ala Ile Glu Val Tyr Lys
210 215 220

Ile Ile Glu Lys Val Asp Tyr Pro Arg Asp Glu Asn Gly Glu Ile Ala
225 230 235 240

Ala Tle Ile His Pro Asn Leu Gln Asp Gln Asp Trp Lys Pro Leu His
245 250 255

Pro Gly Asp Pro Met Phe Leu Thr Leu Asp Gly Lys Thr Ile Pro Leu
260 265 270

Gly Gly Asp Cys Thr Val Tyr Pro Val Phe Val Asn Glu Ala Ala Tyr
275 280 285

83



ES 2 605305 T3

Tyr Glu Lys Lys Glu Ala Phe Ala Lys Thr Thr Lys Leu Thr Leu Asn
290 295 300

Ala Lys Ser Ile Arg Cys Cys Leu His
305 310

<210> 14
<211> 942
<212> ADN

<213> Homo sapiens

10

<400> 14
atgacttctt gtcacattgc tgaagaacat atacaaaagg ttgctatctt tggaggaacc 60
catgggaatg agctaaccgg agtatttctg gttaagcatt ggctagagaa tggcgctgag 120
attcagagaa cagggctgga ggtaaaacca tttattacta accccagagc agtgaagaag 180
tgtaccagat atattgactg tgacctgaat cgcatttttg accttgaaaa tcttggcaaa 240
aaaatgtcag aagatttgcc atatgaagtg agaagggctc aagaaataaa tcatttattt 300
ggtccaaaag acagtgaaga ttcctatgac attatttttg accttcacaa caccacctct 360
aacatggggt gcactcttat tcttgaggat tccaggaata actttttaat tcagatgttt 420
cattacatta agacttctct ggctccacta ccctgectacg tttatctgat tgagcatcct 480
tccectcaaat atgcgaccac tcgttccata gccaagtatce ctgtgggtat agaagttggt 540
cctcagecte aaggggttct gagagctgat atcttggatc aaatgagaaa aatgattaaa 600
catgctcttg attttataca tcatttcaat gaaggaaaag aatttcctcc ctgegceccatt 660
gaggtctata aaattataga gaaagttgat tacccccggg atgaaaatgg agaaattgcect 720
gctatcatcc atcctaatct gcaggatcaa gactggaaac cactgcatcce tggggatccce 780
atgtttttaa ctcttgatgg gaagacgatc ccactgggcg gagactgtac cgtgtacccce 840
gtgtttgtga atgaggccgc atattacgaa aagaaagaag cttttgcaaa gacaactaaa 900
ctaacgctca atgcaaaaag tattcgectge tgtttacatt ag 942

<210> 15

<211> 312

<212> PRT

<213> Mus Musculus

<400> 15

84
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Met Thr Ser Cys Val Ala Lys Glu Pro Ile Lys Lys Ile Ala Ile Phe
1 5 10 15

Gly Gly Thr His Gly Asn Glu Leu Thr Gly Val Phe Leu Val Thr His
20 25 30

Trp Leu Arg Asn Gly Thr Glu Val His Arg Ala Gly Leu Asp Val Lys
35 40 45

Pro Phe Ile Thr Asn Pro Arg Ala Val Glu Lys Cys Thr Arg Tyr Ile
50 55 60

Asp Cys Asp Leu Asn Arg Val Phe Asp Leu Glu Asn Leu Ser Lys Glu
65 70 75 80

Met Ser Glu Asp Leu Pro Tyr Glu Val Arg Arg Ala Gln Glu Ile Asn
85 90 95

His Leu Phe Gly Pro Lys Asn Ser Asp Asp Ala Tyr Asp Leu Val Phe
100 105 110

Asp Leu His Asn Thr Thr Ser Asn Met Gly Cys Thr Leu Ile Leu Glu
115 120 125

Asp Ser Arg Asn Asp Phe Leu Ile Gln Met Phe His Tyr Ile Lys Thr
130 135 140

Cys Met Ala Pro Leu Pro Cys Ser Val Tyr Leu Ile Glu His Pro Ser
145 150 155 160

Leu Lys Tyr Ala Thr Thr Arg Ser Ile Ala Lys Tyr Pro Val Gly Ile
165 170 175

Glu Val Gly Pro Gln Pro His Gly Val Leu Arg Ala Asp Ile Leu Asp
180 185 190

Gln Met Arg Lys Met Ile Lys His Ala Leu Asp Phe Ile Gln His Phe
195 200 205

Asn Glu Gly Lys Glu Phe Pro Pro Cys Ser Ile Asp Val Tyr Lys Ile
210 215 220

Met Glu Lys Val Asp Tyr Pro Arg Asn Glu Ser Gly Asp Met Ala Ala
225 230 235 240

Val Ile His Pro Asn Leu Gln Asp Gln Asp Trp Lys Pro Leu His Pro
245 250 255

Gly Asp Pro Val Phe Val Ser Leu Asp Gly Lys Val Ile Pro Leu Gly
260 265 270

Gly Asp Cys Thr Val Tyr Pro Val Phe Val Asn Glu Ala Ala Tyr Tyr
275 280 285

Glu Lys Lys Glu Ala Phe Ala Lys Thr Thr Lys Leu Thr Leu Ser Ala
290 295 300

85



10

15
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Lys Ser Ile Arg Ser Thr Leu His
305 310

<210> 16
<211> 939
<212> ADN

<213> Mus Musculus

<400> 16

atgacctctt
ggaaatgaac
cacagagcag
accagataca
atgtctgaag
ccaaaaaata
atgggttgca
tatattaaga
ctcaaatatg
cagcctcacg
gctecttgatt
gtctataaaa
gttattcatc
tttgtgtcte
tttgtgaatg

acactcagceg

gtgttgctaa
tgaccggagt
ggctggacgt
ttgactgtga
acttgccata
gtgatgatgce
ctcttattet
cttgcatgge
caaccactcg
gtgtccttag
ttatacagca
taatggagaa
ctaatctgca
ttgatggaaa
aagctgcata

caaaaagcat

agaacctatt
gtttctagtt
gaagccattc
cctgaatcegt
tgaagtgaga
ctatgacctt
tgaggattcce
tccattaccce
ttccattgece
agctgatatt
tttcaatgaa
agttgattat
ggatcaagac
agttattcca
ttatgaaaaa

ccgctcecact

aagaagattg
actcactggc
attaccaatc
gtttttgacc
agggctcaag
gtttttgacc
aggaatgact
tgctctgttt
aagtatcctg
ttagaccaaa
ggaaaagaat
ccaaggaatg
tggaaaccat
ctgggtggag
aaagaagcat

ttgcactaa

<210> 17
<211> 465
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

86

ccatctttgg
taaggaatgg
caagggcggt
ttgaaaatct
aaataaatca
ttcacaacac
ttttaattca
atctcattga
ttggtataga
tgagaaaaat
ttcctecectg
aaagtggaga
tgcaccctgg
actgtaccgt

ttgcaaagac

agggactcat
cactgaagtt
ggagaagtgc
tagcaaagag
tttatttggt
cacttctaac
gatgtttcac
gcatccttca
agttggtcct
gataaaacat
ttctattgac
catggctgcet
agatcctgtg
gtacccagtg

aacaaaacta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

939



10

atggcgacga
ttcgagcaga
gaaggcctge
gcaggtcctce
catgttggag
gaagattctg
catgaaaaag

gctggaagtc

aggccgtgtg
aggaaagtaa
atggattcca
actttaatcc
acttgggcaa
tgatctcact
cagatgactt

gtttggcettg

<210> 18
<211> 154
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Met Ala Thr Lys

Gly

Trp Gly

His

Ile

Glu Phe

Ile Asn
20

Ser Ile

35

Gly

50

Phe Asn Pro

65

His Val

Asp Val

Ile

Lys

Leu

Gly Asp

Ile
100

Ser

Ile Gly Arg

115

Gly Gly Asn

130

Leu Ala Cys

145

Gly

ES 2 605305 T3

cgtgctgaag
tggaccagtg
tgttcatgag
tctatccaga
tgtgactgct
ctcaggagac

gggcaaaggt

tggtgtaatt

Ala Val Cys

Phe Glu Gln

Lys Gly Leu

Asp Asn Thr
55

Ser Arg Lys
70

Leu Gly Asn
85

Glu Asp Ser

Thr Leu Val

Glu Glu Ser

135

Val Ile Gly

150

ggcgacggece
aaggtgtggg
tttggagata
aaacacggtg
gacaaagatg
cattgcatca
ggaaatgaag

gggatcgccce

Val

Glu
25

Lys

Thr Glu Gly Leu His

40

Ala Gly Cys

His

Val

Val Ile

105

Val
120

His

Thr Lys

Leu Lys
10

Glu

cagtgcaggg
gaagcattaa
atacagcagg
ggccaaagga
gtgtggccga
ttggcecgeac
aaagtacaaa

aataa

Ser Asn Gly Pro Val

catcatcaat
aggactgact
ctgtaccagt
tgaagagagg
tgtgtctatt
actggtggtc

gacaggaaac

Gly Asp Gly Pro Val

15

Lys
30

Gly Phe His

45

60

75

Thr Ser Ala Gly Pro

Gly Gly Pro Lys Asp Glu Glu

Thr Ala Asp Lys Asp Gly Val

95

Ser Leu Ser Gly Asp His

110

Lys Ala Asp Asp Leu

125

Thr Gly Asn Ala Gly

140

Ile Ala Gln

87

Ser

Gln

val

val

His

Arg

80

Ala

Cys

Gly

Arg

60

120

180

240

300

360

420

465



10

15

<210> 19
<211> 465
<212> ADN

<213> Mus Musculus

<400> 19

atggcgatga
ttcgagcaga
gaaggccagc
gcaggacctc
catgttggag
gaagatcgtg
catgagaaac

gctgggagece

<210> 20
<211> 154
<212> PRT

aagcggtgtg
aggcaagcgg
atgggttcca
attttaatcc
acctgggcaa
tgatctcact
aagatgactt

gcttggectg

<213> Mus Musculus

<400> 20

ES 2 605305 T3

cgtgctgaag
tgaaccagtt
cgtccatcag
tcactctaag
tgtgactgcet
ctcaggagag
gggcaaaggt

tggagtgatt

ggcgacggtc
gtgttgtcag
tatggggaca
aaacatggtg

ggaaaggacg

cattccatca
ggaaatgaag

gggattgecge

88

cggtgcaggg

gacaaattac
atacacaagg
gcccggegga
gtgtggccaa

ttggccgtac
aaagtacaaa

agtaa

aaccatccac
aggattaact
ctgtaccagt
tgaagagagg
tgtgtccatt
aatggtggtc

gactggaaat

60

120

180

240

300

360

420

465



10

Met

Gly

Ser

His

Phe

65

His

Asn

Ile

Lys

Leu
145

<210> 21
<211> 5243
<212> ADN

Ala

Thr

Gly

Gln

50

Asn

Val

Val

Ile

Gly

130

Ala

Met

Ile

Gln

35

Tyr

Pro

Gly

Ser

Gly

115

Gly

Cys

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

His

20

Ile

Gly

His

Asp

Ile

100

Arg

Asn

Gly

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21

ctgegegete getegetcac tgaggecgee cgggcaaage ccgggegteg ggegaccettt

Ala

Phe

Thr

Asp

Ser

Leu

85

Glu

Thr

Glu

Val

ES 2 605305 T3

Val

Glu

Gly

Asn

Lys

70

Gly

Asp

Met

Glu

Ile
150

Cys

Gln

Leu

Thr

55

Lys

Asn

Arg

Val

Ser

135

Gly

Val

Lys

Thr

40

Gln

His

Val

Val

Val

120

Thr

Ile

Leu

Ala

25

Glu

Gly

Gly

Thr

Ile

105

His

Lys

Ala

89

Lys

10

Ser

Gly

Cys

Gly

Ala

90

Ser

Glu

Thr

Gln

Gly

Gly

Gln

Thr

Pro

75

Gly

Leu

Lys

Gly

Asp

Glu

His

Ser

60

Ala

Lys

Ser

Gln

Asn
140

Gly

Pro

Gly

45

Ala

Asp

Asp

Gly

Asp

125

Ala

Pro

val

30

Phe

Gly

Glu

Gly

Glu

110

Asp

Gly

vVal

15

val

His

Pro

Glu

vVal

95

His

Leu

Ser

Gln

Leu

val

His

Arg

80

Ala

Ser

Gly

Arg

60



ggtcgccegg
aagatcaatt
tacggggtca
tggceccegect
tcccatagta
actgcccact
aatgacggta
acttggecagt
tcactctcece
tattttgtge
cgaggggcgg
ccgaaagttt
gcggcegggcg
ctcgtttagt
tcaccggggt
gegtgtecgg
gcaccaccgg
tgcagtgcett
tgccecgaagg
cccgegecga
tcgacttcaa
acaacgtcta
gccacaacat
tcggcgacgg
gcaaagaccce
ggatcactct
gcgggaaage
agtttgtcac
gtgccgttgg
cacccgttet
agctgtgaag
cttcaagggce

ctcegtegea

cctcagtgag
caattcacgc
ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
tggcagtaca
aatggcecge
acatctacgt
catctccecee
agcgatgggg
ggcggggcga
ccttttatgg
ggagcaagct
gaaccgtcag
ggtgcccatc
cgagggcgag
caagctgccce
cagccgctac
ctacgtccag
ggtgaagttc
ggaggacggc
tatcatggce
cgaggacggc
ccecegtgetg
caacgagaag
cggcatggac
tcttattegg
tgactggaga
gcagtgcacc
gttggtacct
ccacagatgg
tcgagaattc

ggacgcaggg

ES 2 605305 T3

cgagcgagcg
gtcgacattg
gcccatatat
ccaacgaccc
ggactttcca
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatce
ccctecccac
gcgggggggy
ggcggagagg
cgaggcggcyg
ctagecctega
ttcgaaatcg
ctggtcgagce
ggcgatgeca
gtgccectgge
cccgaccaca
gagcgcacca
gagggcgaca
aacatcctgg
gacaagcaga
agcgtgcage
ctgcccgaca
cgcgatcaca
gagctgtaca
gtgagatggg
actcggtttyg
cgtacctttg
gctgttgaca
gctttgtcag

agggtgggge

ttcgggecta

cgcagagagg
attattgact
ggagttccge
ccgeccattg
ttgacgtcaa
catatgccaa
gcccagtaca
gctattacca
ccccaatttt
ggggcgegeg
tgcggeggea
gcggcggcgg
gaattcacge
ccaccatggt
tggacggcga
cctacggcaa
ccaccctegt
tgaagcagca
tcttettcaa
ccctggtgaa
ggcacaagct
agaacggcat
tcgecgacca
accactacct
tggtcctget
agtaagtaac
ctggggcacce
tcgtectgttg
ggagcgcegeg
gtgagcgacg
cagtcacatt
cacctgecegg

gggtaggctc

90

gagtgtagcc
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggata
gtacgccecce
tgaccttatg
tgtegaggee
gtatttattt
ccaggcgggyg
gccaatcaga
ccctataaaa
gtggtaccte
gagcaagggc
cgtaaacggc
gctgacccectg
gaccaccctg
cgacttctte
ggacgacggc
ccgcatcgag
ggagtacaac
caaggtgaac
ctaccagcag
gagcacccag
ggagttcgtg
aggtaagtgce
atctggggac
€gggggcggc
ccctegtegt
caatgtgact
gcgectgecta
taggtgtgeg

tcctgaatcg

atgctctagg
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
tttacggtaa
tattgacgtce
ggactttcect
acgttetget
attttttaat
cggggcgggg
gcggegeget
agcgaagcge
tagagcagag
gaggagctgt
cacaagttca
aagttcatct
acctacggeg
aagtccgecca
aactacaaga
ctgaagggca
tacaacagcce
ttcaagatcc
aacaccccca
tccgeectga
accgeegecg
gatcgctaat
cctgacgtga
agttatggceg
gtcgtgacgt
tcgctgacaa
ctgcctegga
gtaggectttt

acaggcgccg

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



gacctctgge
gcttgtggaa
gaagcccctt
gtgttggaat
tcattaacta
cgctcactga
cagtgagcga
gtcgtgactg
tcegecagetg
gcctgaatgg
ttacgcgcag
tcecettectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tctattcttt
tgatttaaca
cacttttecgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tecetgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcegt
gatgcctgta
agcttceegg
gcgeteggece

gtctegeggt

ggccgcaaca
gaaatgggat
gagcatctga
tttttgtgtc
caaggaaccc
ggccgggcga
gcgagcgcgce
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatgggac
cgtgaccgct
tctegecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcaccecag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccgggce
tactcaccag
gctgeccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteceggetg

atcattgcag

ES 2 605305 T3

acgcegttect
ccgatctttt
cttectggeta
tctcactegg
ctagtgatgg
ccaaaggtcg
agccttaatt
ggcgttacce
gaagaggccc
gcgecctgta
acacttgcca
ttegecgget
gctttacgge
tegeectgat
ctcttgttec
gggattttgc
gcgaatttta
gcggaacccc
aataaccctg
tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat

cactggggcc

gaccattcat
tcectetgee
ataaaggaaa
cctaggtaga
agttggccac
cccgacgecce
aacctaattc
aacttaatcg
gcaccgateg
gcggcgcatt
gcgcecctage
ttceccegtea
acctcgaccce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcggc
acaaaatatt
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgeecge
gcatcttacg
taacactgeg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa

agatggtaag

91

cctetttett
aaaaattatg
tttattttca
taagtagcat
tcecctetetg
gggctttgee
actggccgtc
ccttgecagea
ccectteccaa
aagcgcggceg
gceccegcetect
agctctaaat
caaaaaactt
tegeectttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagcceg

ccctececegta

tttectgecag
gggacatcat
ttgcaatagt
ggcgggttaa
cgcgeteget
cgggcggect
gttttacaac
catcccectt
cagttgegeca
ggtgtggtgg
ttcgetttet
cgggggctce
gattagggtg
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgagc
atttaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagtttteg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttcet
gtgagegtgg

tcgtagttat

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



10

ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttccc
agagcgcacg
tecgeccaccte
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcgce
ctggcacgac
ttagctcact
tggaattgtg

atttaattaa

<210> 22
<211> 108
<212> ADN

gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgetgeca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagce
agcaacgcgg
cctgegttat
gctcgecgea
ccaatacgca
aggtttcceg
cattaggcac
agcggataac

ggccttaatt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22

ES 2 605305 T3

caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
ccectgatte
gccgaacgac
aaccgectet
actggaaagc
cccaggcettt
aatttcacac

agg

tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtegtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgectggtat
gtgatgctcg
gttecctggece
tgtggataac
cgagcgcage
cceegegegt
gggcagtgag
acactttatg

aggaaacagc

agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacce
atctgctgcet
gagctaccaa
gttcttctag
tacctegcete
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggc
ttttgectgge
cgtattaccg
gagtcagtga
tggccgattce
cgcaacgcaa
cttceggete

tatgaccatg

ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttee
tgtagcegta
tgctaatccet
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttgtg

attacgccag

tgctgttgac agtgagcgac atcatcaatt ttccgagcag aactgtgaag ccacagatgg

gttctgctecg aaattgatga tgctgcctac tgectecggac ttcaaggg

92

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5243

60

108
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25

30
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<210> 23
<211> 106
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 23

tgctgttgac agtgagcgac gcattaaagg atcctgactg actgtgaagc cacagatggg 60

tcagtcagtce ctttaatgcg ctgectactg cecteggactt caaggg 106

<210> 24
<211> 108
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 24

tgctgttgac agtgagcgac tgcatggatt ctccatgttc atctgtgaag ccacagatgg 60

gatgaacatg gaatccatgc agctgcctac tgecctcecggac ttcaaggg 108

<210> 25
<211> 106
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 25

93



10

15

20

25

30
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tgctgttgac agtgagcgac aaggatgaag atcgaggcat gctgtgaagce cacagatggg 60
catgcctcete ttcatccttg ctgectactg cctecggactt caaggg 106
<210> 26
<211> 110
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26

tgctgttgac agtgagcgac gcaatgtgac ttcgctgaca aagctgtgaa gccacagatg 60

ggctttgtca gcagtcacat tgcgetgecet actgectegg acttcaaggg 110

<210> 27

<211> 108

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27

tgctgttgac agtgagcgac cgatgtgtct atcttgaaga ttctgtgaag ccacagatgg 60

gaatcttcaa tagacacatc ggctgcctac tgecctecggac ttcaaggg 108

<210> 28

<211> 106

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28
94



10

15

20

25

30

tgctgttgac agtgagcgac ggtggaaatg atcagaaagt actgtgaagce cacagatggg

tactttcttc atttccaccg ctgectactg ccteggactt caaggg

<210> 29

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 29

tgctgttgac agtgagcgac gctgtagaaa ttcgtatcct gatctgtgaa gccacagatg

ggatcaggat acatttctac agcgcectgcecet actgectecgg acttcaaggg

<210> 30
<211> 106
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 30

tgctgttgac agtgagcgag gtattaaact tgtcagaatt tagtgaagcc acagatgtaa

attctgacaa gtttaatacc ctgecctactg cctecggactt caaggg

<210> 31
<211> 106
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

ES 2 605305 T3

95

60

106

60

110

60

106
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15

20

25

30

35

<400> 31

tgctgttgac agtgagcgac gatgctctaa tcggttctat caagtgaage cacagatgtt

gatagaacct tagagcatcg ctgcctactg ccteggactt caaggg

<210> 32
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 32

cgaaatacat acttctttac attccatt 28

<210> 33
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33

cgaatggaat gtaaagaagt atgtattt 28

<210> 34
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34

cgaaacaaac accattgtca cactccatt 29

ES 2 605305 T3

96
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20

25

30
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<210> 35
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 35

cgaatggagt gtgacaatgg tgtttgttt 29

<210> 36
<211>72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36

cgaaatacat acttctttac attccaatac atacttcttt acattccaat acatacttct

ttacattcca tt

<210> 37
<211>72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 37

cgaatggaat gtaaagaagt atgtattgga atgtaaagaa gtatgtattg gaatgtaaag

aagtatgtat tt

97

60

72

60

72



10

15

20

25

30

35
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<210> 38
<211>75
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 38

cgaaacaaac accattgtca cactccaaca aacaccattg tcacactcca acaaacacca

ttgtcacact ccatt

<210> 39
<211>75
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 39

cgaatggagt gtgacaatgg tgtttgttgg agtgtgacaa tggtgtttgt tggagtgtga

caatggtgtt tgttt

<210> 40

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 40

cgaaatacat acttctttac attccaacaa acaccattgt cacactccat t 51

98

60

75

60

75
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25

30

35
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<210> 41
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 41

cgaatggagt gtgacaatgg tgtttgttgg aatgtaaaga agtatgtatt t 51

<210> 42
<211> 173
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 42

ttcgaactcg agatacatac ttctttacat tccaatacat acttctttac attccaatac 60
atacttcttt acattccacc atggactagt acaaacacca ttgtcacact ccaacaaaca 120

ccattgtcac actccaacaa acaccattgt cacactccag cggecgette gaa 173

<210> 43
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 43

atcgggceccg actgcagttt cagegtttg 29

<210> 44
99
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<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 44

cgcgggceccg actttacatt acacacaa 29

<210> 45
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 45

cgcgggceccg actgatgtgt gagagagac 29

<210> 46
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 46

cgcgggceccg actttcggec tcccgagge 29

<210> 47
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

100
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<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 47

tgaagctgaa gcctgtgatg 20

<210> 48
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 48

gagcacctga cagcattgaa 20

<210> 49
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49

ctcagcaaca gctcatggaa 20

<210> 50
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 50
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ttacttctgg caccacacca 20

<210> 51
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 51

tggtatggtg ccagaagtaa 20

<210> 52
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 52

caacagatgg ctggcaacta 20

<210> 53
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 53

tgggagtggc accttcca 18

<210> 54

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 54

cgaccactac cagcagaaca 20

<210> 55
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 55

cttgtacagc tcgtccatge 20

<210> 56
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 56

aatggcctca gaatgactgc 20

<210> 57
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético

<400> 57

agtcgctttc acagccaaa 20

<210> 58
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 58

atgccaacac agtgctgtct gg 22

<210> 59
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 59

tgcttgctga tccacatctg ct 22

<210> 60
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 60

tggagtgtga caatggtgtt tg 22
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<210> 61
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 61

aactatacaa cctactacct ca 22

<210> 62
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 62

agcctatcct ggattacttg aa 22

<210> 63
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 63

acagttcttc aactggcagc tt 22

<210> 64
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 64

ctctgtatcg ttccaatttt agtata 26
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REIVINDICACIONES

1. Un rAAV que comprende (i) una proteina de la capside que comprende la secuencia como se expone en SEQ ID
NO: 9y (ii) un acido nucleico que comprende un promotor operativamente unido con un transgén para su uso en el
tratamiento de esclerosis lateral amiotréfica (ELA); en el que el rAAV va a administrarse a tejido del sistema nervioso
central (SNC) de un sujeto por administracion intratecal, y opcionalmente también se administra por administracion
intracerebral.

2. EITAAV para el uso de la reivindicacion 1, en el que el rAAV va a administrarse a tejido del SNC de un sujeto por
administracion intratecal y por administracion intracerebral.

3. El rAAV para el uso de la reivindicaciéon 2, en el que la administracién intracerebral es una administracion
intraventricular.

4. El rAAV para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la administracién intratecal es en la
region cervical del canal espinal del sujeto.

5. El rAAV para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la administracién intratecal es en la
region toracica del canal espinal del sujeto.

6. El rAAV para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la administracién intratecal es en la
region lumbar del canal espinal del sujeto.

7. El rAAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la dosis del rAAV para
administracion intratecal o intracerebral esta en un intervalo de 10" copias de genoma a 10" copias de genoma.

8. El rAAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el transgén codifica un ARN
inhibidor que se une especificamente a ARNm de SOD1 e inhibe la expresién de SOD1 en el sujeto.

9. El rAAV para el uso de la reivindicacion 8, en el que el ARN inhibidor tiene una secuencia como se expone en
SEQ ID NO: 26.

10. El rAAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el rAAV se formula en una
composicion que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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