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ES 2627535713

DESCRIPCION
Enzima de la enfermedad de almacenamiento lisosomal
SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional No. 61/343.177 de los Estados Unidos,
presentada el 23 de abril de 2010, la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/396.376, presentada el 26
de mayo de 2010, la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/403.011, presentada el 9 de setembre del
2010, la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/456.014, presentada el 29 de octubre de 2010, la
Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/432.372, presentada el 13 de enero de 2011.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La deficiencia de la lipasa acida lisosomal (LAL) es una enfermedad de almacenamiento lisosomal (LSD) muy
rara caracterizada por no conseguir la degradacion de ésteres de colesterilo (CE) y triglicéridos (TAG) en lisosomas
debido a una deficiencia de la enzima. La deficiencia de LAL se asemeja a otros trastornos de almacenamiento
lisosomal con la acumulacién de sustrato en un ndmero de tejidos y tipos de células. En la deficiencia de LAL la
acumulacién de sustrato es mas marcada en las células del sistema reticuloendotelial incluyendo las células de
Kupffer en el higado, histiocitos en el bazo y en la lamina propia del intestino delgado. Las células
reticuloendoteliales expresan el receptor de manosa/N-acetilglucosamina de macréfagos (también conocido como
receptor de manosa de macréfagos o MMR, CD206), que media la union, captacion celular y la internalizacion
lisosémica de proteinas con N-glicanos terminados en GIcNAc o0 manosa, y proporciona una via para la potencial de
correccion de la deficiencia de la enzima en estos tipos de células clave.

[0003] La deficiencia de LAL es una enfermedad multi-sistema que mas comunmente se manifiesta con
complicaciones gastrointestinales, del higado y complicaciones cardiovasculares y se asocia con una morbilidad y
mortalidad significativas. Los efectos clinicos de la deficiencia de LAL se deben a una acumulacion masiva de
material lipidico en los lisosomas en un numero de tejidos y una profunda perturbacion de los mecanismos
homeostaticos de colesterol y lipidos, incluyendo aumentos sustanciales en la sintesis de colesterol hepatico. La
deficiencia de LAL deficiencia presenta al menos dos fenotipos, Enfermedad de Wolman (WD) y enfermedad de
almacenamiento de éster de colesterilo (CESD).

[0004] La enfermedad de Wolman es la forma mas agresiva de la deficiencia de LAL. Este fenotipo se caracteriza
por manifestaciones gastrointestinales y hepaticas, incluyendo la falta de crecimiento, mala absorcion, esteatorrea,
pérdida de peso profunda y hepatomegalia. La enfermedad de Wolman es rapidamente progresiva y fatal por lo
general dentro del primer afio de vida. Una revision de casos indica que la supervivencia mas alla de 12 meses de
vida es muy rara para los pacientes que presentan falta de crecimiento debido a la deficiencia de LAL en el primer
afo de vida. En esta forma mas agresiva, la falta de crecimiento es el rasgo clinico predominante y es un elemento
clave para la mortalidad temprana. La afectacion hepatica como se evidencia por el agrandamiento del higado y la
elevacion de las transaminasas es también comun en los bebés. Los hallazgos fisicos incluyen distensién abdominal
con hepatomegalia y esplenomegalia, y el examen radiografico revela a menudo una calcificacién de las glandulas
suprarrenales. Las evaluaciones de laboratorio tipicamente revelan niveles elevados de las transaminasas séricas y
una actividad enzimatica de LAL ausente o marcadamente reducida. También se observan en los pacientes niveles
elevados de colesterol y triglicéridos en sangre.

[0005] Las opciones actuales de tratamiento para la enfermedad de Wolman son extremadamente limitadas. Los
antibiéticos se administran a los nifios con fiebre y/o evidencia de infeccion. Puede recetarse una terapia de
reemplazo de esteroides para la insuficiencia suprarrenal y el soporte nutricional especializado y, aunque no hay
evidencia de que estas intervenciones prevengan la muerte, no esta claro en la actualidad si tienen un impacto en la
supervivencia a corto plazo. En una serie de cuatro pacientes con deficiencia de LAL tratados con trasplante de
médula Osea, los cuatro pacientes fallecieron debido a complicaciones del procedimiento en cuestién de meses
desde el trasplante.

[0006] Los pacientes con deficiencia de LAL también puede presentar mas tarde en la vida un higado predominante
e implicacion cardiovascular y esto a menudo se llama enfermedad por almacenamiento de ésteres de colesterilo
(CESD). En CESD, el higado se ve muy afectado con hepatomegalia marcada, necrosis de los hepatocitos, la
elevacion de las transaminasas, la cirrosis y fibrosis. Debido a los mayores niveles de CE y TG, la hiperlipidemia y la
aterosclerosis acelerada también se observan en la deficiencia de LAL. En particular, se describe una acumulacién
de depdsitos grasos en las paredes arteriales de forma precoz en la vida. Los depdsitos estrechan el lumen arterial y
puede conducir a la oclusion del vaso aumentando el riesgo de eventos cardiovasculares importantes, incluyendo
infarto de miocardio y accidentes cerebrovasculares. La presentacion del CESD es muy variable con algunos
pacientes sin diagnosticar hasta que complicaciones que se manifiestan en la edad adulta tardia, mientras que otros
pueden tener una disfuncion hepatica que se presenta en la infancia. La CESD se asocia con una menor esperanza
de vida y una mala salud significativa; la esperanza de vida de las personas con CESD depende de la gravedad de
las complicaciones asociadas.
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[0007] Las opciones actuales de tratamiento para el fenotipo de CESD se centran en el control de la acumulacion de
lipidos a través de dieta que excluye los alimentos ricos en colesterol y triglicéridos y la supresion de la sintesis de
colesterol y la produccion de apolipoproteina B a través de la administracion de farmacos reductores del
colesterol. Si bien puede observarse una cierta mejora clinica, las manifestaciones subyacentes de la enfermedad
persisten y la progresion de la enfermedad persiste.

[0008] Las composiciones que contienen LAL recombinante humana derivada de diferentes fuentes se describen,
por ejemplo, en la publicacion PCT WO 2012/112681 Al (purificada a partir de células humanas cultivadas); en la
publicacion de patente de Estados Unidos 2009/0297496 Al (producida en Pichia pastoris); en la publicacion PCT
WO 01/56596 Al (producida en E. coli); y en Ikeda et al., J. Biosci. Bioeng., 2004, 98 (5): 366-373 (producida en S.
pombe). Ninguno de estos documentos da a conocer una composicion que contiene LAL recombinante humana que
tiene un pH dentro del intervalo reivindicado en el presente documento.

[0009] La produccion de proteinas glicosiladas en aves transgénicas se da a conocer, por ejemplo, en la publicacion
de patente de Estados Unidos 2010/0062982 Al y en la publicacién de patente de Estados Unidos 2009/0178147
Al. Ninguno de estos documentos da a conocer una formulacién farmacéutica de una LAL recombinante humana tal
como se reivindica en el presente documento.

[0010] En la mayoria de los casos, el tratamiento de las deficiencias de LAL requiere un tratamiento de por
vida. Ademas, debido al alto coste de las terapias con proteinas, es deseable administrar una cantidad minima
efectiva de agente terapéutico para tratar la deficiencia de LAL. Sin embargo, hasta la fecha, no existe una terapia
efectiva para el tratamiento de la deficiencia de LAL, particularmente para los pacientes que sufren de la enfermedad
de Wolman y CESD. Por lo tanto, existe una fuerte necesidad de una terapia eficaz con una frecuencia minimizada
de la administracion con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes. También hay una necesidad de una
plataforma de produccién de proteina robusta y de elevada expresion que pueda producir proteinas LAL que sean
estables y estén eficientemente dirigidas al compartimento lisosomal en las células de los tejidos afectados en
pacientes.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0011] Se dan a conocer en el presente documento composiciones de LAL que son particularmente adecuadas para
uso en terapia, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades asociadas con la deficiencia de LAL. Las
moléculas de LAL descritas en este documento contienen estructuras de glicano particulares que proporcionan la
captacion eficiente y rapida en lisosomas de las células cuando se administra a un sujeto, por ejemplo, un sujeto
humano.

[0012] La presente invencion proporciona formulaciones farmacéuticas, tal como se establece en las
reivindicaciones adjuntas.

[0013] En una realizacion, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL humana en la
que un porcentaje sustancial de la LAL humana contiene al menos un resto glicano de manosa-6-fosfato, que puede
servir como un ligando para la internalizacion por el receptor de manosa-6-fosfato en la superficie de células que se
encuentran, por ejemplo, en los hepatocitos. En una realizacion, el 30% o mas, por ejemplo, al menos el 30%, al
menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el
95 %, al menos el 97%, o al menos el 99%, de la LAL contenida en la composicién contiene al menos un resto de
manosa-6-fosfato. El resto de manosa-6-fosfato se puede encontrar, en una estructura de N-glicano situada en uno
0 mas residuos seleccionados del grupo que consiste en Asn'®, Asn®!, Asn®, Asn!40, Asn?5? y Asn3® de la SEQ ID
NO: 2.

[0014] En otra realizacion, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL humana en las
que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de &cido sialico en cualquiera de sus
estructuras de N-glicano, que a veces pueden interferir con la internalizacion de la enzima en las células. En una
realizacién, el 15% o menos, por ejemplo, el 10% o menos, el 5% o menos, el 2%, o menos, el 1% o menos, 0
esencialmente ninguna, de la LAL contenida en la composicién contiene un resto de acido sialico en cualquiera de
sus estructuras de N-glicano.

[0015] En otra realizacion, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL humana, en las
que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de fucosa en cualquiera de sus estructuras de
N-glicano. En una realizacion, el 50% o menos, por ejemplo, el 50% o menos, el 40% o menos, el 30% o menos, el
20% o menos, el 10% o menos, el 5% o menos, el 2% o menos, el 1% o menos, 0 esencialmente ninguna, de la LAL
contenida en la composicion contiene un resto de fucosa en cualquiera de sus estructuras de N-glicano.

[0016] Los vectores, células huésped, sistemas de expresion y procedimientos asociados adecuados para producir
las composiciones que contienen LAL se describen en este documento.
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[0017] La LAL de la presente descripcién es LAL humana. En una realizacién, la composicion que comprende LAL
incluye la LAL madura que tiene la secuencia de aminoacidos de:

SCGKLTAVDPETNMNVSELLISYWGEPSEEYLVETEDGY ILCLNRI PHGRENHSDKGPKPVVELOHGL
LADSSNWVTINLANSSLGEILADAGFDVAMGNSRGNIWSREKHKTLSVSQDEFWAEFSYDEMAKYDLPAS
INFILNKTGOEQVYYVGHSOGTTIGFIAFSQIPELAKRIEMEFALGPVASVAFCTSPMAKLGRLPDH
LIKDLEGDEEFLPOQSAFLEWLGTHVCTHVILKELCCGNLCPLLCGENERNLNMSRVDVYTTHSPAGTS
VONMLHWSQAVKFCORKFQAFDWGS SARKNYFHYNQSYPPTYNVRDMLVPTAVWSGGHDWLADVYDVNIL

LTQITNLVFHESIPEWEHLDFIWGLDAPWRLYNKIINLMRKYQ (SEQ ID NO:2).

[0018] También se describe la LAL madura que tiene la secuencia de aminoacidos de:
GKLTAVDPETNMNVSEIISYWGEFPSEEYLVETEDGY ILCLNRIPHGRKNESDEGPKPVVELOHGL LA

DSSNWVTNLANSSLGEFILADAGFDVWMGENSRGNTWSRKHRKTLSVSQODEFWAFSYDEMARXYDLPAS IN
FILNKTGOEQVYYVGHSOGTTIGFIAFSQIPELAKRIKMFFALGPVASVAFCTSFPMAKLGRLPDHLT
KDLFGDKEFLPOSAFLKWLGTHVCTHVILEKELCGNLCFLLCGENERNLNMSRVDVY T'TESPAGTSVQ
NMLHWSQAVKFQOKFQAFDWGSSAKNY FHYNQSYPPTYNVKDMLVPTAVWSGGHDWLADVYDVNILLT

QITNLVFHESTPEWEHLDFIWGLDAPRRLYNKIINILMRKYO (SEQ ID NO:3).

[0019] También se describe la LAL madura que tiene la secuencia de aminoacidos de:

TAVDPETNMNVSETIISYWGEPSEEYLVETEDGY ILCLNRIPHGREKNHS DEKGPKPVVELOHGLLADSS
NWVINLANSSLGFILADAGFDVWMGNSRGNTWSRKEKTLSVSQDEFWAFSYDEMAKYDLPASTINEIL
NKTGOEQVYYVGHSQGTTIGFTAFSQIPELAKRIKMFFPATLGPVASVAFCTSPMAKLGRLPDHLIKDL
FGDKEFLPOSAFLKWLGTEVCTHVILKELCGNLCFLLCGFNERNLNMSRVDVY TTHSPAGTSVONML
BWSOAVKFOKFQAFDWGSSAKNYFHYNQSYPPTYNVKDMLVPTAVWSGGHDWLADVY DVNILLTQIT

NLVFHESIPEWEHLDFIWGLDAPWRLYNKIINLMRKYO (SEQ ID NO:4).

[0020] También se describe la LAL madura que tiene la secuencia de aminoacidos de:

AVDPETNMNVSEIISYWGERPSEEYLVETEDGY ILCLNRIPEGRKNHSDKGPRKPVVELQHGLLADSSN
WVINLANSSLGEFILADAGEDVWMGNSRCGNTWSRKEKTLSVSQREFWAFSY DEMAKYDLEPASINELLN
KTGOEOQVYYVGHSQGTTIGFTAFSOTPELAKRIKMFFALGPVASVAFCTSPMAKLGRLPDHLTKDLE
GDEEFLPQSAFLKWLGTHVCTHVILKELCGNLCFLLCGENERNLNMSRVDVYTTHS PAGT SVONMLE
WSOAVKFQRFOAFDWGSSAKNYFHYNQSYPPTYNVEDMLVPTAVWSGGHDWLADVYDVNILLTOITN

LVFHEST PEWEHT,DFTWGT,DAPWRLYNKT TNTLMRKYQ (SEQ ID NO:19).

[0021] En otra realizacion, la LAL madura es una mezcla de al menos dos polipéptidos seleccionados del grupo que
consiste en: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 19.

[0022] La descripcién también proporciona composiciones que contienen las mezclas aislados de un tipo individual
de la molécula de proteina Util, tales como aquellas proteinas descritas en este documento, donde uno o mas de las
moléculas de proteina contenidas en la mezcla tienen una estructura de oligosacaridos especifica unida, en
particular una estructura de oligosacarido descrita en la presente documento. Por ejemplo, la descripcién
proporciona mezclas aisladas de moléculas de LAL, por ejemplo, moléculas de LAL humanas que contienen una
molécula de LAL glicosilada con uno o mas de las siguientes estructuras A-n a O-n:
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SN0

A-n B-n C-n D- E-n
° ° O o 00
’Dt%g“ ?E? %{ g; 0 %@ : ) ,r—/ﬁggg 5 o0
I-n J-n K-n L-n M-n N-n O-n

cuadrado: N-acetil glucosamina
cuadrado relleno: manosa 6-fosfato
circulo: manosa

circulo relleno: galactosa

triangulo relleno: fucosa

[0023] Segun un aspecto de la presente descripcion, una composicion comprende cualquier individuo aislado o
combinacion de los polipéptidos descritos anteriormente. En un caso, la composicion puede ser una composicion
farmacéutica, por ejemplo, de una formulacion que comprende ademas portadores farmacéuticamente aceptables,
de manera que la composicion es, por ejemplo, adecuada para la administracion en un sujeto (por ejemplo, un ser
humano, particularmente un paciente que sufre de o esta diagnosticado con una enfermedad). La composicion se
puede administrar mediante cualquier nimero de vias, incluyendo por administracion intravenosa. En otro ejemplo,
la composicion puede comprender ademas un segundo agente. Dicho agente puede ser un medicamento, o un
agente que puede influir o modificar un proceso bioldgico cuando se administra en un sujeto. Por ejemplo, el
segundo agente puede ser un agente inmunomodulador. Dichos agentes inmunomoduladores pueden incluir
cualquier agente que, cuando se administra junto (es decir, se administra al mismo tiempo que, o poco antes o
después) con cualquiera de las composiciones LAL descritas en este documento, pueden tener el efecto de reducir
la inmunogenicidad de la composicion de LAL en el sujeto (por ejemplo, Rituximab, o cualquier otro anticuerpo que
agota las células B).

[0024] Los procedimientos y composiciones para el tratamiento de los sintomas asociados con la deficiencia de LAL
se describen también en el presente documento.

[0025] Los objetos y aspectos adicionales de la presente invencidon seran mas evidentes tras la revision de la
descripcion detallada expuesta a continuacién cuando se toma conjuntamente con las figuras y secuencias que se
acompafan.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0026]

La figura 1 representa las secuencias de aminoacidos de LAL humana. La secuencia de aminoacidos de la hLAL
recombinante muestra el 100% de homologia con la LAL humana natural. La forma madura de hLAL esta
subrayada.

La figura 2 representa la secuencia de nucleétidos de hLAL recombinante, el transgén rhLAL de pALVIN-OVR1-I-
hLAL-dSA.

La figuras 3A y 3B representan diagramas de pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA y su region proviral. La figura 3A
representa un diagrama del vector de expresion del retrovirus de LAL humana usado en la produccién de particulas
de transduccion (la secuencia de ADN del plasmido se encuentra en el Apéndice A). La figura 3A representa region
proviral pALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA que se ha integrado en el genoma. SIN LTR, repeticion terminal larga
autoinactivante; Potenciador DHSIII de QV, sitio Il hipersensible de DNasa del gen de la ovoalblmina; intron de
OV, region no traducida 5' y el intron 1 de ovoalbimina; hLAL, ADNc de LAL humana; Intron de OV; region no
traducida 3'y el intron 1 de ovoalbimina; gag parcial, gen de gag parcial; LTR, repeticiéon terminal larga.

La figura 4 representa una secuencia de nucle6tidos de pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA.

La figura 5 representa una secuencia de nucledtidos de la regién proviral de pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA que se ha
integrado en el genoma.
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La figura 6 representa una secuencia de nucleétidos del vector pALVIN-1.1-OV-I.

La figura 7 representa una secuencia de nucle6tidos del adaptador de rhLAL.

La figura 8 representa una secuencia de nucleétidos de rhLAL incluyendo el promotor de ovoalblimina parcial.

La figura 9 representa una secuencia de nucleétidos de promotor de OVR1.

La figura 10 representa diagramas esquematicos de las etapas utilizadas para construir el vector de pALVIN-OVR1-I-
hLAL-dSA.

La figura 11 representa un analisis de PCR en tiempo real de muestras de ADN de sangre de una descendencia
transgénica G1 hemicigota de XLL109. Las sefales procedentes de muestras de ADN duplicadas de la progenie G1
hemicigota, 1LL7466, estan indicadas por las curvas que inician un aumento en Delta Rn antes del ciclo 22. Se
muestran las curvas para dos progenies no transgénica; estas curvas se quedan en o cerca de la linea de base
durante por lo menos 34 ciclos.

Las figuras 12A-D ilustran el analisis Southern de los pollos G1 que llevan el transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA. La
figura 12A ilustra el esquema del transgén integrado y se muestran regiones genémicas flanqueantes con la posicion
conocida del sitio Blpl del transgén y la posicion predicha de los sitios Blpl genémicos flanqueantes. La posicion de
la sonda del promotor de OV y la sonda de la secuencia codificante de hLAL (sonda hLAL) se indican mediante
barras negras. Se muestran las posiciones de las bandas de 4,3 kb y 10,6 kb detectadas en el analisis de Southern,
asi como los tamafios predichos de las porciones gendémicas y de transgenes de las bandas de 4,3 kb y 10,6 kb. La
figura 12B ilustra una transferencia Southern de ADN gendmico digerido con Blpl y sondada con la sonda de
OV. WT CTRL es ADN gendmico aislado de un pollo no transgénico. Los nimeros de ID de los transgénicos G1 se
indican por encima de los carriles. La posicién y el tamafio (kb) de los marcadores de peso molecular se muestran a
la izquierda de la transferencia. La posicion y el tamafio del fragmento de transgén detectado (4,3 kb) y gen de la
ovoalbumina endogeno (4,1 kb) se muestran a la derecha de la transferencia. La figura 12C representa una
transferencia Southern que se sond6 con la sonda de hLAL. La posicion y el tamafio del fragmento de transgén
detectado (10,6 kb) se muestran a la derecha de la transferencia. La figura 12D representa una seccion de la
imagen que se muestra en la figura 12B a una escala mayor para demostrar la presencia de las bandas de 4,1y 4,3

La figura 13A representa un esquema del transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA. También se muestra el tamafio de las
bandas Apall previstas para ser detectadas por la sonda de OV y la sonda de hLAL. La figura 13B representa el
esquema de un analisis de transferencia Southern del transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA para la confirmacion del
tamafio del transgén. La transferencia Southern de ADN gendémico se digirio con ApaLl y se sondé con la sonda de
OV (panel izquierdo) o la sonda de hLAL (panel derecho). WT CTRL es ADN genomico aislado de un pollo no
transgénico. El numero de ID de los G1s se indica por encima de cada carril. La posicion y el tamafio (kb) de los
marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda de las transferencias. La posicion y el tamafio de los
fragmentos del transgén detectados (sonda de promotor de OV, 3,6 kb; sonda de hLAL, 3.8 kb) y el gen de la
ovoalbUimina endégena (7,7 kb) se muestran a la derecha de las transferencias.

La figura 14 representa un linaje de pollos transgénicos. Se muestran para cada pollo el nimero de generacion (GO,
G1 o G2), numero de identificacion, sexo y fecha de puesta. Otros pollos G1 son las de otros linajes.

La figura 15 representa las etapas de purificacion de hLAL de la clara de huevo.

La figura 16 representa N-glicanos que se encuentran como una estructura de glicosilacion unida a N en LAL
producida de acuerdo con la presente descripcién. Cuadrado, N-acetil glucosamina; Cuadrado relleno, manosa-6-
fosfato; circulo, manosa; circulo relleno; galactosa; y triangulo relleno, fucosa.

La figura 17 representa la posicion relativa de sitios de N-glicano predichos indicados en el polipéptido LAL (flecha)
expuestos en la SEQ ID NO: 1. Se muestran N-glicanos que son estructuralmente representativos de los detectados
en cada sitio. Cuadrado, N-acetil glucosamina; cuadrado relleno, manosa-6-fosfato; circulo, manosa; circulo
relleno; galactosa; y triangulo relleno, fucosa.

La figura 18 representa N-glicanos fosforilados liberados por PNGasa y analizados por MALDI-TOF. Se muestran
las estructuras.

La figura 19 representa el efecto de la desfosforilacion de LAL sobre el tiempo de retencién mediante HPAEC-PAD
de los N-glicanos. La LAL producida de acuerdo con la presente descripcion se desfosforilé con fosfatasa alcalina
bacteriana (cuadro superior) o sin tratar (panel inferior). Los N-glicanos liberados se analizaron mediante HPAEC-
PAD.

La figura 20 representa la colocalizacion de LAL recombinante humana (SBC-102) y el marcador lisosomal en los
lisosomas de estas células examinadas por microscopia de fluorescencia confocal utilizando un modo de rastreo
secuencial.

La figura 21 representa la especificidad de union de LAL recombinante humana (SBC-102) al receptor de
GIcNAc/manosa evaluada mediante ensayos de union competitiva utilizando la linea celular de macréfagos,
NR8383.

La figura 22 representa la actividad de LAL recombinante humana en células en células normales y células
deficientes de LAL in vitro.

La figura 23 representa el efecto del tratamiento con LAL recombinante humana (SBC-102) sobre la masa de
organos internos de ratas con deficiencia de LAL. El tamafio del érgano se representa como el porcentaje de peso
corporal determinado a las 8 semanas de vida, en ratas LAL?y ratas LAL** después de la administracion semanal
de vehiculo o SBC-102 ea 5 mg/kg durante 4 semanas.

La figura 24 representa el peso corporal en ratas de tipo natural y ratas deficientes en LAL después de la
administracion semanal de vehiculo o SBC-102 en 5 mg/kg durante 4 semanas. La administracién de la dosis se
destaca en el eje X mediante diamantes a partir de 4 semanas.
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La figura 25 muestra los niveles de colesterol, ésteres de colesterilo y triglicéridos en higado determinado a las 8
semanas de vida en ratas WT y de ratas con deficiencia de LAL después de la administracién semanal de vehiculo o
LAL recombinante humana (SBC-102) a 5 mg/kg durante 4 semanas.

La figura 26 representa el aumento del porcentaje en el peso corporal en ratas deficientes de LAL después de la
administracion durante 4 semanas de LAL recombinante humana (SBC-102) en los niveles y programacion
indicados, determinado a las 8 semanas de vida.

La figura 27 muestra el peso del higado, como el porcentaje del peso corporal, en ratas deficientes en LAL después
de la administracion durante 4 semanas de SBC-102 en los niveles y programacion indicados, determinado a las 8
semanas de vida.

La figura 28 muestra los niveles de ésteres de colesterilo de tejidos en ratas deficientes de LAL después de la
administracion durante 4 semanas de SBC-102 en los niveles y programacion indicados, determinado a las 8
semanas de vida.

La figura 29 muestra el progreso diario en el aumento de peso de las ratas a las que se les administré 1 mg/kg de
LAL por semana o 5 mg/kg de LAL por semana o 5 mg/kg de LAL por dos semanas.

La figura 30 representa el examen patolégico macroscopico de los animales tratados que muestra una
normalizacion sustancial en el tamafio y el color del higado, tal como puede observarse en la diseccién en los
paneles superiores, y la histopatologia del tejido hepatico de LAL de las ratas tratadas que muestra una histologia
hepética normal en marcado contraste con la acumulacion sustancial de macréfagos espumosos en los animales
tratados con placebo en los paneles inferiores.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

[0027] Ciertas definiciones se exponen en el presente documento para ilustrar y definir el significado y alcance de los
diversos términos utilizados para describir la presente invencién.

[0028] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aceptable" con respecto a una formulacion,
composicion o ingrediente, tal como se usa en el presente documento, significa que no tiene efecto perjudicial
persistente sobre la salud general del sujeto que estéa siendo tratado.

[0029] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "administraciéon" o "administrar" se refiere a
proporcionar una lipasa acida lisosomal recombinante humana de la invencidon a un sujeto en necesidad de
tratamiento.

[0030] Una "secuencia de acido nucleico o de polinucleétido” incluye, pero no se limita a, secuencias de ARNm,
ADNc, ADN genomico, y ADN y ARN sintéticos de eucariota, que comprende las bases de nucledsidos naturales
adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo. El término también abarca secuencias que tienen una o mas bases
modificadas.

[0031] El término "aviar", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier especie, subespecie o
raza de organismo de la clase taxonémica ave, tales como, pero no limitado a pollo (gallina), pavo, pato, ganso,
codorniz, faisanes, loros, pinzones, halcones, cuervos y aves corredoras, incluyendo avestruz, emu y el casuario. El
término incluye varias cepas conocidas de la especie Gallus gallus, o pollos, (por ejemplo, White Leghorn, Brown
Leghorn, Barred-Rock, Sussex, New Hampshire, Rhode Island, Australorp, Menorca, Amrox, California Gray), asi
como las cepas de pavos, faisanes, codornices, patos, avestruces y otras aves de corral criados habitualmente en
cantidades comerciales. También incluye un organismo aviar individual en todas las etapas de desarrollo, incluyendo
etapas embrionarias y fetales.

[0032] "Proteinas terapéuticas" o "proteinas farmacéuticas" incluyen una secuencia de aminoacidos que, en su
totalidad o en parte, que forman un farmaco.

[0033] Una "secuencia codificante” o "marco de lectura abierto" se refiere a un polinucleétido o secuencia de acido
nucleico que puede ser transcrita y traducida (en el caso de ADN) o traducida (en el caso de ARNm) en un
polipéptido in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la
secuencia codificante se determinan por un codon de inicio de traduccién en el extremo 5' (amino) y un codén de
parada de traduccién en el extremo 3' (carboxi). Una secuencia de terminacién de la transcripciéon normalmente se
encuentra 3' con respecto a la secuencia codificante. Una secuencia codificante puede estar flanqueada en el
extremo 5' y/o 3' por las regiones no traducidas.

[0034] "Ex6n" se refiere a esa parte de un gen que, cuando se transcribe en una transcripcion nuclear, se "expresa”
en el ARNm citoplasmico después de la eliminacion de los intrones o secuencias intermedias mediante corte y
empalme nuclear.

[0035] "Secuencias de control" nucleicos o "secuencias reguladoras" de acido nucleico se refieren a secuencias
promotoras, codones inicio y parada de la traduccioén, sitios de unién del ribosoma, sefiales de poliadenilacién,
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secuencias de terminacion de la transcripcién, dominios reguladores en direccion 5’, potenciadores, y similares,
segun sea necesario y suficiente para la transcripcién y traduccién de una secuencia codificante determinada en una
célula huésped definida. Los ejemplos de secuencias de control adecuadas para las células eucariotas son
promotores, sefiales de poliadenilacion, y potenciadores. Todas estas secuencias de control no necesitan estar
presentes en un vector recombinante, siempre que estén presentes las necesarias y suficientes para la transcripcion
y traduccion del gen deseado.

[0036] "Unido operativamente" se refiere a la configuracion de las secuencias codificantes y de control de modo que
realicen la funcion deseada. De este modo, las secuencias de control unidas operativamente a una secuencia
codificante son capaces de efectuar la expresion de la secuencia codificante. Una secuencia codificante esta unida
operativamente a, 0 bajo el control de, regiones reguladoras de la transcripcién en una célula cuando la ADN
polimerasa se une a la secuencia del promotor y transcribe la secuencia codificante en ARNm que puede traducirse
en la proteina codificada. Las secuencias de control no necesitan ser contiguas con la secuencia codificante,
siempre que funcionen para dirigir la expresion de la misma. De este modo, por ejemplo, las secuencias intermedias
no traducidas pero transcritas pueden estar presentes entre una secuencia de promotor y la secuencia codificante y
la secuencia de promotor todavia puede considerarse "unida operativamente" a la secuencia codificante.

[0037] Los términos "heteréloga" y "exdgenoa" que se refieren a secuencias de acido nucleico, tales como
secuencias codificantes y secuencias de control, designan secuencias que normalmente no estan asociadas con
una region de una construcciéon recombinante o con un locus cromosémico particular y/o no estan normalmente
asociadas con una célula particular. Por lo tanto, una region "exégena" de una construccion de acido nucleico es un
segmento identificable de acido nucleico dentro de o unido a otra molécula de acido nucleico que no se encuentra en
asociacion con la otra molécula en la naturaleza. Por ejemplo, una regién exégena de una construccion podria incluir
una secuencia codificante flanqueada por secuencias que no se encuentran en asociacion con la secuencia
codificante en la naturaleza. Otro ejemplo de una secuencia codificante exégena es una construccion donde la
secuencia codificante en si no se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, secuencias sintéticas que tienen codones
diferentes del gen nativo). Del mismo modo, una célula huésped transformada con una construccién o acido nucleico
gue no esta normalmente presente en la célula huésped seria considerada exdgena para los propésitos de esta
invencion.

[0038] Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "N-glicano”, "oligosacarido”, "estructura de
oligosacarido", "patrén de glicosilacion”, "perfil de glicosilacion" y "estructura de glicosilacion” tienen esencialmente el
mismo significado y se refieren cada uno a una 0 mas estructuras que se forman a partir de residuos de azucar y
estan unidos a proteinas glicosiladas.

[0039] "Proteina exdgena" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una proteina no presente de
forma natural en un tejido o célula particular, una proteina que es el producto de expresién de una construccion de
expresion o transgén exdgeno, 0 una proteina no presente de forma natural en una cantidad determinada en un
tejido o célula particular. Una proteina que es exdgena a un huevo es una proteina que normalmente no se
encuentra en el huevo. Por ejemplo, una proteina exégena a un huevo puede ser una proteina que esta presente en
el huevo como un resultado de la expresién de una secuencia codificante presente en un transgén del animal que
pone el huevo.

[0040] "Gen endbgeno” se refiere a un gen de origen natural o fragmento del mismo que normalmente esta asociado
con una célula particular.

[0041] "LAL" significa "lipasa &cida lisosomal humana ", "SBC-102" o "molécula de lipasa acida lisosomal humana" y
estos términos se utilizan indistintamente en toda la memoria.

[0042] Los productos de expresién descritos en este documento pueden consistir en material proteico que tiene una
estructura quimica definida. Sin embargo, la estructura precisa depende de una serie de factores, en particular
modificaciones quimicas comunes a las proteinas. Por ejemplo, dado que todas las proteinas contienen grupos
amino y carboxilo ionizables, la proteina se puede obtener en forma de sal acida o basica, o en forma neutra. La
secuencia de aminoacidos primaria puede derivarse usando moléculas de azucar (glicosilacion) o mediante otras
derivatizaciones quimicas que implican la unién covalente o iénico con, por ejemplo, lipidos, fosfato, grupos acetilo y
similares, que se producen a menudo a través de la asociacion con los sacaridos. Estas modificaciones pueden
producirse in vitro o in vivo, siendo este Ultimo realizado por una célula huésped a través de sistemas de
procesamiento postraduccionales. Tales modificaciones pueden aumentar o disminuir la actividad biolégica de la
molécula, y tales moléculas modificadas quimicamente también pretenden estar dentro del alcance de la invencién.

[0043] Procedimientos alternativos de clonacion, amplificacion, expresion y purificacion seran evidentes para el
experto en la materia. Procedimientos representativos se describen en Sambrook, Fritsch, y Maniatis, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory (1989).

[0044] "Vector" significa un polinucle6tido compuesto por una sola hebra, de doble hebra, circular, o ADN
superenrollado o ARN. Un vector tipico puede estar compuesto por los siguientes elementos unidos operativamente
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a distancias apropiadas para permitir la expresiéon de genes funcionales: origen de replicacién, promotor,
potenciador, secuencia lider ARNm 5, sitio de unién ribosomal, casete de acido nucleico, sitios de terminacion y
poliadenilaciéon y secuencias de marcadores seleccionables. Uno o mas de estos elementos pueden omitirse en
aplicaciones especificas. El casete de acido nucleico puede incluir un sitio de restriccion para la insercion de la
secuencia de acido nucleico a expresar. En un vector funcional el casete de acido nucleico contiene la secuencia de
acido nucleico a expresar incluyendo los sitios de iniciacion y terminacion de la traduccion. Un intron puede estar
opcionalmente incluido en la construccién, por ejemplo, 5' con respecto a la secuencia codificante. Un vector se
construye de modo que la secuencia codificante particular se encuentra en el vector con las secuencias reguladoras
apropiadas, siendo el posicionamiento y la orientacién de la secuencia codificante con respecto a las secuencias de
control tal que la secuencia codificante se transcribe bajo el "control" de las secuencias de control 0 secuencias
reguladoras. La modificacion de las secuencias que codifican la proteina particular de interés puede ser deseable
para lograr este fin. Por ejemplo, en algunos casos puede ser necesario modificar la secuencia de modo que se
puede unir a las secuencias control con la orientacion apropiada; o mantener el marco de lectura. Las secuencias de
control y otras secuencias reguladoras pueden ligarse a la secuencia codificante antes de la insercion en un
vector. Alternativamente, la secuencia codificante puede clonarse directamente en un vector de expresion que ya
contiene las secuencias control y un sitio de restriccién apropiado que esta en marco de lectura con y bajo el control
regulador de las secuencias de control.

[0045] Un "promotor" es un sitio en el ADN al que se une la ARN polimerasa para iniciar la transcripcion de un
gen. En algunas realizaciones, el promotor puede modificarse por la adicion o deleciébn de secuencias, o
reemplazarse con secuencias alternativas, incluyendo secuencias naturales y sintéticas, asi como secuencias que
pueden ser una combinacidon de secuencias sintéticas y naturales. Muchos promotores eucariotas contienen dos
tipos de secuencias de reconocimiento: la caja TATA y los elementos promotores en direccién 5’. El primero, situado
en direccion 5’ del sitio de iniciacion de la transcripcion, esta implicado en dirigir la ARN polimerasa para iniciar la
transcripcion en el sitio correcto, mientras que el segundo aparece para determinar la velocidad de la transcripcién y
se encuentra en direccion 5 de la caja TATA.Los elementos potenciadores también pueden estimular la
transcripcion a partir de promotores unidos, pero muchos funcionan exclusivamente en un tipo de célula
particular. Muchos elementos potenciador/promotor derivados de virus, por ejemplo, el promotor SV40, el promotor
de citomegalovirus (CMV), el promotor de virus sarcoma de Rous (RSV), y el promotor de virus de la leucemia
murina (MLV) son todos activos en una amplia gama de tipos de células, y se denominan
"ubicuos". Alternativamente, los promotores no constitutivos, tales como el promotor del virus del tumor mamario de
raton (MMTV) también se pueden usar en la presente invencién. La secuencia de acido nucleico insertada en el sitio
de clonacién puede tener cualquier marco de lectura abierto que codifiqgue un polipéptido de interés, con la condicion
de que, cuando la secuencia codificante codifique un polipéptido de interés, debe carecer de los sitios de empalme
criptico que pueden bloquear la producciéon de moléculas de ARNm adecuadas y/o producir moléculas de ARNm
empalmadas o anormales de forma aberrante.

[0046] Tal como se usa en el presente documento, el término "composicién farmacéutica” se refiere a una mezcla de
un compuesto descrito en el presente documento con otros componentes quimicos, tales como portadores,
estabilizantes, diluyentes, agentes dispersantes, agentes de suspension, agentes espesantes, y/o excipientes.

[0047] El término "derivado de aves de corral" o "derivado aviar" se refiere a una composicion o sustancia producida
por u obtenida de aves de corral. "Aves de corral" se refiere a aves que se pueden mantener como ganado,
incluyendo, pero no limitado a, pollos (gallinas), patos, pavos, codornices y aves corredoras. Por ejemplo, "derivado
de aves de corral" puede referirse a derivado de pollo (gallina), derivado de pavo y/o derivado de codorniz.

[0048] Una "particula retroviral” o "particula de transduccién” se refiere a un virus de replicaciéon defectuosa, o de
replicacién competente capaz de transducir el ADN o ARN no viral en una célula. En una realizacion particularmente
util, las particulas retrovirales utilizadas para producir aves transgénicas de acuerdo con la invencion se preparan tal
como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 7.524.626, concedidad el 28 de abril de 2009.

[0049] Los términos "transformacion”, "transduccién" y "transfeccién" indican todos la introduccién de un
polinucleétido en una célula blastodérmica aviar. "Magnum" es la parte del oviducto entre el infundibulo y el istmo
gue contiene células de glandulas tubulares que sintetizan y secretan lal proteinas de la clara de huevo.

[0050] EI término "transgén” se refiere a la secuencia de nucleétidos heteréloga insertada en un genoma aviar de
acuerdo con la invencién. "Transgen" puede referirse especificamente a una secuencia codificante exdgena, una
secuencia codificante exdgena ligada a un promotor exdgeno u otra secuencia reguladora, toda secuencia de
nucleétidos entre dos LTRs retrovirales y/o LTRs retrovirales y secuencia de nucleétidos entre las LTR, en las que
las LTRs son de un retrovirus utilizado para introducir el transgén.

[0051] EI término "optimizado" se utiliza en el contexto de "secuencia codificante optimizada", en la que los codones
utilizados con mas frecuencia para cada aminoacido particular que se encuentran en las proteinas de la clara de
huevo ovalblimina, lisozima, ovomucoide, y ovotransferrina se utilizan en el disefio de la secuencia de
polinucleétidos de interferén-a 2b (IFN-a 2b) humano que se inserta en vectores de la presente invencion. Mas
especificamente, la secuencia de ADN para IFN-a 2b optimizado humano se basa en el uso de codones optimizados
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de oviducto de gallina y se crea utilizando el programa BACKTRANSLATE del Paquete Wisconsin, Version 9.1
(Genetics Computer Group Inc., Madison, Wis.) con una tabla de uso de codones compilada a partir de las proteinas
ovalbumina, lisozima, ovomucoide, y ovotransferrina de pollo (Gallus gallus). Por ejemplo, el porcentaje de uso para
los cuatro codones del aminoacido alanina en las cuatro proteinas de la clara de huevo es del 34% para GCU, 31%
para GCC, 26% para GCA, y 8% para GCG. Por lo tanto, se utiliza GCU como el codoén para la mayoria de alaninas
en una secuencia codificante optimizada. Los vectores que contienen el gen para la proteina humana optimizada se
utilizan para producir aves transgénicas que expresan la proteina derivada de aves de corral transgénica en sus
tejidos y huevos.

[0052] Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto” abarca mamiferos y no mamiferos. Ejemplos
de mamiferos incluyen, pero no se limitan a, seres humanos, chimpancés, monos simios, ganado, caballos, ovejas,
cabras, cerdos; conejos, perros, gatos, ratas, ratones, cobayas, y similares.

[0053] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a
cualquier cantidad de un compuesto que, en comparacion con un sujeto correspondiente que no ha recibido dicha
cantidad, da como resultado un tratamiento mejorado, curacion, prevenciéon o mejora de una enfermedad, trastorno o
efecto secundario, o una disminucién en la velocidad de avance de una enfermedad o trastorno. El término también
incluye dentro de su alcance cantidades eficaces para potenciar la funcién fisiolégica normal.

[0054] El término "tratar”, "que trata" o "tratamiento” se refiere a procedimientos para aliviar, disminuir o mejorar una
enfermedad o sintomas de la afeccidn, prevenir sintomas adicionales, mejorar o prevenir las causas subyacentes de
sintomas, inhibir la enfermedad o afeccién, detener el desarrollo de la enfermedad o afeccién, aliviar la enfermedad
o afeccion, provocar la regresion de la enfermedad o afeccion, aliviar una condicién causada por la enfermedad o
afeccion, o detener los sintomas de la enfermedad o afeccién, ya sea profilactica y/o terapéuticamente.

COMPOSICIONES DE LAL

[0055] La descripcién generalmente se dirige a composiciones que comprenden enzimas Utiles para la terapia, por
ejemplo, en el tratamiento de enfermedades de almacenamiento lisosomal. En un caso, la descripcién se dirige a
enzimas de enfermedades de almacenamiento lisosomal, tal como LAL con un patrén de glicosilacién que hace que
la molécula sea susceptible de internalizacion por ciertos tipos de células. También se incluyen en la descripcion
proteinas humanas recombinantes, incluyendo LAL, en forma aislada o purificada. El aislamiento de las enzimas de
la enfermedad de almacenamiento lisosomal (tal como LAL) se puede lograr mediante metodologias facilmente
evidentes para un experto en la técnica de purificacion de proteinas.

[0056] En una realizacion, la descripcion se refiere a enzimas de la enfermedad de almacenamiento lisosomal,
incluyendo, pero no limitado a, LAL, que tiene un patrén de glicosilacion unido a N descrita en el presente
documento.

[0057] En una realizacion, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL humana, en las
que un porcentaje sustancial de la LAL humana contienen un resto de glicano manosa-6-fosfato, que puede servir
como un ligando para la internalizacion por el receptor de manosa-6-fosfato en la superficie de células que se
encuentran, por ejemplo, en los hepatocitos. En una realizacién, el 30% o mas, por ejemplo, al menos 30%, al
menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95 %, al menos
97%, o al menos 99%, de la LAL contenida en la composicion contiene al menos un resto de manosa-6-fosfato. El
resto de manosa-6-fosfato se puede encontrar en una estructura de N-glicano situada en uno o mas residuos
seleccionados del grupo que consiste en Asn!®, Asn®, Asn®, Asn!40, Asn?52 y Asn3% de la SEQ ID NO: 2. Las
estructuras de glicano que contienen restos de manosa-6-fosfato incluyen, por ejemplo, G-n y H-n que se muestran
en la figura 16.

[0058] La LAL recombinante humana de acuerdo con la presente invencién contiene mdultiples cadenas de
carbohidratos unidas a N (por ejemplo, 5 0 6 cadenas de carbohidratos). Las estructuras de glicosilacién unidas a N
en cada uno de los cinco o seis sitios pueden seleccionarse entre una de A-n, B-n, C-n, D-n, E-n, F-n, G-n, H-n, I-n,
J-n, K-n, L-n, M-n, N-n y O-n, tal como se muestra en la figura 16.

[0059] También se describe en el presente documento una mezcla de moléculas de LAL (por ejemplo, mas de una
molécula LAL puede estar presente en una mezcla, tal como las moléculas de LAL establecidas en las SEQ ID NOs:
2, 3, 4y 19) en la que algunas o todas las moléculas de LAL tienen una o mas estructuras de glicosilacién
seleccionadas entre Estructura A-n, Estructura B-n, Estructura C-n, Estructura D-n, Estructura E-n, Estructura F-n,
Estructura G-n, Estructura H-n, Estructura E-n, Estructura J-n, Estructura K-n, Estructura L-n, Estructura de M-n,
Estructura de N-n y estructura O-n (Figura 16). En una realizacién, la mezcla de moléculas de lipasa acida lisosomal
esta aislada de un huevo o esta purificada o aislada de clara de huevo producida en un ave transgénica.

[0060] La descripcion también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura A-n. La
descripcion también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura B-n. La descripcién
también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura C-n. La descripcion también incluye
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una molécula de LAL individual que comprende una estructura D-n. La descripciéon también incluye una molécula de
LAL individual que comprende una estructura E-n. La descripcion también incluye una molécula de LAL individual
gue comprende una estructura F-n. La descripcién también incluye una molécula de LAL individual que comprende
una estructura G-n. La descripcion también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura H-
n. La descripcién también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura I-a. La descripcién
también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura J-n. La descripcién también incluye
una molécula de LAL individual que comprende una estructura K-n. La descripcion también incluye una molécula de
LAL individual que comprende una estructura L-n. La descripcién también incluye una molécula de lipasa acida
lisosomal individual que comprende una estructura M-n. La descripcidon también incluye una molécula de LAL
individual que comprende una estructura N-n. La descripcidon también incluye una molécula de LAL individual que
comprende una estructura O-n.

[0061] Los oligosacéaridos unidos a N unidos a LAL humana de acuerdo con la presente descripciéon tienen una
escasez de residuos de acido sidlico y galactosa terminales. Es decir, s6lo cantidades menores de las estructuras de
oligosacaridos unidos a N estan terminalmente sialilados y pocos residuos de galactosa estan presentes. Ademas,
N-acetil glucosamina (GIcNAc) terminal esta presente en gran medida en las estructuras de oligosacaridos unidos a
N de la LAL descrita en el presente documento. Por tanto, la LAL producida de acuerdo con la descripcion puede
dirigirse a células tales como los macréfagos monocitos y células de Kupffer.

[0062] Una realizacion de la invencion proporciona composiciones de LAL que esencialmente no contiene acido
sidlico. En otra realizacion, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL recombinante
humana, en las que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de acido sidlico en cualquiera
de sus estructuras de N-glicano, que pueden interferir con la internalizaciéon de la enzima en las células. En una
realizacién, el 15% o menos, por ejemplo, 10% o menos, 5% o0 menos, 2% o0 menos, 1% o0 menos, 0 esencialmente
ninguna, de la LAL contenida en la composicién contiene un resto de acido sidlico en cualquiera de sus estructuras
de N-glicano.

[0063] En un caso, aproximadamente el 95% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de
LAL individual de la descripcion no contienen &cido sidlico. En otro caso, aproximadamente el 90% o mas de los
oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la descripcibn no contienen &acido
sidlico. En otro caso, aproximadamente el 80% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de
LAL individual de la descripcién no contienen acido sialico. En otro caso, mas de aproximadamente el 70% o mas de
los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la descripcién no contienen acido
sialico.

[0064] En otra realizacion, esencialmente ninguno de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N
presentes en las moléculas de LAL contienen acido sialico. En otra realizacion, aproximadamente 90% o mas de los
tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no
contienen &cido sialico. Por ejemplo, si hay 20 tipos de estructuras de oligosacarido, entonces 18 o mas de los tipos
de estructuras no contienen acido sialico. En otra realizacion, aproximadamente el 80% o mas de los tipos de
estructuras de oligosacaridos unidos a N que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no contienen acido
sialico. En otra realizacion, aproximadamente el 70% o mas de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N
que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no contienen acido sidlico. En otra realizacion,
aproximadamente el 60% o mas de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N que se encuentran
asociados con las moléculas de LAL no contienen acido sidlico. En otra realizacion, aproximadamente el 50% o mas
de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no
contienen &cido sialico.

[0065] De acuerdo con una realizacion de la invencion, la LAL, tal como se describe en el presente documento,
contiene altos niveles de N-acetil glucosamina terminal. En un caso, aproximadamente el 95% o mas de los
oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la descripcién contienen una N-acetil
glucosamina terminal. En otro caso, aproximadamente el 90% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en
la molécula de LAL individual de la descripcién contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro caso,
aproximadamente el 80% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la
descripcion contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro caso, aproximadamente el 70% o mas de los
oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la descripcion contienen una N-acetil
glucosamina terminal. En otro caso, aproximadamente el 60% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en
la molécula de LAL individual de la descripcion contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro caso,
aproximadamente el 50% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la
descripcion contienen una N-acetil glucosamina terminal.

[0066] En una realizacion, todos los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en las moléculas de
LAL contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otra realizacién, aproximadamente el 90% o mas de los tipos
de estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-acetil glucosamina
terminal. Por ejemplo, si hay 20 tipos de estructuras de oligosacaridos, entonces 18 o mas de los tipos de
estructuras no contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otra realizacion, aproximadamente el 80% o mas de
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los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-acetil
glucosamina terminal. En otra realizacién, aproximadamente el 70% o mas de los tipos de estructuras de
oligosacaridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otra
realizacién, aproximadamente el 60% o mas de los tipos de estructuras de oligosacéaridos unidos a N presentes en
las moléculas de LAL contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otra realizacién, aproximadamente el 50% o
mas de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-
acetil glucosamina terminal.

[0067] En otra realizacién de la invencion, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL
humana en la que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de fucosa en cualquiera de su
estructuras de N-glicano. En una realizacién, el 50% o menos, por ejemplo, 50% o menos, 40% o menos, 30% o
menos, 20% o menos, 10% o menos, 5% o0 menos, 2% o menos, el 1% o menos, o esencialmente ninguna, de la
LAL contenida en la composicion contiene un resto de fucosa en cualquiera de sus estructuras de N-glicano.

[0068] En un caso, la fucosa no esta esencialmente presente en las estructuras de oligosacaridos unidos a N de la
LAL producida de acuerdo de la descripcion. En otro caso, aproximadamente el 95% o mas de los oligosacaridos
unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la descripciébn no contienen fucosa. En otro caso,
aproximadamente el 90% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la
descripcién no contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el 85% o mas de los oligosacaridos unidos a N
presentes en la molécula de LAL individual de la descripcién no contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el
80% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la descripcién no
contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el 70% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la
molécula de LAL individual de la descripcién no contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el 60% o mas de
los oligosacaridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual de la descripcién no contienen fucosa. En
otro caso, aproximadamente el 50% o mas de los oligosacaridos unidos a N presentes en la LAL de la descripcion
no contienen fucosa.

[0069] En una realizacion, esencialmente ninguno de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes
en las moléculas de LAL contienen fucosa. En otra realizacion, aproximadamente el 95% o mas de los tipos de
estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL no contienen fucosa. Por ejemplo, si
hay 20 tipos de estructuras de oligosacarido, entonces 19 o mas de los tipos de estructuras no contienen fucosa. En
otra realizacion, aproximadamente el 90% o mas de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes
en las moléculas de LAL no contienen fucosa. En otra realizacion, aproximadamente el 85% o mas de los tipos de
estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL no contienen fucosa. En otra
realizacién, aproximadamente el 80% o mas de los tipos de estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en
las moléculas de LAL no contienen fucosa. En otra realizacion, aproximadamente el 70% o mas de los tipos de
estructuras de oligosacaridos unidos a N presentes en moléculas de LAL no contienen fucosa.

[0070] Como se discutio anteriormente, ciertos monosacaridos estan abundantemente presentes en moléculas de
LAL producidas de acuerdo con la presente descripcion. Las especies totales de monosacaridos analizados incluyen
fucosa, N-acetil galactosamina, N-acetil glucosamina, galactosa, glucosa, manosa, manosa-6-fosfato, acido N-acetil
neuraminico y acido N-glicolii neuraminico. La fucosa puede estar presente entre aproximadamente el 0% y
aproximadamente el 1% de la composicidn total de monosacaridos. La N-acetil galactosamina puede estar presente
entre aproximadamente el 0% y aproximadamente el 1% de la composicion total de monosacaridos. La N-acetil
glucosamina puede estar presente entre aproximadamente el 35% y aproximadamente el 50% de la composicion
total de monosacaridos. La galactosa puede estar presente entre aproximadamente el 1 y el 10% de la composicion
total de monosacaridos. La glucosa puede estar presente en el 0% de la composicién total de monosacaridos. La
manosa esta presente entre aproximadamente el 32% y aproximadamente el 50% de la composicion total de
monosacaridos. La manosa-6-fosfato esta presente entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el 11% de la
composicion total de monosacaridos.

[0071] En una realizacién, la LAL producida de acuerdo con la presente descripcibn no contiene ninguna
xilosa. Ademas, debido a que esencialmente no hay N-acetilgalactosamina (GalNAc) en la LAL producida de
acuerdo con la descripcion, una realizacién de la invencién incluye una composicion de LAL que no tiene
glicosilacion con unién a O.

[0072] La LAL tiene 6 sitios potenciales en su secuencia de aminoacidos para la glicosilacion unida a N, por ejemplo,
Asn36, Asn’?, Asn'%l Asnl6l Asn?73 y Asn®2! como en la SEQ ID NO: 1. Cinco de ellos, Asn3¢, Asnl0t Asnl6l Asn 273
y Asn®?! estan glicosilados mientras que Asn’?> puede estar no glicosilado o sustancialmente no glicosilado
(sustancialmente no glicosilado significa en una mezcla de moléculas de LAL, menos Asn’? estan glicosilados que
cualquiera de Asn®, Asn!®l, Asnl6l Asn?’® y Asn3?!) (véase la Figura 17). Por consiguiente, un aspecto de la
descripcion es una composicion de LAL que no esta glicosilada y/o sustancialmente glicosilada en Asn’. La LAL que
tiene una Asn’? glicosilada estd dentro del alcance de la descripcién. Las posiciones de Asn descritas en este
documento estan basadas en la secuencia de aminoacidos de LAL expuesta en la SEQ ID NO: 1. Sera evidente
para los expertos en la técnica que la numeracion de Asn (es decir, la posicién de la asparagina) puede variar
dependiendo de la molécula de LAL individual y puede determinarse facilmente en otras moléculas de LAL, tales
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como aquellas cuyas secuencias de aminoacidos se exponen en las SEQ ID NOs: 2, 3, 4y 19.

[0073] Las moléculas de LAL producidas de acuerdo con la presente descripcién contienen estructuras de N-glicano
que comprenden una mezcla de estructuras bi-, tri- y tetraantenarias con N-acetilglucosamina, manosa y manosa-6-
fosfato (M6P) como los principales azlcares (Figuras 16 y 17). Segun un aspecto de la descripcion, los N-glicanos
modificados con M6P residen al menos en Asn'®, Asn!®l y Asn?’3, De este modo, un ejemplo de la presente
descripcion incluye una composiciéon de LAL que tiene N-glicanos modificados con ME6P que residen en cualquiera
de Asn!®l, Asn!®l o Asn?’3. En otro caso, la presente descripcion incluye una composicion de LAL que tiene N-
glicanos modificados con M6P que residen en Asn?’3, En otro caso, la presente descripcién incluye una composicién
de LAL que tienen N-glicanos monofosforilados (M6P) que residen en cualquiera de Asn'%t, Asn6l o0 Asn?’3. En otro
caso, la presente descripcion incluye una composiciéon de LAL que tiene N-glicanos monofosforilados que residen en
Asn'®l y Asn?’3, En otro caso, la presente descripcion incluye una composicién de LAL que tiene N-glicanos
monofosforilados que residen en Asn!®® y Asn?’3, En un caso especifico, una LAL producida de acuerdo con la
presente descripcion pueden contener manosa bifosforilado (bis-M6P) en Asn01,

[0074] Las moléculas de LAL producidas de acuerdo con la presente descripcion contienen niveles reducidos de
galactosa (por ejemplo, "Gal"). Un aspecto de la presente descripcion incluye una composicion de LAL que tiene
galactosa terminal en cualquiera de Asn3®®, Asn'6! o Asn®2l. En otro caso, la presente descripciéon incluye una
composicién de LAL que tiene galactosa terminal en Asn3® y Asn!®l, En otro caso, la presente descripcion incluye
una composicion de LAL que tiene galactosa terminal en Asn!®l y Asn32l, En otro caso, la presente descripcion
incluye una composicion de LAL que tiene galactosa terminal en Asn3® y Asn®! En otro caso, la presente
descripcion incluye una composicion de LAL que tiene galactosa terminal en Asn3%, Asn6! y Asn32l, En otro caso, la
presente descripcion incluye una composicion de LAL que no tiene galactosa terminal.

[0075] Se encontraron varios tipos de N-glicanos en LAL en diferentes sitios de glicosilacion unidos a N. Las
estructuras de N-glicano incluyen una mezcla de estructuras bi-, tri- y tetraantenarias con N-acetilglucosamina,
manosa y manosa-6-fosfato (M6P) como los principales azlcares. Especificamente, en una realizacion de la
presente invencion, LAL contiene una estructura de N-glicano seleccionada de GIlcNAc4Man3GIcNAc2 o
GallGIcNAc4Man3GIcNAc2 en el primer sitio de glicosilacion unido a N (Asn'® como en la SEQ ID NO: 2). En otra
realizacién, LAL no contiene ninguna glicosilacion o no esta sustancialmente glicosilada en el segundo sitio de
glicosilacion unido a N (Asn®* como en la SEQ ID NO: 2).En aln otra realizacion, la LAL contiene
Phos2Man7GIcNAc2 en su tercer sitio de glicosilacion unido a N (Asn® como en la SEQ ID NO: 2). En aln otra
realizacién, la LAL contiene wuna estructura de N-glicano seleccionado de PhoslMan6GIcNAc2,
GlcNAc1Phos1Man6GIcNAc2, Man3GIcNAc2, GlcNAc2Man3GIcNAc2, GlcNAc3Man3GIcNAc2,
GIcNAc4Man3GIcNAc2, o GallGIcNAc4Man3GIcNAc2 en su cuarto sitio de glicosilacién unido a N (Asn**? como en
SEQ ID NO: 2). En aun otra realizacion, la LAL contiene una estructura de N-glicano seleccionado de Man7GIcNAc2,
Man8GIcNAc2, Man9GIcNAc2, Phos1Man8GIcNAc2, o Phos1Man9GIcNAc2 en su quinto sitio de glicosilacién unido
a N (Asn?2 como en SEQ ID NO: 2). En aun otra realizacién, la LAL contiene un estructura de N-glicano
seleccionado de GIcNAc2Man3GIcNAc2, GIcNAc3Man3GIcNAc2, GIcNAc4Man3GIcNAc2,
GallGIcNAc4Man3GIcNAc2, GIcNAc5Man3 GIcNAc2, GallGlcNAc5Man3GIcNAc2, GIcNAc6Man3GIcNAc2, o
Gall1GIcNAc6Man3GIcNAc2 en su sexto sitio de glicosilacion unido a N (Asn como en SEQ ID NO: 2).

[0076] De acuerdo con ciertos aspectos de la descripcidn, las composiciones de LAL incluyen LAL glicosilada en
Asn®6, Asn’?, Asnl®l, Asnl6l Asn?’3y Asn3?! de la SEQ ID NO : 1 (o los correspondientes residuos de asparagina
dentro de las SEQ ID NOs: 2, 3, 4, y 19) con un N-glicano en la posicion de Asn designada como se muestra a
continuacion:

a) en Asn®®, GIcNAc4Man3GIcNAc2, o

Gall GIcNAc4Man3GIcNAc2;

b) en Asn’?, sin glicosilacion;

c) en Asn'%, Phos2Man7GIcNAc2;

d) en Asn'®, phos1Man6GIcNAc2,

GIcNAc1Phos1Man6GIcNAc2;

Man3GIcNAc2;

GIcNAc2Man3GIcNAc2;

GIcNAc3Man3GIcNAc2;

GIcNAc4Man3GIcNAc2, o

GallGIcNAc4Man3GIcNAc2;

e) en Asn?”?, Man7GIcNAc2,

Man8GIcNAc2,

Man9GIcNAc2,

Phos1Man8GIcNAc2, o

Phos1Man9GIcNAc2; y

f) en Asn®?!, GIcNAc2Man3GIcNAc2,

GIcNAc3Man3GIcNAc2,

GlcNAc4Man3GIcNAc2,

GallGIcNAc4Man3GIcNAc2,
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GIcNAc5Man3GIcNACc2,
GallGIcNAc5Man3GIcNAc2,
GIcNAc6Man3GIcNAc2, o
GallGIcNAc6Man3GIcNAc2,

donde Man = manosa,

GIcNAc = N-acetil glucosamina,
Phos = fosfato y

Gal = galactosa.

[0077] En un caso, GallGlcNAc4Man3GIcNAc2 se puede encontrar como un componente glicano en cualquiera de
Asn36, Asn'®l o Asn®! en LAL producido de acuerdo con la descripcion. En un caso especifico,
GallGIcNAc4Man3GIcNAc2 se puede encontrar como un componente glicano de Asn®6, Asn!6ly Asn321,

[0078] En la LAL de la presente descripcion, Asn'% y Asn?73 tipicamente muestran del tipo manosa de contenido
elevado que tiene de aproximadamente 6 a aproximadamente 10 moléculas de manosa (MAN6-MAN10 como se
describe en el presente documento) como principal componente. Por consiguiente, un aspecto de la presente
descripcion incluye una composicion de LAL tiene una estructura con alto contenido de manosa en Asn!®! o
Asn?73, En otro caso, una composicion de LAL de la descripcion puede comprender una estructura de N-glicano que
tiene al menos 6 manosas en Asn'l o Asn?’3, En otro caso, una composicién de LAL contiene un N-glicano que
tiene 7, 8 0 9 manosaa en Asn'! o Asn?’3, En otro caso, la presente descripcién incluye una composicién de LAL
que tiene 7, 8 0 9 manosas en Asn'%! y Asn?’3, En otro caso, la presente descripcion incluye una composicion de
LAL que tiene 7, 8 0 9 manosas en Asn!® y/o Asn?”® y al menos una de las manosas esta fosforilada.

[0079] Se ha de entender que los sitios de glicosilacion y los nUmeros asociados con Asn descritos anteriormente se
basan en la secuencia de aminoacidos de LAL expuesta en la SEQ ID NO: 1 y que los perfiles de glicosilacién
descritos anteriormente en el contexto de la SEQ ID NO: 1 se aplican también a las moléculas de LAL establecidas
en las SEQ ID NOs: 2, 3, 4 y 19, aunque la numeracién de las correspondientes Asn puede variar por molécula
LAL. Por ejemplo, Asn3¢ en la SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn'® en la SEQ ID NO: 2, Asn'® en la SEQ ID NO: 3,
Asn'® en la SEQ ID NO: 4 y Asn® en la SEQ ID NO: 19. Asn’ en la SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn® en la SEQ ID
NO: 2, Asn*® en la SEQ ID NO: 3, Asn*® en la SEQ ID NO: 4 y Asn*® en SEQ ID NO: 19. Asn'%? en la SEQ ID NO: 1
corresponde a Asn® en la SEQ ID NO: 2, Asn’® en la SEQ ID NO: 3, Asn”en la SEQ ID NO: 4 y Asn’ en SEQ ID
NO: 19. Asn'8! en la SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn** en la SEQ ID NO: 2, Asn'® en la SEQ ID NO: 3, Asn'3 en
la SEQ ID NO: 4 y Asn®** en SEQ ID NO: 19. Asn?”® de SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn?>2 en la SEQ ID NO: 2,
Asn?? en la SEQ ID NO: 3, Asn?*” en la SEQ ID NO: 4 y Asn?*6 en SEQ ID NO: 19. Asn®?! de la SEQ ID NO: 1
corresponde a Asn®® en la SEQ ID NO: 2, Asn?% en la SEQ ID NO: 3, Asn?*>en la SEQ ID NO: 4 y Asn?** en SEQ
ID NO: 19.

[0080] En la presente invencion, la LAL esta glicosilada unida a N en Asn'®, Asn®, Asn40, Asn?5?2 y Asn®® de la SEQ
ID NO: 2. En una realizacién, las estructuras de N-glicano de LAL de la SEQ ID NO: 2 no tienen xilosa, mientras que
menos del 15%, 10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-glicano contiene &cido sialico; menos del 50%, 40%, 30%,
20%, 10%, 5% o 1% de las estructuras de N-glicano contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% y 95% de las estructuras de N-glicano contiene manosa fosforilada (M6P).

[0081] En un caso, la LAL esta glicosilada unida a N al menos en una posicion seleccionada de entre el grupo que
consiste en Asn®3, Asn*®, Asn’8, Asn!38, Asn?0 y Asn?% de la SEQ ID NO: 3. En otro caso, la LAL esta glicosilada
unida a N en Asn'3, Asn’8, Asn®®8, Asn?50 y Asn?°8 de la SEQ ID NO: 3. En otro caso, las estructuras de N-glicano de
LAL de la SEQ ID NO: 3 no tienen xilosa mientras que menos del 15%, 10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-
glicano contienen acido sialico; menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 1% de las estructuras de N-glicano
contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 95% de las estructuras de N-glicano contienen
manosa fosforilada (M6P).

[0082] En un caso, la LAL esta glicosilada unida a N al menos en una posicion seleccionada de entre el grupo que
consiste en Asn!®, Asn6, Asn’®, Asn'3, Asn?*” y Asn®% de la SEQ ID NO: 4. En otro caso, la LAL esta glicosilada
unida a N en Asn'?, Asn’®, Asn®®5, Asn?*” y Asn?°® de la SEQ ID NO: 4. En otro caso, las estructuras de N-glicano de
LAL de la SEQ ID NO: 4 no tienen xilosa mientras que menos del 15%, 10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-
glicano contienen acido sialico; menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o0 1% de las estructuras de N-glicano
contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 95% de las estructuras de N-glicano contienen
manosa fosforilada (M6P).

[0083] En un caso, la LAL esta glicosilada unida a N al menos en una posicién seleccionada de entre el grupo que
consiste en Asn® Asn*, Asn’ Asn'34 Asn?# y Asn?%* de la SEQ ID NO: 19. En otro caso, la LAL esta glicosilada
unida a N en Asn®, Asn’, Asn'3*, Asn?46 y Asn?%4 de la SEQ ID NO: 19. En otro caso, las estructuras de N-glicano de
LAL de la SEQ ID NO: 4 no tienen xilosa mientras que menos del 15%, 10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-
glicano contienen acido sialico; menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 1% de las estructuras de N-glicano
contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 95% de las estructuras de N-glicano contienen
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manosa fosforilada (M6P).

[0084] La composicion de acuerdo con la presente invencion se puede producir de un nimero de maneras,
incluyendo mediante el uso de aves transgénicas, peces transgénicos, mamiferos transgénicos, por ejemplo, cabras
transgénicas o en plantas transgénicas, tales como el tabaco y la lenteja de agua (Lemna minor) y ciertos tipos de
cultivo celular.

[0085] La presente invencién también contempla composiciones que comprenden LAL PEGilada. La enzima LAL
como se describe en el presente documento puede estar PEGilada tal como se describe, por ejemplo, en la
publicacion de patente de Estados Unidos N° 20070092486, publicada el 26 de abril de 2007.

[0086] En una realizacién, el patron de glicosilacion derivado se obtiene a través de expresion de sistemas de
expresion especializados, por ejemplo, a partir de células de oviducto aviar, por ejemplo, células de glandulas
tubulares. Por ejemplo, los patrones de glicosilacion descritos en este documento se ha demostrado que estan
presentes en las enzimas de enfermedad de almacenamiento lisosomal producidas en células de oviducto de un
ave, tal como un pollo de acuerdo con la presente descripcion.

[0087] Las proteinas producidas de acuerdo con la descripcion pueden purificarse a partir de clara de huevo
mediante cualquier procedimiento (til, tales como los evidentes para un experto en la técnica de purificacion de
proteinas. Por ejemplo, la LAL humana (hLAL) producida en aves transgénicas de acuerdo con la descripcion puede
purificarse a partir de clara de huevo por procedimientos evidentes para los expertos en la técnica de purificacion de
proteinas. Un ejemplo de un protocolo de purificacion para LAL presente en la clara de huevo se describe en los
Ejemplos.

[0088] La descripcién incluye los huevos y la clara de huevo y las aves (por ejemplo, pavo, pollo (gallina) y codorniz)
que ponen los huevos y producen la clara de huevo que contiene moléculas de lipasa acida lisosomal que
comprenden una o mas de las estructuras de glicosilacion descritas en este documento.

EXPRESION DE LAL EN AVES

[0089] Se da a conocer en el presente documento vectores y procedimientos para la introduccion estable de
secuencias de acido nucleico exdgeno en el genoma de aves para expresar proteinas deseadas, tales como las que
se benefician (por ejemplo, alcanzan una mayor eficacia) de la adicion de manosa-6-fosfato, tales como enzimas
lisosomales, incluyendo, sin limitacion, la lipasa acida lisosomal (LAL) y otras proteinas tales como las descritas
especificamente en este documento. En particular, se producen aves transgénicas que expresan secuencias
exogenas en sus oviductos y que depositan proteinas exdgenas, tales como proteinas farmacéuticas, en sus
huevos. Los huevos de aves que contienen tales proteinas exdégenas también se describen en este
documento. También se describen en este documento nuevas formas de LAL que se expresan de manera eficiente
en el oviducto de aves transgénicas y se depositan en los huevos de aves.

[0090] Un aspecto de la descripcion se refiere a composiciones que contienen LAL, es decir, moléculas LAL
producidas de acuerdo con la descripcion. En un ejemplo particularmente util, la LAL esta purificada o aislada. Por
ejemplo, la LAL se ha extraido del contenido de un huevo con cascara dura puesto por un ave transgénica. En un
caso particularmente util, la LAL es LAL humana. En una realizacién, la LAL tiene un patron de glicosilacién
resultante de la produccion de LAL en una célula de oviducto de un ave. Por ejemplo, las composiciones pueden
contener una mezcla de moléculas de LAL producidas en aves, por ejemplo, pollos, de acuerdo con la descripcién y
aislados de clara de huevo. De acuerdo con la invencion, las composiciones que contienen LAL son formulaciones
farmacéuticas.

[0091] En una realizacién, la invencion se dirige a composiciones que contienen moléculas de LAL aisladas, tal
como se reivindica en el presente documento, en las que la LAL se produce en un ave que contiene un transgén que
codifica la LAL. En una realizacion, la LAL se produce en una célula de oviducto (por ejemplo, una célula de glandula
tubular) de un ave transgénica (por ejemplo, pollo transgénico) y la LAL se aisla de clara de huevo del ave
transgénica. En una realizacion, la LAL esta glicosilada en la célula del oviducto (por ejemplo, célula de la glandula
tubular) del ave, por ejemplo, un pollo.

[0092] Se proporcionan procedimientos para producir proteinas exégenas, tales como enzimas de la enfermedad de
almacenamiento lisosomal, por ejemplo, LAL, en tejidos especificos de aves. Tales proteinas exdgenas se pueden
expresar en el oviducto, la sangre y/o otras células y tejidos del ave. En un caso, los transgenes se introducen en
células blastodérmicas embrionarias, por ejemplo, cerca de la etapa X, para producir un ave transgénica, de manera
gue la proteina de interés se expresa en las células de glandulas tubulares del magnum del oviducto, se secreta en
el lumen y se deposita en la clara de huevo de un huevo con cascara dura. Un ave transgénica asi producida puede
llevar el transgén en su linea germinal proporcionando la transmisién de un transgén exdgeno a la descendencia del
ave de manera estable de una manera mendeliana.

[0093] La presente descripcién abarca procedimientos de produccién de proteina exdgena, tal como LAL, en un
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oviducto aviar. Los procedimientos pueden incluir una primera etapa de proporcionar un vector que contiene una
secuencia codificante y un promotor unido operativamente a la secuencia codificante, de modo que el promotor
puede efectuar la expresion del acido nucleico en el oviducto aviar. Se pueden producir células y/o tejidos
transgénicos, en los que el vector se introduce en células blastodérmicas embrionarias aviares, ya sean recién
aisladas, en cultivo, o en un embrién, de modo que la secuencia del vector se inserta en el genoma aviar. Un ave
transgénico maduro que expresa la proteina exégena, tal como LAL, en su oviducto puede derivar de las células y/o
tejidos transgénicos.

[0094] En un aspecto de la descripcion, la produccién de un ave transgénica se logra mediante la transduccion de
células blastodérmicas embrionarias con particulas retrovirales de replicacion defectuosa o competente que portan
el transgén entre las LTR 5' y 3' del vector retroviral. Por ejemplo, se pueden usar un vector retroviral del virus de la
leucosis aviar (ALV) o un vector retroviral del virus de la leucemia murina (MLV), que comprende un plasmido pNLB
modificado que contiene un gen exdgeno que se inserta en direccion 3' de un segmento de una region del
promotor. Se puede utilizar una copia de ARN del vector retroviral modificado, empaquetado en particulas virales,
para infectar blastodermos embrionarios que se desarrollan en aves transgénicas.

[0095] Otro aspecto de la descripcidn proporciona un vector que incluye una secuencia codificante y un promotor en
relacion operativa y de posicion de tal manera que la secuencia codificante se expresa en un oviducto aviar. Dichos
vectores incluyen, pero no se limitan a, un vector retroviral del virus de la leucosis aviar (ALV), un vector retroviral del
virus de la leucemia murina (MLV) y un vector de lentivirus. Adicionalmente, el vector puede ser una secuencia de
acido nucleico que incluye una LTR de un vector retroviral del virus de la leucosis aviar (ALV), un vector retroviral del
virus de la leucemia murina (MLV) o un vector de lentivirus. El promotor es suficiente para efectuar la expresion de la
secuencia codificante en el oviducto aviar. La secuencia codificante codifica una proteina exégena que se deposita
en la clara del huevo de un huevo con cascara dura. Por tanto, la secuencia codificante codifica proteinas exégenas,
tales como proteinas derivadas de ave de corral transgénica, tales como lipasa acida lisosomal derivada de aves de
corral transgénicas (TPD LAL).

[0096] En un caso, los vectores utilizados en los procedimientos de la invencién contienen un promotor que es
particularmente adecuado para la expresion de proteinas exégenas en las aves y sus huevos. Por tanto, la
expresion de la secuencia codificante exdgena se puede producir en el oviducto y la sangre del ave transgénica y en
la clara de huevo de su huevo aviar. Los promotores incluyen, pero no se limitan a, un promotor de citomegalovirus
(CMV), un promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), un promotor de B-actina (por ejemplo, un promotor de (3-
actina de pollo), un promotor del virus de la leucemia murina (MLV), un promotor del virus de tumor mamario de
raton (MMTV), un promotor de la ovoalbumina, un promotor de la lisozima, un promotor de conalbUmina, un
promotor de ovomucoide, un promotor de ovomucina y un promotor de la ovotransferrina. Opcionalmente, el
promotor puede ser un segmento de al menos una region de promotor, tal como un segmento de la region del
promotor de ovoalbumina, lisozima, conalbimina, ovomucoide, ovomucina, y ovotransferrina. En un caso, el
promotor es una combinacion o una fusién de uno o mas promotores o una fusién de una porcién de uno o mas
promotores, tales como promotores de ovoalbimina, lisozima, conalbdmina, ovomucoide, ovomucina, y
ovotransferrina.

[0097] En un caso, el vector incluye una secuencia codificante de péptido sefial que esta operativamente ligada a la
secuencia codificante, de modo que después de la traduccién en una célula, el péptido sefial dirige la secrecién de la
proteina exdgena expresada por el vector, tal como un LAL humana, en la clara de huevo de un huevo con cascara
dura.

[0098] Un aspecto de la descripcion proporciona secuencias codificantes para proteinas exégenas producidas, tal
como se describe en el presente documento, en las que la secuencia codificante tiene codones optimizados para la
expresion en un ave, por ejemplo, en un pollo. La optimizacién de codones puede determinarse a partir del uso de
codones de al menos una, y preferiblemente mas de una, proteina expresada en una célula aviar (por ejemplo, una
célula de pollo). Por ejemplo, el uso del coddn se puede determinar a partir de las secuencias de acidos nucleicos
que codifican las proteinas ovoalbumina, lisozima, ovomucina y ovotransferrina del pollo. Por ejemplo, la secuencia
de ADN que codifica la proteina exdégena puede tener codones optimizados usando el programa
BACKTRANSLATE® Wisconsin Package, version 9.1 (Genetics Computer Group, Inc., Madison, WI) con una tabla
de uso de codones compilada a partir de las proteinas de ovalbumina, lisozima, ovomucoide, y ovotransferrina
proteinas del pollo (Gallus gallus).

[0099] Un aspecto importante de la presente descripcion se refiere a los huevos de cascara dura de ave (por
ejemplo, huevos de cascara dura de pollo) que contienen un péptido o proteina exdgenos, incluyendo, pero no
limitado a, una LAL humana. El péptido o proteina exdégenos, tal como LAL humana, pueden ser codificados por un
transgén de un ave transgénica. A menudo, el péptido o proteina exdgenos (por ejemplo, LAL) estan glicosilados. La
proteina puede estar presente en cualquier cantidad Util. En un caso, la proteina esta presente en una cantidad en
un intervalo de entre aproximadamente 0,01 ug por huevo con cascara dura y aproximadamente 1 gramo por huevo
con céascara dura. En otro caso, la proteina esta presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente
1 ug por huevo con céascara dura y aproximadamente 1 gramo por huevo con cascara dura. Por ejemplo, la proteina
puede estar presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 10 ug por huevo con cascara dura
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y aproximadamente 1 gramo por huevo con cascara dura (por ejemplo, un intervalo de entre aproximadamente 10
Mg por huevo con cascara dura y aproximadamente 400 miligramos por huevo con cascara dura).

[0100] En un caso, la proteina exdgena de la invencion esta presente en la clara del huevo. En un caso, la proteina
esta presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 1 ng por milimetro de clara de huevo y
aproximadamente 0,2 gramo por mililitro de clara de huevo. Por ejemplo, la proteina puede estar presente en una
cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 0,1 pg por mililitro de clara de huevo y aproximadamente 0,2
gramo por mililitro de clara de huevo (por ejemplo, la proteina puede estar presente en una cantidad en un intervalo
de entre aproximadamente 1 ug por mililitro de clara de huevo y aproximadamente 100 miligramos por mililitro de
clara de huevo. En un caso, la proteina esta presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 1
pg por mililitro de clara de huevo y aproximadamente 50 miligramos por mililitro de clara de huevo. Por ejemplo, la
proteina puede estar presente en una cantidad en un intervalo de aproximadamente 1 pg por mililitro de clara de
huevo y aproximadamente 10 miligramos por mililitro de clara de huevo (por ejemplo, la proteina puede estar
presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 1 ug por mililitro de clara de huevo y
aproximadamente 1 miligramo por mililitro de clara de huevo). En un caso, la proteina esta presente en una cantidad
de mas de 0,1 pg por mililitro de clara de huevo. En un caso, la proteina esta presente en una cantidad de mas de
0,5 pg por mililitro de clara de huevo. En un caso, la proteina esta presente en una cantidad de mas de 1 ug por
mililitro de clara de huevo. En un caso, la proteina esta presente en una cantidad de mas de 1,5 pg por mililitro de
clara de huevo.

[0101] Las aves que producen proteinas exdgenas descritas en este documento (por ejemplo, LAL) que se
desarrollan a partir de células blastodérmicas en las que el vector ha sido introducido son la generacion GO y se
puede denominar como "progenitores”. Las aves progenitoras son tipicamente quiméricas para cada transgén
insertado. Es decir, s6lo algunas de las células del ave transgénica GO contienen el transgén o transgenes. La
generacién GO tipicamente también es hemicigota para el transgén o transgenes.lLa generacion GO puede
reproducirse con animales no transgénicos para dar lugar a la descendencia transgénica G1 que también es
hemicigota para el transgén y contiene el transgén o transgenes en esencialmente todas las células del ave. La
descendencia hemicigota G1 puede reproducirse con animales no transgénicos que dan lugar a la descendencia
hemicigota G2 o pueden reproducirse juntos para dar lugar a la descendencia homocigota G2 para el
transgén. Sustancialmente todas las células de aves que son positivas para el transgén que derivan de la
descendencia G1 contienen el transgén o transgenes. En un caso, la descendencia hemicigota G2 de la misma linea
puede reproducirse para producir descendencia homocigota G3 para el transgén. En un caso, los animales
hemicigotos GO o G1, por ejemplo, se reproducen juntos para dar lugar a la descendencia homocigota G1 que
contiene dos copias del transgén o transgenes en cada célula del animal. Estos son meramente ejemplos de ciertos
procedimientos de reproduccion utiles y la presente descripcion contempla el empleo de cualquier procedimiento de
reproduccion Util, tales como los conocidos por las personas de experiencia ordinaria en la técnica.

[0102] En un caso, la descripcidn proporciona el aislamiento de LAL. Es decir, la LAL contenida en la composicién
puede ser una LAL aislada. Por ejemplo, la LAL se puede aislar de la clara de huevo. La LAL aislada pueden ser
moléculas de LAL que tienen una variedad de estructuras de glicosilacion entre las moléculas de LAL.

[0103] Mediante los procedimientos de la presente descripcion, los transgenes se pueden introducir en células
blastodérmicas embrionarias aviares para producir un pollo transgénico, pavo transgénico, codorniz transgénica y
otras especies aviares, que llevan el transgén en el material genético de su tejido de linea germinal con el fin de
producir proteinas de la invencién. Las células blastodérmicas son tipicamente células en la etapa VII-XIl, o
equivalentes de las mismas, y en una realizacion estan cerca de la etapa X.

[0104] Algunos vectores Utiles en la realizacion de los procedimientos de la presente descripcion se describen en
este documento. En un caso, la secuencia codificante y el promotor del vector estan ambos situados entre las LTR 5'
y 3" antes de la introduccion en células blastodérmicas. En un caso, el vector es retroviral y la secuencia codificante
y el promotor estdn ambos situados entre las LTR 5' y 3' del vector retroviral. En un caso util, las LTR o vector
retroviral derivan del virus de la leucosis aviar (ALV), virus de la leucemia murina (MLV), o lentivirus.

[0105] En un ejemplo, los vectores que se utilizan para transfectar células blastodérmicas y generar la integracion
estable en el genoma aviar contienen una secuencia codificante y un promotor en relacion operativa y posicional
para expresar la secuencia codificante en la célula de la glandula tubular del magnum del oviducto aviar, en la que la
proteina exdgena, tal como una enzima lisosomal (por ejemplo, LAL), se deposita en la clara de huevo de un huevo
con cascara dura.

[0106] EI promotor puede ser opcionalmente un segmento de la region del promotor de ovoalblimina que es
suficientemente grande para dirigir la expresion de la secuencia codificante en las células de glandulas tubulares. El
truncamiento del promotor de ovoalbumina y/o la condensacién de los elementos reguladores criticos del promotor
de ovoalbumina, de manera que se retienen las secuencias requeridas para la expresion en las células de glandulas
tubulares del magnum del oviducto, a la vez que es lo suficientemente pequefio que puede incorporarse facilmente
en vectores, se incluye dentro del alcance de la invencion. En un caso, se puede usar un segmento de la regién del
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promotor de ovoalbimina. Este segmento comprende la region flanqueante 5' del gen de ovoalbimina.

[0107] El promotor también puede ser un promotor que es en gran medida, pero no completamente, especifico para
el magnum, tal como el promotor de lisozima. EI promotor también puede ser un promotor del virus del tumor
mamario de raton (MMTV). Alternativamente, el promotor puede ser un promotor constitutivo (por ejemplo, un
promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), un promotor de virus de
leucemia murina (MLV), etc.). En una realizacion, el promotor es un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor
de MDOT, un promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), un promotor de virus de la leucemia murina (MLV), un
promotor del virus del tumor mamario de raton (MMTYV), un promotor de ovoalbimina, un promotor de la lisozima, un
promotor de conalbimina, un promotor de ovomucoide, un promotor de ovomucina y/o un promotor de
ovotransferrina. Opcionalmente, el promotor puede ser al menos un segmento de una regién del promotor, tal como
un segmento de la region del promotor de ovoalbimina, lisozima, conalbimina, ovomucoide, ovomucina y
ovotransferrina.

[0108] En un procedimiento de transfeccion de células blastodérmicas, se usa un vector basado en retrovirus
empaquetados para liberar el vector en células blastodérmicas embrionarias de modo que el vector se integra en el
genoma aviar.

[0109] El retrovirus util para introducir al azar un transgén en el genoma aviar es el virus de la leucosis aviar (ALV)
de replicacion deficiente, el virus de la leucemia murina de replicacion deficiente (MLV) o el lentivirus. En un caso, se
modifica un vector pNLB mediante la insercion de una region del promotor de ovoalbimina y uno o mas genes
exogenos entre las repeticiones terminales largas (LTR) 5' y 3' del genoma del retrovirus. La presente divulgacion
contempla que cualquier secuencia codificante colocada en direccién 3’ de un promotor que es activo en células de
glandulas tubulares se puede expresar en las células de glandulas tubulares. Por ejemplo, el promotor de
ovoalbimina se puede expresar en las células de glandulas tubulares del magnum del oviducto porque el promotor
de ovoalbumina impulsa la expresion de la proteina ovoalbimina y es activo en las células de glandulas tubulares
del oviducto.

[0110] Cualquiera de los vectores descritos en el presente documento también puede incluir opcionalmente una
secuencia codificante que codifica un péptido sefial que dirige la secrecion de la proteina expresada por la
secuencia codificante del vector de las células de glandulas tubulares del oviducto. Este aspecto amplia eficazmente
el espectro de proteinas exdgenas que pueden depositarse en huevos aviares usando los procedimientos descritos
en el presente documento. Cuando de ningin modo se secreta una proteina exdgena, el vector que contiene la
secuencia codificante se modifica para comprender una secuencia de ADN que comprende aproximadamente 60 pb
que codifica un péptido sefial del gen de la lisozima. La secuencia de ADN que codifica el péptido sefial se inserta
en el vector de tal manera que se encuentra en el extremo N-terminal de la proteina codificada por el ADN.

[0111] Otro aspecto de la descripcion implica el uso de elementos de sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) en
cualquiera de los vectores de la presente invencion para permitir la traduccién de dos o mas proteinas a partir de un
ARNmM dicistrénico o policistronico. Las unidades de IRES se fusionan a los extremos 5' de una 0 mas secuencias
codificantes adicionales que a continuacién se insertan en los vectores al final de la secuencia codificante original,
de modo que las secuencias codificantes estan separadas entre si por un IRES.

[0112] En un caso cuando se usa un IRES, la modificacion post-traduccional del producto se facilita porque una
secuencia codificante puede codificar una enzima capaz de modificar el otro producto de la secuencia
codificante. Por ejemplo, la primera secuencia codificante puede codificar colageno que se hidroxilaria y se activaria
por la enzima codificada por la segunda secuencia codificante en la que se emplea un IRES, tal como se entiende
en la técnica.

[0113] En otro aspecto, las secuencias codificantes de los vectores utilizados en cualquiera de los procedimientos de
la presente descripcion estan provistos de una regién no traducida 3' (3' UTR) para conferir estabilidad al ARN
producido. Cuando se afiade 3' UTR a un vector retroviral, la orientacién del promotor, gen X y la 3' UTR deben
invertirse en el constructo, de modo que la adicion de la 3' UTR no interfiere con la transcripcion del ARN gendmico
de longitud completa. En una realizacion, la 3' UTR puede ser la de los genes de ovoalblmina o lisozima, o cualquier
3' UTR que sea funcional en una célula de magnum, es decir, la regién tardia de SV40.

[0114] En un caso, se usa un promotor constitutivo para expresar la secuencia codificante de un transgén en el
ave. En este caso, la expresion no se limita al magnum; la expresion también se produce en otros tejidos dentro del
ave (por ejemplo, sangre). El uso de dicho transgén, que incluye un promotor constitutivo y una secuencia
codificante, es particularmente adecuado para efectuar o impulsar la expresion de una proteina en el oviducto y la
posterior secrecion de la proteina en el huevo.

[0115] Se producen particulas de transduccién para el vector y se titulan para determinar la concentracion apropiada
que puede utilizarse para inyectar embriones. Los huevos de aves se enmarcan de acuerdo con el procedimiento
Speksnijder (patente de Estados Unidos No. 5.897.998), y los huevos se inyectan con particulas de
transduccién. Los huevos eclosionan aproximadamente 21 dias después de la inyeccion y se seleccionan las aves
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macho para la reproduccion. Con el fin de cribar para los gallos GO que contienen el transgén en su esperma, el
ADN se extrae de muestras de esperma de gallo. Los gallos GO con los niveles mas altos del transgén en sus
muestras de esperma se emparejan con pollos no transgénicos mediante inseminacion artificial. Las muestras de
ADN de la sangre se criban para detectar la presencia del transgén. El suero de los gallos transgénicos se prueba
para la presencia de proteina exégena. Si se confirma la proteina exégena, el esperma de los gallos transgénicos se
utiliza para la inseminacion artificial de los pollos no transgénicos. Un cierto porcentaje de la descendencia contiene
por tanto el transgén (por ejemplo, mas del 50%). Cuando la proteina exdgena esta presente en los huevos
producidos de acuerdo con la presente descripcion, la proteina puede aislarse. La proteina también puede probarse
para la actividad biolégica.

[0116] Los procedimientos de la descripcion que proporcionan la produccion de proteina exégena en el oviducto
aviar y la produccion de huevos que contienen proteina exdgena implican una etapa adicional posterior para
proporcionar un vector adecuado e introducir el vector en células blastodérmicas embrionarias de modo que el
vector se integra en el genoma aviar. La etapa posterior implica derivar un ave transgénica madura a partir de las
células blastodérmicas transgénicas producidas en las etapas anteriores. Las aves transgénicas maduras se pueden
obtener a partir de las células de un embrién blastodérmico que ha sido transfectado o transducido con el vector
directamente dentro del embrién. Se deja que el embridn resultante se desarrolle y que el polluelo madure.

[0117] El ave transgénica producida a partir de células blastodérmicas se conoce como un progenitor. Algunos
progenitores llevaran el transgén en las células de glandulas tubulares en el magnum de sus oviductos. Estas aves
expresaran la proteina exégena codificada por el transgén en sus oviductos. La proteina exégena también puede
expresarse en otros tejidos (por ejemplo, sangre), ademas del oviducto. Si la proteina exdgena contiene la
secuencia o secuencias sefial apropiadas, se secreta en el lumen del oviducto y en la clara del huevo.

[0118] Algunos progenitores son progenitores de la linea germinal. Un progenitor de la linea germinal es un
progenitor que porta el transgén en el material genético de su tejido de linea germinal, y también puede llevar el
transgén en células de las glandulas tubulares del magnum del oviducto que expresan la proteina exégena. Por lo
tanto, de acuerdo con la descripcion, el ave transgénica puede tener células de glandulas tubulares que expresan la
proteina exdgena, y la descendencia del ave transgénica también puede tener células de las glandulas tubulares del
magnum del oviducto que expresan la proteina exdgena. Alternativamente, la descendencia expresa un fenotipo
determinado por la expresion del gen exdgeno en el tejido o tejidos especificos del ave. En una realizacion, el ave
transgénica es un pollo o un pavo.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y PROCEDIMIENTOS TERAPEUTICOS

[0119] Aunque es posible que, para uso en terapia, las proteinas terapéuticas producidas, tal como se describe en el
presente documento, se pueden administrar en forma sin purificar, es preferible administrar las proteinas
terapéuticas como parte de una formulacion farmacéutica. Por lo tanto, se proporcionan adicionalmente
formulaciones farmacéuticas que comprenden proteinas terapéuticas glicosiladas derivadas de aves de corral, tales
como LAL o un derivado farmacéuticamente aceptable de la misma, junto con uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables de los mismos y, opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos y/o profilacticos y
procedimientos de administracion de dichas formulaciones farmacéuticas. El portador o portadores deben ser
"aceptables" en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la formulacién y no ser perjudiciales para
el receptor de los mismos. Los procedimientos de tratamiento de un paciente (por ejemplo, cantidad de proteina
farmacéutica administrada, la frecuencia de administracion y la duracion del periodo de tratamiento) utilizando
composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden determinar usando metodologias estandar conocidas por
los médicos expertos en la técnica.

[0120] Las composiciones que comprenden portadores, incluyendo moléculas de compuestos, se formulan por
procedimientos convencionales bien conocidos (véase, por ejemplo, Remington Pharmaceutical Sciences, 14a Ed.,
Mack Publishing Co., Easton, Pa.). El portador puede comprender un diluyente. En un caso, el portador farmacéutico
puede ser un liquido y la LAL recombinante humana puede estar en forma de una solucion. El portador farmacéutico
puede ser cera, grasa o alcohol. En un caso, el portador a base de cera o grasa no contiene éster. En otro caso, el
portador farmacéuticamente aceptable puede ser un sélido en forma de un polvo, un polvo liofilizado, o un
comprimido. En un caso, el portador puede comprender un liposoma o una microcapsula.

[0121] Las formulaciones farmacéuticas incluyen las adecuadas para la administracién por inyeccidon que incluye
administracion intramuscular, subcutanea e intravenosa. Las formulaciones farmacéuticas incluyen las adecuadas
para administracion oral, rectal, nasal, tépica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal o parenteral. Las formulaciones
farmacéuticas también incluyen aquellas para la administracion por inhalaciéon o insuflacion. Las formulaciones,
cuando sea apropiado, pueden presentarse convenientemente en unidades de dosificacién discretas y pueden
prepararse por cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica de farmacia. Los procedimientos de
produccion de las formulaciones farmacéuticas incluyen tipicamente la etapa de poner la proteina terapéutica en
asociacion con portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos o0 ambos y después, si es necesario, dar
forma al producto en la formulaciéon deseada.
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[0122] Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracion oral pueden presentarse
convenientemente como unidades discretas, tales como capsulas, pildoras o comprimidos, conteniendo cada una
una cantidad predeterminada del principio activo; como un polvo o granulos; como una solucion; como una
suspension; o como una emulsién. El principio activo también puede presentarse como un bolo, electuario o
pasta. Los comprimidos y capsulas para administracion oral pueden contener excipientes convencionales, tales
como agentes aglutinantes, cargas, lubricantes, disgregantes o agentes humectantes. Los comprimidos se pueden
recubrir segun procedimientos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas orales pueden estar en
forma de, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas, soluciones, emulsiones, jarabes o elixires, 0 se pueden
presentar como un producto seco para su constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes del uso. Tales
preparaciones liquidas pueden contener aditivos convencionales, tales como agentes de suspensidn, agentes
emulsionantes, vehiculos no acuosos (que pueden incluir aceites comestibles) o conservantes.

[0123] La LAL también se puede formular para la administracion parenteral (por ejemplo, por inyeccion, por ejemplo,
inyeccion de bolo o infusién continua) y pueden presentarse en forma de dosis unitaria en ampollas, jeringas
precargadas, infusién de pequefio volumen o en recipientes para mdltiples dosis con un conservante afadido. Las
proteinas terapéuticas se pueden inyectar, por ejemplo, mediante inyecciones subcutaneas, inyecciones
intramusculares, e infusiones o inyecciones intravenosas.

[0124] La LAL pueden tomar formas, tales como suspensiones, soluciones, o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos y pueden contener agentes de formulacion, tales como de agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes. También se contempla que la proteina terapéutica puede estar en forma de polvo, obtenido por
aislamiento aséptico de sélido estéril o por liofilizacion de la solucién, para la constitucion con un vehiculo adecuado,
por ejemplo, agua estéril, libre de pirégenos, antes del uso.

[0125] Para las infusiones o inyecciones intravenosas, la LAL producida de acuerdo de la descripcion se puede
formular como una suspension o solucién acuosa. Los excipientes adecuados para la formulacién para infusion o
inyeccion intravenosa pueden incluir uno de los siguientes: citrato trisddico dihidrato, acido citrico y albimina de
suero humano. La formulacién farmacéutica también puede incluir otros excipientes adecuados bien conocidos en la
técnica utilizados para otros productos para los trastornos de almacenamiento lisosomal. El pH de la LAL producida
de acuerdo con la descripcion se mantiene entre aproximadamente 5,6 y aproximadamente 6,2. Preferiblemente, el
pH de la formulacién de LAL se mantiene a 5,9 £ 0,2.

[0126] Para la administracion topica a la epidermis, las proteinas terapéuticas producidas de acuerdo con la
descripcion pueden formularse como pomadas, cremas o lociones, 0 como un parche transdérmico. Las pomadas y
cremas pueden, por ejemplo, formularse con una base acuosa u oleosa con la adicion de agentes espesantes y/o
agentes gelificantes adecuados. Las lociones pueden formularse con una base acuosa u oleosa y también pueden
contener uno 0 mas agentes emulsionantes, agentes estabilizantes, agentes dispersantes, agentes de suspension,
agentes espesantes o0 agentes colorantes.

[0127] Las formulaciones adecuadas para administracion tépica en la boca incluyen pastillas de chupar que
comprenden el principio activo en una base aromatizada, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto; pastillas que
comprenden el principio activo en una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia; y enjuagues
bucales que comprenden el principio activo en un portador liquido adecuado.

[0128] Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracion rectal en las que el portador es un sélido se
representan mas preferiblemente como supositorios de dosis unitaria. Los portadores adecuados incluyen manteca
de cacao y otros materiales usados comunmente en la técnica, y los supositorios pueden formarse
convenientemente mediante la mezcla del compuesto activo con el portador o portadores ablandados o fundidos,
seguido de enfriamiento y conformacién en moldes.

[0129] Las formulaciones adecuadas para administracién vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones,
cremas, geles, pastas, espumas o pulverizadores que contienen ademas del principio activo, portadores, tales como
los conocidos en la técnica como apropiados.

[0130] Para la administracion intranasal las proteinas terapéuticas de la descripcién pueden usarse como una
pulverizacion liquida o polvo dispersable o en forma de gotas. Las gotas pueden formularse con una base acuosa o
no acuosa que también comprende uno o mas agentes dispersantes, agentes solubilizantes o agentes de
suspension. Los pulverizadores liquidos se suministran convenientemente desde envases presurizados.

[0131] Para la administracién por inhalacién, las proteinas terapéuticas de acuerdo con la descripcidon pueden
suministrarse convenientemente desde un insuflador, nebulizador o un envase presurizado u otro medio conveniente
de suministro de una pulverizacién de aerosol. Los envases presurizados pueden comprender un propulsor
adecuado, tal como diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro
gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificaciéon puede determinarse proporcionando
una valvula para suministrar una cantidad medida.
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[0132] Para la administracidon por inhalacién o insuflacion, las proteinas terapéuticas segun la descripcion pueden
tomar la forma de una composicion de polvo seco, por ejemplo, una mezcla en polvo del compuesto y una base en
polvo adecuada, tal como lactosa o almidon. La composicion en polvo puede presentarse en forma de dosis unitaria
en, por ejemplo, capsulas o cartuchos o, por ejemplo, gelatina o envases tipo blister a partir de los cuales el polvo
puede administrarse con la ayuda de un inhalador o insuflador.

[0133] Cuando se desea, se pueden emplear las formulaciones descritas anteriormente adaptadas para proporcionar
el suministro sostenido del principio activo.

[0134] Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento también pueden contener otros principios
activos, tales como agentes antimicrobianos, o conservantes.

[0135] Ademas, se contempla que las proteinas terapéuticas descritas en este documento pueden usarse en
combinacion con otros agentes terapéuticos. Por ejemplo, la descripcion contempla procedimientos para el
pretratamiento con una dosis farmacéuticamente eficaz de un antihistaminico para minimizar o evitar posibles
reacciones anafilacticas relacionadas con la infusion. Por ejemplo, el antihistaminico puede ser cualquier
antihistaminico farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, difenhidramina), tal como se describe en este documento
y tal como se conoce en la técnica. En un caso, el antihistaminico se administra en una dosis entre
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 10 mg por kilogramo de peso corporal. Por ejemplo, el antihistaminico
puede administrarse en una dosis de aproximadamente 5 mg por kilogramo. En un caso, se administra el
antihistaminico entre aproximadamente 10 minutos y aproximadamente 90 minutos, por ejemplo, de
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 60 minutos, antes de la administracion de la lipasa acida
lisosomal utilizando un sistema ambulatorio conectado al puerto de acceso vascular. En un caso, la dosis de
difenhidramina contrarresta eficazmente las posibles reacciones anafilacticas por la infusion.

[0136] Los inmunosupresores, tales como antihistaminicos, corticosteroides, sirolimus, voclosporina, ciclosporina,
metotrexato, anticuerpos dirigidos contra el receptor IL-2, anticuerpos dirigidos contra el receptor de células T,
anticuerpos dirigidos contra TNF-a o proteinas de fusion (infliximab, etanercept o adalimumab), CTLA4-Ig (por
ejemplo, abatacept), anticuerpos anti-OX-40, también se puede administrar antes, durante o después de la
administracion de LAL si el paciente experimenta una reaccion anafilactica o respuesta inmune adversa.

[0137] La descripcion también contempla terapia que implica la administracion de composiciones que contienen LAL
en combinacién con uno o mas agentes reductores del colesterol (por ejemplo, inhibidores de HMG-CoA
reductasa). Los ejemplos no limitantes de tales agentes incluyen: atorvastatina (Lipitor® y Torvast®), fluvastatina
(Lescol®), lovastatina (Mevacor®, Altocor®, Altoprev®, pitavastatina (Livalo®, Pitava®, pravastatina (Pravachol®,
Selektine®, Lipostat®), rosuvastatina (Crestor®) y simvastatina (Zocor®, Lipex®).

[0138] Las composiciones o proteinas descritas en este documento pueden usarse para tratar una variedad de
enfermedades. Por ejemplo, hay enfermedades para las que se conocen terapias de tratamiento por los
profesionales expertos en la técnica. La presente descripcion contempla que las proteinas terapéuticas (por ejemplo,
LAL) producidas en un sistema aviar que contiene un patron de glicosilacion derivado de de aves de corral se
pueden emplear para el tratamiento de dichas enfermedades. Es decir, también se contempla el tratamiento de
enfermedades conocidas por ser tratables por proteinas terapéuticas producidas convencionalmente mediante el
uso de proteinas terapéuticas producidas, tal como se describe en este documento. Por ejemplo, la LAL producida,
tal como se describe en el presente documento, se puede usar para tratar enfermedades resultantes de o asociadas
con la deficiencia o insuficiencia de LAL (colectivamente, "deficiencia de LAL"), tales como enfermedad de Wolman
enfermedad de almacenamiento de ésteres de colesterilo (CESD). Tal como se describe en el presente documento,
la deficiencia de LAL también contempla enfermedades en las que la expresion de LAL se reduce debido a una
condicion (por ejemplo, una mutacion genética), factores fisiolégicos o ambientales que conducen a una reduccion o
deficiencia de LAL producida en el cuerpo. La LAL producida, tal como se describe en el presente documento,
también se puede utilizar para tratar otras enfermedades, tales como la aterosclerosis, la enfermedad del higado
graso, la enfermedad de higado graso no alcohdlico, esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y la cirrosis. La LAL
producida, tal como se describe en el presente documento, también se puede utilizar para tratar otras
enfermedades, tales como las descritas en la Patente de Estados Unidos N° 6.849.257, concedida el 1 de febrero de
2005, publicacién de Estados Unidos N° 2009/0297496, publicada el 3 de diciembre de 2009; publicacién de Estados
Unidos N° 2004/0223960, publicada el 11 de noviembre de 2004;y la publicacion de Estados Unidos N°
2007/0264249, publicada el 15 de noviembre de 2009.

[0139] También se contempla que la LAL producida, tal como se describe en el presente documento, puede usarse
para tratar ciertas enfermedades especificas, incluyendo pancreatitis, por ejemplo, pancreatitis crénica y/o
pancreatitis aguda, asi como la lesién pancreatica inducida por el alcohol, tal como pancreatitis inducida por alcohol.

[0140] La LAL producida por cualquier procedimiento util, tales como los descritos en este documento, se contempla
para su uso para tratar enfermedades debidas a la lesién celular inducida por alcohol, incluyendo, pero no limitado a,
aquellas lesiones celulares inducidas por alcohol que dan lugar a la acumulacién de ésteres de lipidos en tejido
corporal, tales como, pero no limitado a, higado, bazo, intestino y el tejido cardiovascular. La descripciéon también
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contempla el tratamiento de la mala absorcion mediante la administracion de LAL.

[0141] Un aspecto de la descripcion esta dirigido a procedimientos de tratamiento de un paciente que comprende
administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende LAL
recombinante humana, tal como se describe en este documento. El paciente puede estar sufriendo o ser
diagnosticado con cualquier cantidad de enfermedades, incluyendo las asociadas con la deficiencia de LAL. En un
caso, la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad que aumenta el recuento de glébulos rojos en un paciente
en una cantidad deseada. Se contempla que la LAL producida de acuerdo con la descripcién se puede utilizar para
tratar la enfermedad renal crénica, por ejemplo, donde los tejidos no consiguen mantener la produccién de la lipasa
acida lisosomal.

[0142] También se contempla que la LAL producirda mediante cualquier procedimiento Util puede ser util para el
tratamiento de pacientes con enfermedad de Tangier y hipoalfalipoproteinemia familiar. La enfermedad de
Tangier/hipoalfalipoproteinemia familiar se asocia con la acumulacion de ésteres de colesterol en los macréfagos
acompafiada por hepatoesplenomegalia y/o linfadenopatia junto con bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) que se pueden tratar mediante la administracion de LAL. Por ejemplo, sin desear limitar la descripcion a
ninguna teoria 0 mecanismo de operacion particular, se cree que la alteraciéon de la actividad LAL disminuye la
expresion de ABCAL y por el contrario una actividad de LAL aumentada obtenida mediante la administracién de LAL
a un paciente con la enfermedad de Tangier/hipoalfalipoproteinemia familiar aumentara la expresién de ABCAL1 para
superar los efectos de un gen de ABCA1 con una actividad funcional reducida como resultado del polimorfismo.

[0143] Para el tratamiento de una enfermedad, en general, la dosificacion administrada puede variar dependiendo de
factores conocidos, tales como la edad, la salud y peso del receptor, tipo de tratamiento simultaneo, frecuencia del
tratamiento, y similares. Por lo general, una dosificacion de principio activo puede ser de entre aproximadamente
0,0001 y aproximadamente 10 miligramos por kilogramo de peso corporal. La dosificacién precisa, la frecuencia de
administracion y periodo de tiempo de tratamiento se pueden determinar por un médico experto en la técnica de la
administracion de la respectiva proteina terapéutica.

[0144] Ademas, se ha descubierto que las dosis de 1 mg/kg y menores pueden ser eficaces en el tratamiento de
deficiencias de LAL. La presente descripcién proporciona procedimientos de tratamiento de enfermedades que
comprenden administrar a un mamifero (por ejemplo un paciente, preferiblemente un paciente humano) una dosis
terapéuticamente eficaz de la lipasa acida lisosomal entre una vez cada 5 dias y una vez cada 25 dias, por ejemplo,
entre una vez cada 7 dias y una vez cada 14 dias. En un caso, la dosis de la lipasa acida lisosomal administrada es
entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 50 mg por kilogramo de peso corporal, por ejemplo, la dosis
puede estar entre aproximadamente 1 mg y 5 mg por kilogramo.

[0145] En un caso particularmente Util, la descripcion proporciona procedimientos de tratamiento de una enfermedad
mediante la administracion de una dosis de la lipasa acida lisosomal de entre aproximadamente 0,1 mgy 1,0 mg por
kilogramo de peso corporal de acuerdo con cualquier régimen de dosificacion terapéuticamente eficaz, tal como los
descritos en este documento.

[0146] La descripcion proporciona procedimientos para el tratamiento de cualquier complicacion de la deficiencia de
LAL que puede beneficiarse de la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de LAL. En un caso, la mala
absorcion y la falta de crecimiento pueden ser tratadas de acuerdo con los procedimientos descritos en el presente
documento. En otro caso, las complicaciones observadas en pacientes con deficiencia de LAL incluyendo, pero no
restringidos a, hepatomegalia y disfuncién hepatica pueden tratarse utilizando los procedimientos proporcionados en
este documento.

[0147] La descripcion proporciona el tratamiento con LAL recombinante (por ejemplo, LAL recombinante humana)
que puede producirse mediante cualquier sistema de expresién de proteina util, por ejemplo, mamiferos y aves
transgénicos tal como se entiende en la técnica. Otros sistemas de expresion de proteinas pueden incluir, pero no se
limitan a, el cultivo de células, bacterias y sistemas de plantas.

[0148] La descripciébn abarca la administracion de LAL recombinante como parte de una composicion
farmacéuticamente aceptable mediante cualquier via que pueda lograr el efecto terapéutico deseado, segin se
determina por un médico experto en la técnica. En un caso, la LAL se puede administrar por infusién intravenosa
durante un periodo de aproximadamente cinco horas. Por ejemplo, la infusion puede facilitarse mediante una bomba
de infusién ambulatoria conectada a un puerto de acceso vascular (por ejemplo, un Port-a-Cath).

[0149] La descripcion también incluye el seguimiento de la presentacion clinica y patoldgica de las enfermedades,
por ejemplo, enfermedad de Wolman y CESD, en el mamifero (por ejemplo, el paciente humano). En un caso, las
evaluaciones consisten en, pero no se limitan a: el analisis de lipidos, radiografia de térax, pruebas de funcién
hepatica, grafico de las heces, acido mevalénico en plasma, inmunogenicidad, lipasa acida lisosomal en plasma,
quitotriosidasa, PARC, hipertensién portal, antropometria, volumen y caracterizacion del higado, el bazo y el tracto
gastrointestinal utilizando, por ejemplo, la tecnologia de imagenes. Por ejemplo, la tecnologia de imagenes
mencionada anteriormente puede consistir en ultrasonidos, imagenes por resonancia magnética y espectroscopia de
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resonancia magnética nuclear.
EJEMPLOS

[0150] La presente invencion se ejemplifica adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos son s6lo
para fines ilustrativos y no pretenden, ni deben ser interpretados como limitantes de la invencién de ninguna manera.

Ejemplo 1

Construccion del vector (pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA) que contiene la secuencia codificante de lipasa acida
lisosomal recombinante humana (rhLAL)

[0151] La secuencia de nucledtidos del gen de hLAL en el vector pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA codifica una proteina
gue es idéntica a la secuencia de aminoacidos de la proteina producida por el gen de la lipasa acida lisosomal
humana (GenBank Acceso, NP_000226) (Figura 1). La transcripcién de esta secuencia y la posterior traduccion del
ARNmM resultante produce una proteina precursora de 399 aminoacidos, que se procesa a una proteina madura de
378 aminoacidos idéntica a LAL humana (GenBank Acceso, NP_000226) (Figura 1), tal como se establece en la
SEQ ID NO: 1. La expresion del gen de hLAL (véase la Figura 2 para la secuencia de ADNc) en este ejemplo esta
controlada por elementos no codificantes derivados del gen de la ovoalbimina, incluyendo potenciador, promotor,
intron y secuencias no traducidas5'y 3'. El gen de la ovoalbimina produce ovoalbdmina, el constituyente principal de
proteina de la clara de huevo. La actividad del promotor de ovoalbimina de pollo es muy especifica para las células
dentro del oviducto de pollo que producen la clara de huevo; la expresion en otros tejidos es minima.

[0152] El vector plasmido pALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA (Figura 3A; la secuencia de nucleétidos de la que se muestra
en la figura 4) se utilizé para producir un retrovirus de replicacion deficiente (RDR), que de forma estable integré el
transgén de hLAL en el genoma del progenitor (XLL109). Este vector plasmido incluye secuencias de nucleétidos
retrovirales requeridos para el empaquetamiento del ARN viral, la transcripcién inversa y la integracién, pero no
contiene las secuencias intactas de los genes virales gag, pol y env. Los procedimientos utilizados para generar el
vector retroviral y su uso en los procedimientos posteriores de transgénesis se describen en este documento.

[0153] La porcion retroviral de pALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA se basa en el vector de ALV, pNLB. pNLB se modificé de
tal manera que las LTR serian autoinactivantes (SIN) (Figura 3B). Para lograr esto, se han suprimido 273 pb de la 3'
LTR, que incluye el potenciador y la caja CAAT de la region U3. Debido a que la region U3 inactivada en el extremo
3' de la secuencia retroviral sirve como plantilla para una nueva regién U3 presente en el extremo 5' de un provirus
integrado, 5' LTR esta también normalmente inactivada. La delecién de las secuencias LTR en el constructo SIN
disminuye la interferencia del promotor en el promotor interno de la LTR, y minimiza la posibilidad de recombinacién
de secuencias para formar un retrovirus de replicaciéon competente. El nuevo vector se denomina pALVIN para el
vector de inactivacion de ALV.

[0154] En direcciéon 3’ de la LTR 5' estan las secuencias codificantes de gag y env, que se acumularon a partir del
vector pNLB. En pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA, permanece una pequefia porcion (12%) de la secuencia de precursor
de la proteina de gag (55% de la secuencia del péptido maduro p19) y permanece una pequefia porcion (1,7%) de la
secuencia de precursor de env de RAV2 (GenBank Acceso, AF033808). Estas regiones gag y env truncadas son
incapaces de producir proteinas funcionales necesarias para crear retrovirus competentes de replicacion (Cosset,
1991).

[0155] Los elementos de control de la transcripcion y traduccion del gen de la ovoalbumina de pollo fueron
insertados en pALVIN para crear pALVIN-OV-1.1-I (secuencia de la cual se muestra en la figura; SEQ ID NO: 8). La
primera seccion de pALVIN-OV-1.1-1 se compone de una seccion contigua del gen de ovoalbimina de pollo que
incluye la region de 1,1 kb del promotor proximal, el primer exdn, el primer intrén y parte del 2° exén. La siguiente
seccién es un fragmento de inserto de relleno que ocupa el lugar de las secuencias codificantes de la proteina
ovoalbumina. El relleno va seguido por la region no traducida 3' (UTR) del gen de ovoalbimina de pollo, que incluye
secuencias que facilitan el procesamiento adecuado del ARNm, incluyendo la poliadenilaciéon. En general, el
fragmento de relleno esta sustituido por fragmentos de ADN que codifican la proteina deseada, en este caso
hLAL. El resultado es un vector que tiene elementos especificos que promueven la expresion regulada de la
transcripcion y la traducciéon de un ARNm en el oviducto de pollos transgénicos, que mimetizan la regulacion del
ARNmM de ovoalbimina enddgeno, y que permiten una expresion elevada de la proteina de interés en la clara de
huevo.

[0156] El vector pALVIN-OV-1.1-l incluye el primer intrén del gen de la ovoalbumina. Debido a que el intrén es
susceptible de corte y empalme durante la produccion y el empaquetamiento del genoma de ARN retroviral, se
insertd el casete de expresion en la orientacién opuesta con respecto a las LTR. De esta manera, el intron no es
reconocible en el ARN retroviral y se empaqueta sin empalme. Para mayor comodidad todos los mapas de este
documento se dibujan con las LTR en la orientacién opuesta y el casete de expresién en la orientacion hacia delante
o a favor de las agujas del relo;.
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[0157] pALVIN-OV-1.1-1 es el vector de base en el cual se insert6 el secuencia codificante (CDS) de hLAL. Se
sintetizaron dos fragmentos de ADN, adaptador de hLAL y Syn hLAL, que componen las CDS de hLAL y secuencias
necesarias para la compatibilidad con pALVIN-OV-1.1-l, en Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, (véanse
las figuras 7 y 8; SEQ ID NOs: 9 y 10). Se sinsertaron un fragmento Hpal/BamHI de adaptador de hLAL de 229 pb y
un fragmento BamHI/BstBl de Syn hLAL de 1113 pb en el fragmento Hpal/BstBl 7882 de pALVIN-OV-1.1-l,
reemplazando de este modo la region de relleno por las CDS de hLAL y creando pALVIN-OV-1.1-1-hLAL.

[0158] Se descubrid que habia un sitio de empalme criptico en la cadena antisentido de las CDS de hLAL que
impidié el empaquetamiento de ARN retroviral intacto. El sitio de empalme criptico se elimind mediante alteracion de
la secuencia de ADN sin cambiar la secuencia de aminoacidos de hLAL. Este cambio se realizé por amplificacién en
cadena de polimerasa de la regiébn de 232 a 534 de pALVIN-OV-1.1--hLAL con el cebador 5'-
AGAAACTGAGAGTGTCTTAT-3' (SEQ ID NO: 12) y el cebador 5-TGACAGCTGTGGATCCAGAAACAAACATG-3'
(SEQ ID NO: 13), creando un amplicon de 329 pb. Este amplicén se digiri6 con BamHI y SexAl y se ligo con el
fragmento de 8940 pb BamHI/SexAl de pALVIN-OV-1.1-I-hLAL para crear pALVIN-OV-1.1-I-hLAL-dSA.

[0159] Se insert6 un potencial potenciador promotor que contiene sitio Il hipersensible a DNasa (DHSIII) del gen de
ovoalbimina de pollo (-3,819 a -2169 en relacién al sitio de inicio del promotor de OV) (Kaye, Bellard et al. 1984) en
PALVIN-OV-1.1-I-hLAL-dSA para crear pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA. Esto se realiz6 de la siguiente manera: un
fragmento de ADN que incluia el promotor de DHSIII y promotor de OV proximal de 1,1 kb denominado promotor de
OVR1 (ver la figura 9; y SEQ ID NO: 11 para la secuencia) se aislo por digestion con Xhol y Blpl. Para facilitar la
subclonacién, un fragmento adaptador, PCR de pSIN-OV-1.1-1 se generé mediante amplificacion por PCR de la
region de 6752 a 7974 de pALVIN-OV-1.1-1 con los cebadores 5-GCCGCTCGAGCGAGGAATATAAAAAAATT-3'
(SEQ ID NO: 14) y 5-TCCGCGCACATTTCCCCGAA-3' (SEQ ID NO: 15) seguido por digestion con NgoMI y Xhol. El
fragmento de 2772 pb Xhol/Blpl de promotor de OVR1 y el fragmento de 1067 pb NgoMl/Xhol de PCR de pSIN-OV-
1.1-1 se insertaron en el fragmento de 7043 pb NgoMI/Blpl de pALVIN-OV-1.1-I-hLAL-dSA, creando de este modo
PALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA (véase la figura 10 para los esquemas de construccién de pALVIN-OVR1-I-hLAL-
dSA). La construccion del segmento de vector retroviral del vector, indicado como pALVIN (akapAVIJCR-
A395.22.3.1-KM o Palv-SIN), se describe en la solicitud de Patente de Estados Unidos 2008/0064862.

[0160] Ademas, se incluye la produccion de LAL de acuerdo con la descripcion utilizando un promotor y/o vector
descritos en la publicacion de patente US No. 2008/0064862, publicada el 13 de marzo, 2008.

Ejemplo 2

Produccién de particulas virales

[0161] EI macho transgénico progenitor GO, XLL109, que lleva el transgén de hLAL en su genoma, se cre6 utilizando
un procedimiento de transgénesis retroviral tal como se indica a continuacién. Las particulas virales de replicacion
defectuosa que llevan el vector pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA se produjeron por transfeccion transitoria de una linea
celular de fibroblastos de pollo inmortalizada. Estas células de fibroblastos de pollo se transfectaron
simultdaneamente con tres plasmidos, pALVIN-OVR1-I-hLAL-sSA, pCMV-gag-pol y pCMV-VSV-G. pCMV-gag-pol
expresa los genes gag y pol de la cepa de RAV1 del virus de la leucosis aviar. pPCMV-VSV-G expresa la proteina de
la envoltura del virus de la estomatitis vesicular. Cuatro horas después de la transfeccién, el medio se reemplazo por
DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100 unidades/ml de penicilina'y 100 ug/ml de estreptomicina. El
medio se recolecto a las 48 horas después de la transfeccion, se filtré a través de un filtro de 0,45 micras (Millipore) y
se concentré por ultracentrifugacion. El retrovirus concentrados que llevaba el transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA se

recogio y se utilizo en la transduccioén de embriones en etapa temprana. Cabe indicar que "p" es la notacién para la

forma de plasmido de vector, la "p" esta ausente de las designaciones de transgenes una vez que el transgén esta
en la forma de vector empaquetado o transgén integrado.

Ejemplo 3

Transgénesis de embriones

[0162] La integracion del casete de expresion ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA en el genoma de un embrién se consiguio
mediante la transduccion de embriones en etapa temprana (Speksnijder y Ivarie, 2000). Se obtuvieron huevos White
Leghorn fertilizados recién puestos de una colonia para crianza. Se realizd6 una abertura en la cascara para
proporcionar acceso al embrion. Se inyectaron siete microlitros de particulas de retrovirus concentradas de
replicacién deficiente que llevaban el casete de expresion ALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA descrito anteriormente en la
cavidad subgerminal del embrién. Los huevos se sellaron con pegamento caliente, y a continuacién se incubaron y
eclosionaron en condiciones estandar. A las progenie producidas a partir de estas inyecciones se les dieron
marcadores de identificacion individuales en la eclosién para la identificacion y la trazabilidad. Las muestras de
sangre de la progenie fueron positivas en el transgén cuando se analizaron por PCR de tiempo real para el transgén
de hLAL usando cebadores de PCR especificos para la secuencia codificante de hLAL (tal como se describe a
continuacion). Esto proporciond una indicaciéon de que el procedimiento de transgénesis se habia realizado
correctamente. El ensayo de PCR de tiempo real para el transgén de hLAL utiliza quimica Tagman® (Applied

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627535713

Biosystems). Los cebadores directo e inverso fueron 5'-ACGACTGGCTTGCAGATGTCT-3' (SEQ ID NO: 16) y 5'-
CCCCAAATGAAGTCAAGATGCT-3' (SEQ ID NO: 17), respectivamente. La secuencia de la sonda Tagman® fue 5'-
CCGGAATGCTCTCATGGAACACCAA-3' (SEQ ID NO: 18) y se marc6 con FAM (como el emisor) en el extremo 5'y
lowa Black (como el inactivador) en el extremo 3'. Los cebadores, sonda y 1 ul de ADN extraido se afiadieron a 30 pl
de Tagman® Universal Master Mix (Applied Biosystems). Las reacciones de control incluian varias diluciones de un
plasmido que llevaba la secuencia de hLAL y el ADN de los pollos de tipo natural (datos no mostrados). Se utilizaron
parametros de ciclacién estandar en un sistema de PCR de tiempo real Applied Biosystems 7500.

Ejemplo 4

Identificacién del progenitor GO

[0163] Se recogio6 el semen de machos sexualmente maduros y se extrajo el ADN y se ensay6 usando el ensayo de
PCR de tiempo real de hLAL. El nimero de copias del transgén en cada muestra se calculd utilizando patrones
conocidos (un plasmido que lleva el gen de hLAL) mezclados con ADN de semen de control negativo. El contenido
de ADN del casete del transgén en XLL109 macho fue a un nivel que permitia la transmisiéon del transgén a su
progenie, segun lo estimado por PCR de tiempo real. Este macho XLL109 fue el progenitor transgénico GO y fue
criado con pollos no transgénicos para generar pollos transgénicos hemicigotos G1.

Ejemplo 5

Propagacion y caracterizacion de aves G1 hemicigotas

[0164] Se analiz6 la progenie engendrada por el progenitor transgénico XLL109 por la presencia del transgén en el
ADN de células de sangre usando el ensayo de PCR de tiempo real de hLAL. La sangre se recogié de progenie de
1-2 semanas de vida y se extrajo ADN utilizando una técnica de alto rendimiento (Harvey et al., 2002). Las
soluciones de ADN no fueron cuantificadas antes del ensayo Tagman para facilitar el cribado de alto
rendimiento. Habitualmente 1 pl de solucion de ADN contiene de 50 a 400 ng de ADN que es suficiente para generar
una sefial de amplificacién positiva. Se analizaron un total de 1.322 polluelos engendrados por XLL109 y se obtuvo
sangre denuevo de la progenie positiva y se analizé para confirmacién. Segun los resultados de la PCR, 22 de la
progenie fueron positivos para el transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA. Un ejemplo de los resultados Tagman se
muestra en la Figura 11.

Ejemplo 6

Identificacién y caracterizacion de la linea de alt  a expresion

[0165] Uno de los pollos G1, 1LL7466, puso huevos con niveles significativamente mas altos de proteina rhLAL en la
clara de huevo, en comparacion a los otros pollos G1. Se realizé un analisis de transferencia Southern en 1LL7466 y
machos G1 hermanos para identificar qué machos hermanos tenian el mismo sitio de integracién que el pollo de alta
expresion. Se llevaron a cabo digestiones con una enzima de restriccién que cortaba sélo una vez dentro del
transgén (Blpl), y las transferencias de Southern se sondaron con un segmento del promotor de la ovoalbimina o la
secuencia codificante de hLAL (Figuras. 12A-D). La posicién del 2° sitio de restriccién, que reside en la region
gendmica flanqueante, varia dependiendo del sitio de integracion. De este modo, el tamafio de la banda Blpl
detectada por la sonda de OV o sonda de hLAL es Unico para cada linea generada.

[0166] La sonda de OV detecto6 una sola banda de 4,1 kb en el ADN digerido con Blpl de los pollos de tipo natural, lo
gue correspondia al tamafo esperado de un segmento Blpl dentro del gen de la ovoalbdimina endégena del genoma
de pollo (figuras 12B y 12D). Se detect6 una segunda banda de 4,3 kb con el pollo 1LL7466, que correspondia a la
banda transgén. Tres hermanos hembra adicionales, 1L.L10409, 1LL10686 y 1LL12058 y tres hermanos varones
adicionales, 1L18922, 119330 y 1LL11217, mostraron la banda de 4,3 kb, lo que indica que estos hermanos
podrian ser de la misma linea (Figuras 12B y 12D).

[0167] Como se esperaba la sonda de hLAL no detect6 una banda en el ADN de los pollos de tipo natural, ya que la
secuencia de ADN del gen de la lipasa acida lisososomal de pollo y la secuencia codificante de la lipasa acida
lisosomal recombinante humana estan suficientemente diferenciadas para no permitir la hibridacion bajo las
condiciones usadas en estos ensayos Southern (Figura 12C). La sonda hLAL detect6 una Unica banda de ~ 10,6 kb
en el ADN genomico digerido con Blpl de los mismos pollos que dieron positivo para la banda de 4,3 kb detectada
por la sonda de OV, lo que indica que estos 7 pollos G1 tienen el mismo sitio de integracion y por lo tanto son de la
misma linea.

[0168] No se detectaron otras bandas, lo que indica que 1LL7466, 1LL10409, 1LL10686, 1LL12058, 1LL8922,
1LL9330y 1LL11217 todas tenian un Unico sitio de integracion.

[0169] El analisis Southern indico también que el transgén se integraba, ya que las bandas detectadas por las
sondas de VO y hLAL eran de diferentes tamafos y de mayor tamafio que la del transgén solo. En la figura 12A se
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muestra un mapa que muestra la estructura predicha del transgén integrado y la posicién de los sitios Blpl en las
regiones gendémicas flanqueantes.

[0170] Para confirmar que el transgén esta intacto, se realizaron dos etapas. En primer lugar, la secuencia
codificante de hLAL se aisl6 por PCR a partir de 1LL7466. Los productos de PCR se secuenciaron en ambas
cadenas desde el coddn de inicio hasta el codon de parada de hLAL. La secuencia de ADN era exactamente como
se esperaba, lo que indica que no hay cambios en la secuencia de ADN de las regiones de codificacion en el
transgén. En segundo lugar, el analisis de transferencia Southern se llevd a cabo usando la enzima de restriccion
Apall, que digiere el transgén intacto en 2 segmentos, 3,6 y 3,8 kb (Figura 13A). Se detectaron las bandas de 3,6 y
3,8 kb en el ADN gendémico digerido con ApaLl de Gls, lo que indica que el transgén se integré en una forma
totalmente intacta (Figura 13B).

Ejemplo 7

Propagacion y caracterizacion de G2

[0171] La figura 14 muestra el linaje de los G2 de hLAL descendientes de un Unico progenitor GO, XLL109. En la
fase G1, el transgén se caracterizé con respecto al nimero de copia, la integridad, la secuencia hLAL y el sitio de
integracion - y se identificaron y caracterizaron siete transgénicos G1 (cuatro pollos y tres gallos). La propagacion de
los G2 se logr6 mediante inseminacion artificial de los pollos no transgénicos con esperma recogida de los
progenitores G1 1LL8922, 1L19330 y 1LL11217 (Figura 14). Cada pollo inseminado, sus huevos y posterior
descendencia fueron alojados por separado de la otra progenie. La progenie eclosionada se analiz6 por la presencia
del transgén de hLAL usando el ensayo de PCT de tiempo real de hLAL. Debido a que los progenitores G1 eran
hemicigotos con respecto al transgén, se esperaba que la mitad de la progenie fueran G2 transgénicos. De 610
progenies de G2 analizados hasta la fecha, 330 o el 54% eran transgénicas.

Ejemplo 8

Andlisis genético de las hLAL aviar

[0172] Después de la identificacion de cada pollo G2 mediante el ensayo de PCR de tiempo real de hLAL del ADN
de la sangre, la linea de produccién se somete a los siguientes ensayos genéticos: el gen de hLAL se amplifico por
PCR a partir del ADN de la sangre y se secuencié para confirmar el 100% de homologia con la secuencia
humana; el sitio de integracion del transgén fue confirmado por PCR del sitio de integracion, tal como se describid
anteriormente. La secuenciaciéon por PCR y el andlisis del sitio de integracion se realiz6 en: cada pollo en una linea
de produccién <10 pollos; 10% de los pollos (minimo 10) para la linea de produccién 11-100 pollos; 5% de los pollos
(minimo 10) para la linea de produccion de 101-1000s; 1% de los pollos (minimo 50) para la linea de produccion de
1001-10000 pollos; 0,1% de los pollos (minimo 100) para la linea de produccion > 10001 pollos. Los registros
detallados se mantuvieron en cada etapa de la fase de crecimiento y produccion.

Ejemplo 9

Purificacion de hLAL de clara de huevo

[0173] Se solubilizé clara de huevo (EW) que contenia LAL a pH 6 durante la noche y se clarificaron a través de
centrifugacion (o filtracién en profundidad) con una filtracion a 0,2 um. La EW se ajusté con tampén NaOAc 1M (pH
4) apH 6.

[0174] La EW clarificada se carg6é en una columna de fenil-HIC (EW:tamafio de columna = 2:1) equilibrada con
tampon fosfato 20 mM/NaCl 137 mM (pH 6). Después de la finalizacion de la carga, la columna se lavé con tampon
de equilibrio y tampén de fosfato 5 mM (pH 6). La LAL se eluyé con propilenglicol al 30% con tampén Tris 5 mM (pH
7,2).

[0175] La fraccion de LAL eluida se ajustd a pH 5 con acido 1 M y a continuacién se cargd en una columna GigaCap
S (EW:sitio de columna = 10:1). La columna se equilibré6 con tampon de NaOAc 50 mM (pH 5). Después de la
finalizacion de la carga, la columna se lavo con el tampén de equilibrio. La LAL se eluyé con NaOAc50 mM/NaCl 60
mM (pH 5).

[0176] La fraccion de LAL de la columna de GigaCap S se ajustd a pH 6 con tampon Tris 1 M y a continuacion se
carg6 en una columna Butil-HIC (EW:tamafio de columna = 10:1). La columna se equilibré con tampén fosfato 20
mM/NaCl 137 mM (pH 6). Después de la finalizacion de la carga, la columna se lavé con tampon de equilibrio y
tampon de fosfato 5 mM (pH 6). La LAL pura se eluyé con propilenglicol al 50% con tamp6n Tris 5 mM (pH 7,2). La
figura 15 representa las etapas de purificacion de hLAL de la clara de huevo.

Ejemplo 10
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Analisis de carbohidratos de hLAL derivada de avet  ransgénica

[0177] Se determinaron las estructuras de oligosacaridos se determinaron para LAL humana derivada de ave
mediante el empleo de las siguientes técnicas de analisis que son bien conocidas por los técnicos en la materia.

[0178] Se digirieron dos cientos microgramos con tripsina y quimotripsina durante 18 h a 37°C en Tris-HCI 0,1 M, pH
8,2, que contenia CaCl2 1 mM. Los productos de digestiébn se enriquecieron y se liberaron de contaminantes
mediante una columna de cartucho C18 Sep-Pak. Después del enriquecimiento, los glicopéptidos se digirieron con 2
pl de PNGasa F (7,5 unidad/ml) en 50 pl de tampdn de fosfato de sodio 20 mM, pH 7,5, durante 18 horas a
37°C. Los oligosacaridos liberados se separaron del péptido y la enzima mediante el paso a través de una columna
de cartucho C18 Sep-Pak.

[0179] La fraccion de glicano se disolvio en dimetilsulféxido y a continuacion se permetild basandose en el
procedimiento de Anumula y Taylor (Anumula y Taylor, 1992). La reaccién se inactivd por adicion de agua y se
extrajeron carbohidratos per-O-metilados con diclorometano. Los glicanos per-O-metilados se secaron bajo una
corriente de nitrégeno.

[0180] Se llevd a cabo MALDI/TOF-MS (desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz/espectrometria de masas de
tiempo de vuelo) en el modo de i6n positivo reflector usando acido a-dihidroxibenzoico (DHBA, solucién de 20 mg/ml
en 50% de metanol:agua) como una matriz. Todos los espectros se obtuvieron usando un Microflex LRF (Bruker).

[0181] Se realizaron un andlisis MALDI-TOF-MS y ESI MS/MS (espectrometria de masas en tandem con ionizacién
por electrospray) en los oligosacaridos tras la liberacién de la cadena principal del péptido y la purificacién tal como
se entiende en la técnica. Las muestras de las especies de polisacaridos individuales también se digirieron con
ciertas enzimas y los productos de digestion se analizaron por HPLC tal como se entiende en la técnica.

[0182] Se cree que existen aproximadamente seis sitios de glicosilacion unidos a N presentes en la LAL
humana. Véase, Zschenker, et al (2005) J. Biochem., Vol 137, pag. 387-394. Esta referencia también indica que
puede haber un sitio de glicosilacion unido a O en la LAL humana. Las estructuras de oligosacaridos unidos a N
identificados se muestran en la figura 16.

[0183] Los datos revelaron que muchas o todas estas estructuras se encontraban como una estructura de
glicosilacion unida a N en LAL producida de acuerdo con la descripcion (Figura 16). Por ejemplo, A-n se encuentra
unido a LAL producida de acuerdo con la descripcion. Por ejemplo, O-n se encuentra unido a LAL producida de
acuerdo con la descripcion. Por ejemplo, al menos uno de B-n, C-n y D-n se encuentra unido a LAL producida de
acuerdo con la descripcién. Por ejemplo, al menos uno de E-n y F-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo
con la descripcion. Por ejemplo, al menos uno de I-n y J-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la
descripcion. Por ejemplo, al menos uno de K-n y L-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la
descripcion. Por ejemplo, al menos uno de M-n y N-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la
descripcion. Por ejemplo, G-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la descripcion. Por ejemplo, H-n
se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la descripcion.

Ejemplo 11

Especies de N-glicano de LAL derivada de ave transgé  nica

[0184] Se dializaron muestras purificadas de hLAL derivada de ave transgénica (600 pg/muestra) utilizando un tubo-
O-dializador (membrana de corte de 4,0 kDa; G BioSciences) contra agua nanopura a 4°C durante
aproximadamente 24 horas para eliminar sales y otros contaminantes. El agua nanopura fue reemplazada cuatro
veces durante todo el periodo didlisis.

[0185] Después de la didlisis, cada una de las muestras se dividié en tres alicuotas: ~ 1/4 del peso de la muestra
para el analisis de azUcares neutros y amino, ~ 1/4 del peso de la muestra para el andlisis de manosa-6-fosfato, y ~
1/2 del peso de la muestra para el perfil de oligosacarido. La alicuota destinada al analisis de azlicares neutros y
amino se hidrolizdé con acido trifluoroacético (TFA) 2 N a 100°C durante 4 horas y la alicuota para el analisis de
manosa-6-fosfato se hidroliz6 con TFA 6,75 N a 100°C durante 1,5 horas. Los hidrolizados se secaron a
continuacion bajo N2, se redisolvieron con 50 ul de H20, se sonicaron durante 7 min en hielo y se transfirieron a un
vial de inyeccion. Sin embargo, las muestras de azlcar neutros y amino se diluyeron 2 veces porque los picos
producidos a partir de los hidrolizados disueltos originalmente eran demasiado grandes.

[0186] Se hidrolizé una mezcla de patrones para azlicares neutros y amino, y para manosa-6-fosfato con un ndmero
conocido de moles de la misma manera y al mismo tiempo que la muestra. Se prepararon cuatro concentraciones
de la mezcla de patrones de azucar neutro y amino (Fuc y GalNAc, 0,2, 0,4, 0,8, y 1,6 nmoles por 10 pl; GlcNAc, 0,5,
1,0, 2,0, y 4,0 nmoles por 10 pl; Gal y Man, 0,3, 0,6, 1,2, y 2,4 nmoles por 10 ul; y Glc, 0,1, 0,2, 0,4, y 0,8 nmoles
por 10 pl) y manosa-6-fosfato (640, 1280, 2560, 5120 picomoles por 10 pul) para establecer una ecuacién de
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calibracion. El nimero de moles de cada azlcar en la muestra se cuantificé mediante interpolacion lineal a partir de
la ecuacién de calibracion.

[0187] Los azlcares neutros y amino y manosa-6-fosfato se analizaron mediante HPAEC usando un sistema Dionex
ICS3000 equipado con una bomba de gradiente, un detector electroquimico y un muestreador automatico. Los
azUcares neutros y amino individuales, y la manosa-6-fosfato se separaron mediante una columna analitica Dionex
CarboPac PA20 (3 x 150 mm) con un atrapador de amino. Los programas de gradiente utilizaron eluyentes A, agua
nanopura desgasificada y B, NaOH 200 mM para azucares neutros y amino, y C, NaOH 100 mM y D, acetato de
sodio 1 M en NaOH 100 mM para manosa-6-fosfato. Se realizé una inyeccién (10 pl/inyeccién) cada 40 minutos para
la determinacion del azlcar neutro y amino y cada 35 minutos para la determinacion de la manosa-6-fosfato. Todos
los procedimientos se basaron en los protocolos descritos por Hardy y Townsend (Hardy, M.R., y Townsend; R.R.
"High-pH anion-exchange chromatography of glycoprotein-derived carbohydrates”, 1994, Methods Enzymol 230:
208-225). El control de los instrumentos y la adquisicion de datos se realizaron utilizando el software Chromeleon
Dionex. Los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacién. La muestra de control es ovomucoide purificado a
partir de EW.

Tabla 1. Composicidon de monosacaridos de control y LAL mediante HPAEC

Muestra ID Analito nanomoles nanomoles/ g moles %
Control Fucosa nd - -

N-acetil 5,066 0,020 9,6
galactosamina
N-acetil glucosamina 26,947 0,108 51,4
Galactosa 3,876 0,016 7,4
Glucosa nd - -
Manosa 16,565 0,066 31,6
Manosa-6-fosfato nd - -
acido N-acetil ndm - -
neuraminico
acido N-glicolil ndm - -
neuraminico

hLAL derivada de Fucosa nd - -

ave transgénica N-acetil nd - -
galactosamina
N-acetil glucosamina 17,932 0,120 37,6
Galactosa 0,879 0,006 1,8
Glucosa nd - -
Manosa 23,290 0,155 48,8
Manosa-6-fosfato 5,642 0,038 11,8
acido N-acetil ndm - -
neuraminico
acido N-glicolil ndm - -
neuraminico

nd = no detectado; ndm = no determinado

Caracteristicas estructurales de LAL

[0188] LAL tiene 6 sitios potenciales en su secuencia de aminoacidos para la N-glicosilacion, Asn®, Asn’?, Asn0l,
Asnl Asn?73 y Asn32l, Se encontrd que cinco de ellos, Asn®6, Asn'®, Asn6l, Asn?’® y Asn32! estaban glicosilados,
mientras que Asn’? no estaba glicosilado o sustancialmente glicosilado (sustancialmente no glicosilado significa en
una mezcla de moléculas de LAL, menos Asn’? estan glicosilados que cualquiera de Asn®6, Asn0l, Asn 161 Asn 273y
Asn3®?21), Por consiguiente, un aspecto de la descripcién es LAL (por ejemplo, LAL humana), que no esta glicosilada
ylo sustancialmente glicosilado en Asn’?, y la produccion y el uso de dicha LAL. Sin embargo, LAL que tiene una
Asn” glicosilada esta dentro del alcance de la descripcion. Las estructuras de N-glicano consisten principalmente en
una mezcla de estructuras biantenarias, triantenarias y tetraantenarias con N-acetilglucosamina, manosa y manosa-
6-fosfato (M6P) como los principales azucares. Cada sitio parece tener un conjunto favorecido de estructuras (Tabla
2 y Figura 17), que es un aspecto de la descripcién. Por ejemplo, N-glicanos modificados con M6P residen al menos
en Asn'®l, Asn'®l y Asn?’3, Las estructuras no fosforiladas son tipicas de N-glicanos que se encuentran en las
proteinas enddgenas de clara de huevo. No se detectaron glicanos unidos por O tal como se determina por la falta
de N-acetilgalactosamina (GalNAc). No se detectd acido sidlico lo cual es consistente con estructuras de N-glicano
determinadas previamente de otras proteinas endégenas y exdgenas producidas de acuerdo con la descripcion. La
descripcion incluye LAL glicosilada con una o mas de las estructuras de oligosacaridos descritas en este
documento.

Tabla 2. Sitio de residencia de estructuras de glica  no de LAL determinado mediante LC/MS de glicopéptido s
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Sitio Estructura de glicano

Asn36 GlcNAc4Man3GIcNAc2
Hex1GIlcNAc4Man3GIcNAc2

Asn’2 No detectado

Asn1ol Phos2Man7GIcNAc2

Asn16l Phos1Man6GIcNAc2
GIcNAc1Phos1Man6GIcNAc2
Man3GIcNAc2

GIcNAc2Man3GIcNAc2
GIcNAc2Man3GIcNAc?2

GIcNAc3Man3GIcNAc2
GIcNAc4Man3GIcNAc2
Hex1GIcNAc4Man3GIcNAc2

Asn?73 Man7GIcNAc2
Man8GIcNAc2
Man9GIcNAc2
Phos1Man8GIcNAc2
Phos1Man9GIcNAc2

Asn32t GlcNAc2Man3GIcNAc2
GIcNAc3Man3GIcNAc2
GIcNAc4Man3GIcNAc2
Hex1GIcNAc4Man3GIcNAc2
GIcNAc5Man3GIcNAc2
Hex1GIcNAc5Man3GIcNAc2
GIcNAc6Man3GIcNAc2
Hex1GIcNAc6Man3GIcNAc?2

Hex, galactosa; Phos, fosfato; Man, manosa; GlcNaC2, N-acetilglucosamina

Procedimientos

[0189] Se determind la composicion de monosacaridos, incluidos los neutros, amino y M6P, cualitativa y
cuantitativamente mediante deteccion amperométrica pulsada con cromatografia de intercambio aniénico de pH
elevado (HPAEC-PAD).

[0190] Las estructuras de los glicanos predominantes se determinaron con los datos de varios procedimientos de
espectrometria de masas (MALDI-TOF, NSI-MS/MS y LC-MS de glicopéptidos).

[0191] MALDI-TOF era util para la determinacion de N-glicanos neutros y fue capaz de detectar N-glicanos
fosforilados (Figura 18). NSI-MS/MS se empleé para determinar la naturaleza de los picos menores en los espectros
de MALDI-TOF, algunos de los cuales se atribuyeron a N-glicanos fosforilados (Figura 19). Los esfuerzos para
mejorar la capacidad de MALDI-TOF para detectar N-glicanos fosforilados no fueron fructiferas.

[0192] LC/MS de glicopéptidos fue capaz de detectar estructuras neutras y fosforiladas y fue capaz de determinar la
posicion de estructuras especificas en la secuencia de aminoacidos de LAL (datos resumidos en la Figura 17 y en la
Tabla 2).

[0193] Para determinar qué picos en el cromatograma de HPAEC-PAD se deben a N-glicanos fosforilados, LAL se
traté con fosfatasa y se analiz6 (Figura 3). Los picos en los grupos C y D disminuyeron en area bajo la curva (AUC),
mientras que un pico en el grupo A se hizo mas prominente. Los picos en el grupo B no cambiaron en proporcion a
los otros picos. Basado en el conocimiento de que el tiempo de retencién es proporcional al grado de carga (ya sea
debido a la fosforilacion o a la sialilacion), se contempla que el grupo C se compone de N-glicanos con un fosfato
(mono M6P) y el grupo D esta compuesto de N-glicanos con dos fosfatos (bis-M6P).

[0194] EIl tiempo de retencion también se vio afectado por la composicidon y posicion estructural relativa de los
monosacaridos neutros y amino. Tales ejemplos incluyen la presencia de galactosa, la presencia de un GICNAc en
biseccion y el grado de sustitucion GlcNac. Tales factores contribuyen a la multiplicidad de los picos en el
cromatograma HPAEC-PAD.

Ejemplo 12

Analisis de actividad enzimatica in vitro de hLAL d erivada de ave transgénica en clara de huevo

[0195] Se determind la actividad de lipasa acida lisosomal en la clara de huevo utilizando el sustrato fluorogénico
ensayo de oleato de 4-metilumbeliferilo esencialmente como se describe en Yan et al. (2006), American Journal of
Pathology, vol. 169, No. 3, pag. 916-926.
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[0196] Se prepar6 una solucion madre de oleato de 4-metilumbeliferilo (4-MUO) que consistia en 4-MUO 2,5 mM en
Triton X-100 al 4%. El ensayo se realizé en una placa de microtitulacién conteniendo cada pocillo 62,5 pl de citrato
de sodio 0,2 M (pH 5,5) en Tween80 al 0,01%, 12,5 yl de muestra de clara de huevo y 25 pl de 4-MUO2,5 mM. el
cambio en la fluorescencia se monitorizé durante 30 minutos a 37°C utilizando un lector fluorométrico de microplacas
Bio-Tek Synergy HT (excitacion 360 nm y emisién 460 nm). Antes del ensayo, la clara de huevo que contenia la
hLAL se diluy6 hasta una concentracion de enzima que dio lugar a que la reaccién continué linealmente durante al
menos 30 minutos. La reaccion se detuvo con 50 micras ul de Tris-HCIO0,75 M, pH 8,0 y la sefial de fluorescencia de
punto final se midié en el mismo lector de placas usado anteriormente (excitacién 360 nm y emisién 460 nm).

[0197] Las unidades de actividad se determinaron usando 4-metilumbeliferilo como patron. Una unidad (U) se define
como la cantidad de enzima que da como resultado la formacién de 1 umol de 4-metilumbeliferilo/min bajo las
condiciones de ensayo descritas anteriormente. Se utiliz6 clara de huevo que no contenia hLAL como control
negativo.

[0198] Las muestras de clara de huevo que fueron positivos para hLAL contenian entre 1 Uy 100 U de actividad por
ml de clara de huevo. Se analiz6 la clara de huevo de 21 pollos G1. La clara de huevo de 10 de los pollos dio
positivo para la actividad hLAL.

Ejemplo 13

Analisis in vitro de LAL derivada de ave transgénica

[0199] Se examiné in vitro la capacidad de LAL producida en las células de oviducto de aves transgénicas
(denominadas en este documento como "SBC-102", "LAL derivada de ave", "LAL", o "HLAL") para unirse a células y
ser internalizada en el compartimento lisosomal utilizando células de macréfagos vy fibroblastos. Cuando se incuba
con células de macrofagos, se encontré que el SBC-102 marcado fluorescentemente se localizaba en el
lisosoma. Este efecto podria atenuarse mediante el uso de un competidor de polisacarido de manosa, implicando al
receptor de N-acetilglucosamina/manosa (GIcNAc/manosa) como un mecanismo de reconocimiento y captacion por
estas células. SBC-102 aumento la actividad LAL asociada a las células en fibroblastos humanos deficientes de LAL
y fibroblastos murinos normales después de la incubacién in vitro, lo que indica que la exposicion a SBC-102 puede
resultar en la sustitucion sustancial de actividad enzimatica deficiente.

[0200] La manosa-6-fosfato (MEP) estd presente en las estructuras de oligosacaridos de SBC-102 que se ha
demostrado que estan implicadas en la liberaciéon de enzimas lisosomales a una amplia variedad de tipos de células
a través del receptor de M6P ubicuo.

[0201] Se purificé LAL de la clara de huevo de gallinas transgénicas. Se obtuvo Oregon Green NHS de Invitrogen™
(# 0-10241). La linea de macrofagos de rata alveolar, NR8383, y la linea de fibroblastos de ratén, NIH-3T3, se
obtuvieron de ATCC. Los fibroblastos de Wolman deficientes en LAL se obtuvieron de Coriell Institute for Medical
Research y LysoTracker® Red se obtuvo de Invitrogen™.

[0202] Marcaje de enzimas: Se marcaron 4 mg de LAL derivada de ave transgénica en PBS con Oregon Green, de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante y la reaccién se dializé posteriormente contra PBS, a continuacién se
concentro.

[0203] Captacion de macréfagos: Se incubaron LAL derivada de ave transgénica marcada fluorescentemente (5
pg/ml) y LysoTracker® Red con células NR8383 durante 2 horas. Las células fueron examinadas mediante
microscopia de fluorescencia confocal utilizando un modo de rastreo secuencial a 488 nm y a continuacion 514 nm.

[0204] Inhibicién competitiva con manano: Se incubaron SBC-102 marcada fluorescentemente (5 ug/ml) y manano
con células NR8383 durante 2 horas. Las células se tripsinizaron y la captaciéon de LAL se midi6 mediante
clasificacion celular activada por fluorescencia usando la intensidad de fluorescencia mediana como el punto final.

[0205] La capacidad de la LAL derivada de ave transgénica para ser capatada y posteriormente incorporarse en los
lisosomas de las células diana se examiné usando la linea celular de macréfagos, NR8383. Se incubaron la LAL
derivada de ave transgénica marcada con fluorescencia y el marcador lisosomal, "LysoTracker® Red" (Invitrogen™)
con células durante 2 horas. La colocalizacién de LAL derivada de ave transgénica y marcador lisosomal en los
lisosomas de estas células se examin6 posteriormente mediante microscopia de fluorescencia confocal utilizando un
modo de rastreo secuencial (Figura 20). La LAL mostré la localizaciéon a los lisosomas, que es consistente con
estudios in vitro similares utilizando rhLAL de una variedad de fuentes.

[0206] La especificidad de union de LAL derivada de ave transgénica al receptor de GIcNAc/manosa se ha evaluado

mediante ensayos de uniéon competitiva utilizando la linea celular de macréfagos, NR8383 (Figura 21). Se
coincubaron LAL derivada de ave transgénica marcada fluorescentemente (Oregon Green) a 5 pg/ml y diversas
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concentraciones del oligosacéarido que contiene manosa, manano, con células durante 2 horas. La inhibicion relativa
de la captacién de LAL derivada de ave transgénica por manano, en comparaciéon con un control sin manano, se
cuantificd por andlisis de clasificacion celular activada por fluorescencia usando la intensidad de fluorescencia
mediana como el punto final. Se observé una inhibicién dependiente de la dosis de manosa en la captacion/union de
LAL derivada de ave transgénica, lo cual es coherente con la interaccion de LAL derivada de ave
transgénica:GIcNAcCR.

[0207] Ademas, la captacion mediada por manosa-6-fosfato en células de fibroblastos se demostré6 mediante
experimentos de competicion con manosa-6-fosfato (resultados no mostrados).

[0208] Se ha examinado la capacidad de la exposicion de LAL derivada de ave transgénica para aumentar la
actividad LAL en las células utilizando células normales y deficientes en LAL in vitro. Se incubaron fibroblastos
aislados a partir de un paciente de Wolman y fibroblastos murinos normales (NIH-3T3) en presencia de LAL derivada
de ave transgénica a concentraciones de 0, 0,16 o 0,5 pg/ml durante 5 horas. A continuacion, las células se lavaron
para eliminar la sefial no especifica y se ensayaron los lisados celulares por la actividad de LAL usando el sustrato
4-MUQ. La actividad de LAL enddgena asociada a células fue menor en los fibroblastos de Wolman en comparacion
con NIH-3T3 y se observaron aumentos dependientes de la dosis en la actividad en ambos tipos de células después
de la incubacién con LAL derivada de ave transgénica (Fig. Fig. 22).

Ejemplo 14

Andlisis invivo de LAL derivada de ave transgénica

[0209] Se trataron ratas Yoshida (es decir, homocigotas) deficientes en LAL (ver Kuriyama et al (1990), Journal of
Lipid Research, vol 31, pag. 1605-1611; Nakagawa et al, (1995) Journal of Lipid Research, vol 36, pag. 2212-2218; y
Yoshida y Kuriyama (1990) Laboratory Animal Science, vol 40, pag. 486-489) con SBC-102 (5 mg/kg, 1V) o placebo,
una vez/semana durante cuatro semanas a partir de las cuatro semanas de vida. Para cada administracion el SBC-
102 se inyect6 en la vena de la cola de la rata en dos dosis iguales (2,5 mg/kg) con 30 minutos de diferencia. Las
ratas y los controles de tipo natural emparejados por edad se examinaron una semana después de la dosis final. Los
andlisis se realizaron por triplicado.

[0210] El examen patolégico macroscopico de los animales tratados con SBC-102 demostré la normalizacion en el
color de higado ademas de la reduccién en el tamafio del 6rgano. Las ratas tratadas con SBC-102 mostraron una
histologia hepatica esencialmente normal en marcado contraste con la acumulacién sustancial de macréfagos
espumosos en los animales tratados con vehiculo (datos no presentados). Los niveles de alanina y aspartato
transferasas en suero, que estan elevados en ratas con LAL”, también se redujeron en ratas tratadas con SBC-102
(no mostrados).

[0211] Se determiné la masa de érganos y tejidos internos para cada rata y los datos se muestran en la Figura 23. El
tamafio del 6rgano se representa como el porcentaje del peso corporal determinado a las 8 semanas de vida, en
ratas LAL” y ratas LAL** después de la administracion semanal de vehiculo o SBC-102 a 5 mg/kg durante 4
semanas.

[0212] El peso corporal de las ratas Yoshida tratadas con SBC-102 o vehiculo se compararon con ratas de tipo
natural, tal como se muestra en la Figura 24. SBC-102 (5 mg/kg) o vehiculo se administraron mediante inyeccién IV,
ya sea como una dosis Unica o como dosis separadas (dentro de un periodo de 4 horas) para ratas LAL™. Las ratas
LAL** son controles de una camada emparejados por edad.

Ejemplo 15
Analisis de triglicéridos

[0213] El andlisis de triglicéridos se realizd en el tejido del higado y el bazo de tejido de tipo natural, placebo
homocigoto y animales homocigotos tratados SBC-102. Los andlisis de triglicéridos se realizaron utilizando
metodologias estandar (es decir, kit de cuantificacion de triglicéridos de MBL Internacional Catalogo # JM-K622-100)
y se realizaron por triplicado.

Tabla 3: Niveles de triglicéridos en higado y bazo en ratas de tipo natural y deficientes en LAL

Triglicérido (ug/mg de tejido hiimedo)

Tipo natural (n = 3)

Placebo (n = 3)

SBC-102 (n = 3)

Higado

48

84

57

Bazo

3

22

4

Niveles de sustrato en higado

31
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[0214] La figura 25 muestra los niveles de colesterol, ésteres de colesterilo y triglicéridos en el higado determinados
a las 8 semanas de vida, en ratas WT y deficientes de LAL después de la administracion semanal de vehiculo o
SBC-102 a 5 mg-kg? durante 4 semanas.

Ejemplo 16
Estudio de respuesta a la dosis

[0215] En base a los estudios realizados anteriormente, se examinaron los efectos farmacodinamicos (PD) de un
intervalo de dosis y programas de dosis (cada semana y cada dos semanas) de LAL ("SBC-102") en ratas LAL". En
estos estudios, se administr6 SBC-102 mediante inyecciones IV en dosis de 0,2, 1, 3 y 5 mg/kg, cada dos semanas,
0 0,35, 1 y 5 mg/kg, cada semana, durante 1 mes, a partir de las 4 semanas de vida. Los resultados demuestran
mejoras en la ganancia de peso corporal (BW) (Figura 26), organomegalia (Figura 27), y los niveles de sustrato en
tejido (Figura 28). Los niveles séricos de transaminasas también se redujeron a medida que aumentaba la dosis de
SBC-102, con niveles que alcanzan esencialmente los niveles de tipo natural en las dosis mas altas.

Ejemplo 17

Administraciéon de LAL recombinante en un modelo de rata

[0216] Se evaluaron los efectos de repeticion de la dosificacion con lipasa acida lisosomal (LAL) recombinante sobre
el peso, los triglicéridos y el colesterol del tejido, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia, peso intestinal, y
otros parametros en ratas Donryu deficientes de LAL descritos en Yoshida y Kuriyama (1990) Laboratory Animal
Science, vol. 40, pag. 486-489 (véase también Kuriyama et al (1990) Journal of Lipid Research, vol 31, pag. 1605-
1611; Nakagawa et al, (1995) Journal of Lipid Research, vol 36, pag. 2212- 2218).

[0217] A las 4 semanas de vida, las ratas Donryu homocigotas para la delecion LAL (LAL”) fueron asignadas en
grupos para dosificarse con LAL recombinante humana producida en un sistema de oviducto de pollo transgénico o
un placebo de solucidon salina. Como controles se utilizaron ratas de una camada de tipo natural emparejadas por la
edad. Las ratas LAL" se dosificaron una vez por semana durante cuatro semanas (cuatro dosis en total) o una vez
cada dos semanas durante cuatro semanas (dos dosis en total) mediante inyeccién en la vena de la cola como una
sola dosis 0 en dos dosis iguales con 30 minutos de diferencia. Las dosis de LAL fueron 1 mg/kg o 5 mg/kg. La
programacioén de dosificacion se muestra en la Tabla 4. Las ratas se pretrataron con difenhidramina (5 mg/kg) para
contrarrestar el riesgo de reacciones anafilacticas, un procedimiento que se basa en experiencias anteriores en
modelos animales de terapia de reemplazo enzimatico para el tratamiento de la enfermedad de almacenamiento
lisosomal (Shull et al (1994) Proceedings of the National Academy of Science, vol 91, pag.12937; Bielicki et al (1999)
The Journal of Biological Chemistry, 274, pag. 36335; Vogler et al (1999) Pediatric Research, 45, pag. 838).

[0218] La figura 29 muestra el progreso diario en el aumento de peso de las ratas que se les administré 1 mg/kg de
LAL por semana o 5 mg/kg de LAL por semana o 5 mg/kg de LAL en dos semanas. Se puede observar en la figura
que hay poca o ninguna diferencia en el efecto terapéutico entre los dos tamafios y frecuencias de dosis.

Tabla 4. Programacion de pesado y dosificacion

Dia desde el nacimiento Valoraciones/inyecciones realizadas

Dia 13 PESADO

Dia 14

Dia 20

Dia 21 Cachorro destetado

Dia 24

Dia 25

Dia 27

Dia 28 Primera inyeccién para la
administracion una vez por semana
y una vez cada dos semanas

Dia 31

Dia 32

Dia 34

Dia 35 Segunda  inyeccion para la
administracién una vez cada semana

Dia 38

Dia 39

Dia 41

Dia 42 Tercera inyeccion para la
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administracion una vez por semana;
segunda administracion una vez
cada dos semanas

Dia 45

Dia 48

Dia 49 Cuarta inyeccién para la
administracion una vez cada semana

Dia 55

Dia 56 Necropsia

Examen patoldgico de ratas LAL - tratadas con LAL recombinante

[0219] A la terminacion del estudio descrito en el Ejemplo 1, los animales de estudio fueron humanamente
sacrificados y se realizé una necropsia para examinar macroscépicamente la patologia, la histopatologia, y la
guimica clinica. La necropsia macroscopica incluy6 el examen de la superficie externa del cuerpo, todos los orificios,
y las cavidades craneales, toracicas y abdominales y sus contenidos. Se determind la masa de érganos y tejidos
internos para las ratas y se recogieron los drganos y tejidos y se fijaron en formalina al 10% tamponada
neutra. Después de la fijacion, los tejidos se procesaron y se prepararon y evaluaron portaobjetos histolégicos de
secciones manchadas de hematoxilina y eosina.

[0220] El examen patoldgico macroscopico de los animales tratados analizados mostré una normalizacion sustancial
en el tamafio y el color del higado tal como puede verse en la diseccion que se muestra en la Figura 30. Se
determinaron las relaciones de peso del érgano con respecto al cuerpo y mostraron una reduccién en el tamafio
relativo del érgano para el higado, bazo, tejido mesentérico, duodeno, yeyuno e ileon en los animales tratados con
éxito que fueron disecados, en comparacion con las ratas tratadas con placebo (Figura 23). La histopatologia de
tejido hepatico de LAL de ratas tratadas analizadas muestra una histologia hepatica esencialmente normal en
marcado contraste con la acumulacion sustancial de macréfagos espumosos en los animales tratados con placebo
(Figura 30).

Ejemplo 18

[0221] Tratamiento de la enfermedad de Wolman (WD)  mediante la administracion de LAL recombinante

[0222] A las 7 semanas de vida una paciente es ingresada en el hospital a causa de dificultades en la ganancia de
peso y la mala evolucién desde su nacimiento. En el examen fisico inicial la paciente pesa 3,6 kg (peso al nacer 3,7
kg) y es delgada con pliegues de la piel suelta. El abdomen esta distendido con una hepatomegalia firme de 6 cm y
una esplenomegalia firme de aproximadamente 4 cm. Se observan ganglios linfaticos agrandados en la ingle y la
actividad muscular es débil.

[0223] EI nivel de hemoglobina inicial es 9,2 gm, plaguetas 506.000, y glébulos blancos 11.550. El analisis de orina
es normal y el frotis de médula 6sea reveld linfocitos vacuolados y numerosas células espumosas. Mediciones
guimicas del suero: lipidos totales 834 mg/100 ml, fosfolipidos 176 mg/100 ml, triglicéridos 141 mg/100 ml, colesterol
129 mg/100 ml, bilirrubina 0,3 mg/100 ml, fosfatasa alcalina 9,0 %BU, SGOT 90 unidades, SGPT 50 unidades, 20
unidades de la colinesterasa, urea de nitrégeno 8,3 mg, azlcar en ayuno 45 mg/100 ml. EI TC de abdomen muestra
hepatoesplenomegalia y glandulas suprarrenales bilaterales simétricamente agrandadas con calcificacién.

[0224] Al paciente se le implanta quirdrgicamente un puerto de acceso vascular venoso para la
dosificacion. Después de conectar el puerto a una maquina de infusion ambulatoria, el paciente se trata previamente
con 1 mg/kg de difenhidramina 20 minutos antes de la infusion de LAL con el fin de contrarrestar posibles reacciones
anafilacticas a la infusién. Al paciente se le administra a continuacién LAL a 1 mg/kg en el transcurso de 5 horas por
infusion intravenosa. Esta terapia se repite una vez cada 7 dias durante un tiempo indefinido.

[0225] Dentro de las dos semanas de la administracion de la primera dosis de LAL, el paciente experimenta una
mejora significativa en el aumento de peso y la normalizaciéon den el tamafio de los 6rganos abdominales clave, tal
como se determina mediante ultrasonidos. Los resultados de laboratorio demuestran que la infusién de la LAL
restaura la actividad de la lipasa acida lisosomal en el paciente y conduce a la correccion de las alteraciones
relacionadas.

Ejemplo 19

Tratamiento de la enfermedad de almacenamiento de é steres de colesterilio (CESD) mediante la
administracion de LAL recombinante

[0226] Se examina un nifio de 3 afios de vida con una erupcién pruriginosa abdominal por su pediatra. Tras un
examen abdominal, se observa hepatomegalia por el médico y se confirma por ultrasonido. En este punto no se
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hace el diagnéstico y el paciente se monitoriza periddicamente.

[0227] A la edad de 8 afios es ingresado en el hospital con gastroenteritis. Una microscopia 6ptica de una biopsia de
higado muestra un aumento de glucégeno intracitoplasmatico y pequefias gotas de lipidos en los hepatocitos. La
microscopia electronica muestra gotitas de lipidos unidas a la membrana con granulos densos de electrones
pequefios. Se hace un diagnéstico de trabajo de la enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo 1l
(enfermedad DeBrancher), pero la actividad DeBrancher de los fibroblastos de la piel es normal.

[0228] A la edad de 10 afios, persiste la hepatomegalia y se toma una segunda biopsia de higado. Una microscopia
Optica muestra una arquitectura lobular alterada del parénquima hepatico con hepatocitos distendidos que contienen
granulos citoplasmaticos y vacuolas con fibrosis periportal leve. Se encuentra que la actividad de la lipasa acida en
fibroblastos es del 7% de lo normal, lo que confirma el diagnéstico de CESD. Las concentraciones plasmaticas de
colesterol total (TC), triglicéridos (TG), colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) estan cada una por
encima del percentil 95 para la edad y el sexo a 7,51, 3,24 y 5,58 mmol/L, respectivamente, mientras que el
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) en plasma esta por debajo del percentil 5 a 0,47 mmol/L; ha
combinado la hiperlipidemia (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipoalfalipoproteinemia e
hiperbetalipoproteinemia).

[0229] Al paciente se le implanta quirGrgicamente un puerto de acceso vascular venoso para la
dosificacion. Después de conectar el puerto a una maquina de infusion ambulatoria, el paciente se trata previamente
con 5 mg/kg de difenhidramina 20 minutos antes de la infusion de LAL con el fin de contrarrestar posibles reacciones
anafilacticas a la infusién. Al paciente se le administra a continuacién LAL a 5 mg/kg en el transcurso de 5 horas por
infusion intravenosa. Esta terapia se repite una vez cada 14 dias indefinidamente.

[0230] Dentro de las dos semanas de la administracion de la primera dosis de LAL, el paciente experimenta una
mejora significativa en el aumento de peso y la normalizacidon en el tamafio de los érganos clave, tal como se
determina mediante ultrasonido. Los resultados de laboratorio demuestran que la infusion de la LAL restaura la
actividad de la lipasa acida lisosomal en el paciente y conduce a la correccion de las alteraciones relacionadas.

Ejemplo 20

Descripcion y composicion del medicamento

[0231] La sustancia farmaco de LAL descrito en este documento ("SBC-102") es una lipasa acida lisosomal
recombinante humana (rhLAL) purificada a partir de la clara de huevo producida a partir de Gallus transgénico. Los
excipientes utilizados en SBC-102 son similares a los utilizados para otros productos para los trastornos de
almacenamiento lisosomal (LSD) que estan actualmente en el mercado, y se han seleccionado para mantener la
estabilidad del producto farmacéutico.

[0232] SBC-102 es un liquido claro, incoloro, estéril proporcionado en un vial de vidrio transparente de borosilicato
de tipo | con un tapoén recubierto de latex no natural (butilo), FluroTec®, y sellado hermético de aluminio. SBC-102 se
proporciona como una solucién acuosa compuesta de SBC-102 (2 mg/ml), citrato trisddico dihidratado (13,7 mg/ml,
USP), acido citrico monohidratado (1,57 mg/ml, USP), albumina de suero humano (10 mg/ml, USP), y agua para
inyeccion (hasta el volumen final, USP) El pH de SBC-102 es 5,9 + 0,2. SBC-102 no contiene conservantes y los
viales estan destinados para un solo uso.

Tabla 5. Excipientes en SBC-102 (LAL)

Excipiente Numero CAS Grado Funcién
citrato trisédico dihidratado 6132-04-03 USP Tampoén
acido citrico 5949-29-1 USP Tampén
monohidratado
albumina de suero 70024-90-7 USP Estabilizante
humano

Componentes del producto farmacéutico
[0233]

Tabla 6 Formulacién de SBC-102

Componente Concentracion

SBC-102 (rhLAL) 2 mg/ml*
citrato trisédico dihidratado 13,7 mg/ml
acido citrico monohidratado 1,57 mg/ml
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albumina de suero humano

10 mg/ml

Agua para inyeccion, cantidad suficiente para

1,0 ml
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REIVINDICACIONES

1. Formulacién farmacéutica que comprende una lipasa acida lisosomal recombinante humana (rhLAL) aislada en
combinacién con un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, comprendiendo dicha rhLAL una
0 mas estructuras de N-glicano, en la que rhLAL esta glicosilada unida a N en Asn®®, Asn8, Asn!40, Asn?52 y Asn300
de la SEQ ID NO: 2, y en la que la formulacion farmacéutica es una solucién acuosa que tiene un pH entre 5,6 y 6,2
ounpHde5,9+0,2.

2. Formulacion farmacéutica, segun la reivindicacion 1, en la que la rhLAL comprende una estructura de N-glicano
gue comprende una manosa fosforilada en Asn®°, Asn'4% o0 Asn?5? de la SEQ ID NO: 2.

3. Formulacién farmacéutica, segin la reivindicacion 2, en la que la rhLAL comprende una estructura de N-glicano
gue comprende una manosa fosforilada en Asn®°; opcionalmente en la que al menos el 30% de las estructuras de N-
glicano asociadas con Asn®® tienen una manosa fosforilada, o en la que la rhLAL comprende una estructura de N-
glicano que comprende una manosa bisfosforilada en Asn®.

4. Formulacién farmacéutica, segun la reivindicacion 2, en la que la rhLAL comprende una estructura de N-glicano
gue comprende una manosa fosforilada (M6P) en Asn'“%; opcionalmente en la que entre el 10% y el 50% de las
estructuras de N-glicano asociadas con Asn'° comprenden una M6P.

5. Formulacién farmacéutica, segin la reivindicacion 2, en la que la rhLAL comprende una estructura de N-glicano
qgue comprende una manosa fosforilada (M6P) en Asn?5?; opcionalmente en la que al menos el 50% de las
estructuras de N-glicano en Asn?52 comprenden una M6P.

6. Formulacion farmacéutica, segun la reivindicacion 1, en la que la rhLAL comprende una estructura de N-glicano
gue comprende un grupo con alto contenido de manosa en Asn®® o Asn?%2,

7. Formulacion farmacéutica, segun la reivindicacién 6, en la que el grupo con alto contenido de manosa comprende
6, 7, 8, 9 6 10 manosas; opcionalmente en la que la rhLAL comprende una estructura de N-glicano que comprende
7,8 6 9 manosas en Asn8° o0 en Asn?%2,

8. Formulacion farmacéutica, segun la reivindicacion 1, en la que la rhLAL comprende una estructura de N-glicano
gue comprende una galactosa terminal en Asn®®, Asn'4? o0 Asn3%; opcionalmente en la que del 2% al 10% de las
estructuras de N-glicano asociadas con Asn'® comprenden una galactosa terminal; opcionalmente en la que menos
del 5% de las estructuras de N-glicano asociadas con Asn'4® comprenden una galactosa terminal; u opcionalmente
en la que la rhLAL comprende una galactosa terminal en Asn3%,

9. Formulacion farmacéutica, segun la reivindicacion 1, en la que Asn®! de la rhLAL no esta glicosilada.

10. Formulacién farmacéutica, segun la reivindicacion 1, en la que la rhLAL comprende estructuras de N-glicano que
no tienen xilosa y menos del 15% de las estructuras de N-glicano contienen acido sialico.

11. Formulacién farmacéutica, segun la reivindicacion 1, en la que la rhLAL no contiene fucosa.

12. Formulacion farmacéutica, segun la reivindicacién 1, en la que la rhLAL es un polipéptido o una mezcla de
polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 19.

13. Formulacién farmacéutica, segun la reivindicacion 1, en la que la rhLAL comprende un perfil de glicosilacién
unido a N, tal como se indica a continuacion:
a) en Asn'®, GIcNAc4Man3GIcNAc2, o

Gall GIcNAc4Man3GIcNAc2;

b) en Asn, Phos2Man7GIcNAc2;

c) en Asn'“°, Phos1Man6GIcNAc2,
GIcNAc1Phos1Man6GIcNAc2;
Man3GIcNAc2;

GIcNAc2Man3GIcNAc2;
GIcNAc3Man3GIcNAc2;
GIcNAc4Man3GIcNAc2, o

Gall GIcNAc4Man3GIcNAc2;

d) en Asn?%2, Man7GIcNAc2,

Man8GIcNAc2,

Man9GIcNAc2,

Phos1Man8GIcNAc2, o
Phos1Man9GIcNAc2; y

e) en Asn3®, GIcNAc2Man3GIcNAc2,
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GIcNAc3Man3GIcNAc2,
GIcNAc4Man3GIcNAc2,
GallGIcNAc4Man3GIcNAc2,
GIcNAc5Man3GIcNAc2,
GallGIcNAc5Man3GIcNAc2,
GIcNAc6Man3GIcNAc2, or
GallGIcNAc6Man3GIcNAc2,
en el que Man = manosa,
GIcNAc = N-Acetil Glucosamina
Phos = fosfato

Gal = galactosa.

14. Formulacién farmacéutica, segin la reivindicacion 1, en la que la rhLAL se produce en un ave transgénica de
linea germinal; opcionalmente en la que la rhLAL es produce a partir de una célula de oviducto de ave transgénica
de linea germinal; y opcionalmente en la que el ave es pollo.

15. Formulaciéon farmacéutica, seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el pH de la formulacion
farmacéutica es 5,9 + 0,2.

16. Formulacién farmacéutica, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la formulacion

farmacéutica comprende un excipiente adecuado para la formulacion para infusién o inyeccion intravenosa
seleccionado entre citrato trisddico deshidratado, acido citrico y albimina de suero humano.
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1 60
MEMRFLGLVVCLVLWTLHSEGSGGKLTAVDPETNMNVSEITSYWGFPSEEYLVETEDGYI
MEMRFLGLVVCLVLWTLHSEGSGGKLTAVDPETNMNVSEIISYWGFPSEEYLVETEDGY I

61 120
LCLNRIPHGRENHSDEKGPKPVVFLOHGLLADSSNWVINLANSSLGFILADAGFDVWMGNS
LCLNRI PEHGRENHSDKGPKPVVFLOHGLLADS SNWVINLANS SLGFILADAGFDVWMGNS

121 180
RGNTWSRKHKTLSVSQDEFWAFSYDEMAKYDLPASINFILNKTGOEQVYYVGHSQGTTIG
RGNTWSRKHKTLSVSQDEFWAFSYDEMAKYDLPASINFILNKTGQEQVYYVGHSQGTTIG

181 240
FIAFSQIPELAKRIKMFFALGPVASVAFCTSPMAKLGRLPDHLIKDLFGDKEFLPQSAFL
FIAFSOIPELAKRIKMFFALGPVASVAFCTSPMARKLGRLPDHLIKDLFGDKEFLPOSAFL

241 300
KWLGTHVCTHVILKELCGNLCFLLCGFNERNLNMSRVDVYTTHSPAGTSVONMLHWSOAV
KWLGTHVCTHVILKELCGNLCFLLCGFNERNLNMSRVDVYTTHS PAGTSVONMLHWSQAV

301 360
EFQRFQAFDWGS SAKNYFHYNQSYPPTYNVEDMLVPTAVWSGGHDWLADVYDVNILLTQI
KFQRKFQAFDWGSSAKNYFHYNQSYPPTYNVEDMLVPTAVWSGGHDWLADVYDVNILLTQI

361 3589
TNLVFHESIPEWEHLDFIWGLDAPWRLYNKIINLMRKYQ (SEQ ID NO:1)
TNLVFHESIPEWEHLDFIWGLDAPWRLYNKIINLMRKYQ (SEQ ID NO:20)

Figura 1
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ATGAAAATGC
GCATTCCGAG
RCATGAATGT
TACCTAGTTG
TCATGGGAGG
TGCARCATGG
AACAGCAGCC
GGGCRACAGC
TTTCTCRAGGA
GACCTACCAG
AGTGTATTAT
TTTCACRAGAT
GGTCCTGTGG
ARCGACTGCCA
TTCCCCAGAG
GTCATACTGA
TARTGAGRGA
CTCCTGCTGG
ARATTCCAAA
TTTTCATTAC
TTGTGCCGAC
TACGACGTCA
GAGCATTCCG

(SEQ 1D NO:5)
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GGTTCTTGGEG
GGGTCCGGAG
CAGTGAAATT
AGACAGARGA
AAGRACCATT
CTTGCTGGCA
TGGGCTTCAT
AGAGGAARRTA
TGAATTCTGGE
CTTCCATTAA
GTGGGTCATT
CCCTGAGCTG
CTTCCGTCGC
GATCATCTCA
TGCGTTTTTG
AGGAGCTCTG
AATTTAAATA
AACTTCTGTG
AGTTTCAAGT
ARCCAGAGTT
TGCAGTCTGG
ATATCTTACT
GAATGGGAGC

GTTGGTGGTC
GGARRCTGAC
ATCTCTTACT
TGGATATATT
CTGACARAGG
GATTCTAGTA
TCTTGCTGAT
CCTGGTCTCG
GCTTTCAGTT
CTTCATTCTG
CTCRARGGCAC
GCTARRAAGGA
CTTCTGTACT
TTARGGACCT
AAGTGGCTGGE
TGGARATCTC
TGTCTAGAGT
CRAARARCATGT
CTTTGACTGG
ATCCTCCCAC
AGCGGGGGTC
GACTCAGATC
LTCTTGACTT

Figura 2
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TGTTTGGTTC
AGCTGTGGAT
GGGGATTCCC
CTGTGCCTTA
TCCCRAACCA
ACTGGGTCAC
GCTGGTTTTG
GAAACATARG
ATGATGAGAT
BATARGACTG
CACTATAGGT
TTAARATGTT
AGCCCTATGGE
CTTTGGAGAC
GTACCCACGT
TGTTTTCTTC
GGATGTGTAT
TACACTGGAG
GGAAGCAGTG
ATACRAATGTG
ACGACTGGCT
ACCAACTTGG
CATTTGGGGC

TCTGGACCCT
CCTGRAACAR
TAGTGAGGRA
ACCGRATTCC
GTTGTCTTCC
AAACCTTGCC
ACGTGTGGAT
ACACTCTCAG
GGCRRAATAT
GCCARGAACA
TTTATAGCAT
TTTTGEOCTG
CCAARCTGGG
ARAGRATTTC
TTGCACTCAT
TGTGTGGATT
ACARCACATT
CCAGGCTGTT
CCAAGAATTA
ARGGACATGC
TGCAGATGTC
TGTTCCATGA
CTGGATGCCC
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Secuencia de pALVIN-OVR1-1-SBC102-dSA (10882 ipb)

Caracteristica

SIN LTR
Potenciador DHSII
Promotar de OV
Intron

hLAL CDS

OV 3'UTR

CDS gag parcial

LTR

Gen de resistencia a ampicilina

1
Al
181
241

301
261
425
481
541
601
H6l
721
781
a41
G0l
90l

1021

3 o U
;{.‘(‘:a.

pud bt D A0
bt et

ML s oo
[y

e

O R T B o il

J B3 b
L B B
s v
Bt

CTTTCCCCGT
GCACCTCGAC
ATAGACGGTT
CCAAACTGGA
GCCGATTTCG
TARCAAAATA
GGGCGATCGG
AGGCGATTAR
AGTGAGCGCG
GCATGTGCTC
TGTGGTGAAT
TGCRATGCGE
ACTATATCCT
TGCTATTGTC
CCCACARTTAT
CTGTAGCCAA
TCRATTACCA
CGGGCTGCTT
GGCACAGCAC
GACCTGATAC
AGAGRAACCA
CATCTGTGAC
ARARGGCAAT
TCCTTCCTAA
GGTTTTAGTG
TGGATAARAR
TTTAGGGACA
ACCTTTTICTT
CACAGCTGTG
AGAAGATTGT
ACARCACTAT
TTGCTTGCAG
ARGCAGAAAT
TGGAGAGGAR
ACARARRRCTGT
TARRAAGCCT
ACTGACATAR
GATGGACGTA
ARBRGAGATG
AGGCAGATTT
ATATTGGAGR
TATGGAGTTA
GGTCAGAGTG
GARCACCTCC
TTTCTCACTC
CTGAGGTACA
AGTATATATG

CAAGCTCTAA
CCCAARRMAC
TTTCGCECTT
ACRACACTCA
GCCTATTGGET
TTAACGCTTA
TGCGGGCCTC
GTTGGGTARC
TATTCCCTAA
GTAGTCGTCA
GGTCRAAATGGE
ARTTCAGTGG
GAGGGGACTC
CCCTCAGTCA
CCGTAGCATT
GTCTACAAGT
ATCCAACCAG
ATARGCCTCC
CGCTGCAGAR
CTGATTTTCT
TCACTGATGG
CTGAGCARDA
TTCCACACTC
TGTTAARATT
ATTGGATARG
GTGCTTTTAT
GACCCRCAAT
GGGACAAGCA
CTGGGCAGGG
TGCTITACTCT
GATGACAGCC
CTGGTCTTCC
TCTCATGCTC
ARATGGCTTT
TCTGTAGGTC
TTGGGATCAT
CTGCATCAAT
ARGATGGACA
ARGGGAAGGA
GACTGAATCA
AATATARBGR
ARRTRATGTC
CTCCACCATG
TGCCCTCCTC
ACCTCTCCCA
TCTAGCATCG
TTTTCACAAA

Localizacion (pb)
521-693 (cadena complementaria)
1069-2720
2720-3851
3899-5487
5505-6704
6719-7392
7404-7657 (cadena complementaria)
7955-8300 (cadena complementaria)
9764-10621 (cadena complementaria)

ATCGGGGGCT
TTGATTAGGG
TGACGTTGGA
ACCCTATCTC
TARRRMATGA
CAATTTCCAT
TTCGCTATTA
GCCAGGGTTT
CGATCACGTC
GGGARTCAAC
CGTTTATTGT
TTCGTCCAAT
CTAACCGCGT
AGCCTTGCCC
ATTTCCTAGC
TTACTATTCA
CTATCACACG
TGTAATTTTT
ARRTGCCAGG
TCARRCAGGG
CTACAGCACC
TGATTTATCET
ACRATATGCA
GTAGTGGCAA
AGGCTTTGAC
ARCTTTCAGG
GARATGCCTG
TTGTCAAACA
CAATCCATTG
CTCTAGACCC
TGTTCTGATC
ATTGGGAAAG
CACACTTAAT
TATARGACTC
TCGREATCAGG
TCTCATCTTA
TTCCTTGATA
TATGACTCAG
GAATTGAGAC
GATGTACTGT
RATGGCTGTG
ACRGRAACTGAR
GGCCTCTCTT
CGCACTGACC
ACTACCATTG
TTAAGTCCTC
AGGAAGGAGA

41

CCCTTTAGGG
TGATGGTTCA
GTCCACGTTC
GGTCTATTCT
GCTGATTTAA
TCGCCATTCA
CGCCAGCTGG
TCCCAGTCAC
GGGGTCACCA
GGTCCGGCCA
ATCGAGCTAG
CCGTCCCCCT
ACARCCGARAG
GTTACARACCC
AGTCATCAGR
GCGACCTCCT
GAATACHRAGA
TTATATTCCT
TGGACTATGA
GARACRACAC
ARGGTATGCA
CTCCATGAAT
ACRARGACAA
AGAGGAGAAC
CTGTGAGCTC
TCTCCGAGTC
GCATAGGARR
ATGTGTGACA
CCACCTATCC
CCAAGTCAAR
ARGATCTCAT
AGTGTAGTAT
CTACATTGTT
ACRRAACARR
ACACTATGTG
TATTTGCAGC
TTTTATTTGT
GTCTGGACAG
TGTCTAAGAR
CCARGTCTCA
AARCTCRAAGT
GGTTTATATG
GGGCTGCAGG
TCAGTGTCAT
TACAGCAGTT
AGACTTGGCA
GAARCARAARG

TTCCGATTTA
CGTAGTGGGC
TTTAATAGTG
TTTGATTTAT
CAMABATTTA
GGCTGCGCAA
CGARAAGGGGG
GACGTTGTAR
AATGAAGCCT
TCARCCCAGG
GCACTTAAAT
CCCTATGCAR
CCCCGCTTTT
GATTCGCAAG
GCTACAGAAG
ATATTCCGCG
ACTCGCCTAC
CGCTCGAGTC
ACTCACATCC
AATCCCACAR
ATGGCAATCC
GGTTGCTTCT
ACRGAGRACA
ARMRATCTCARA
ACCTGGACTT
TTTATTCATG
GGGCAGCAGA
ARACTATTIG
CAGGTAACCT
CCRACTATGC
TTGTTCATGG
ATCCTTCTCA
TTARACCACC
GCTCTGCARG
GRAGTCAAAT
ACGATACTAT
CTTAARGTAC
GTCCGTGGTC
GGGCTTCAGG
TATGTAGCAR
GACCCTGRAC
ATATACCATG
GAACTTCTGT
CAGGGCTGTT
GTTCTITACAT
AGGAGAATGT
AARATGGCAC

GTGCTTTACG
CATCGCCCTG
GACTCTTGTT
AAGGGATTTT
ACGCGAATTT
CTGTTGGGAA
ATGTGCTGCA
ARCGACGGCC
TCTGCTTCAT
TGCACACCAR
ACAATATCTC
ARGCGAARCT
CGCCTARACA
CCTIGCCCTC
ATACTCTATG
TGCCAGCCGA
GCTCTTCTTT
TCTTCAGAAT
ARRGGAGCTT
ARCAGCTCAG
ATTCGACATT
TTECETCATG
ATTAATGTGC
GTTCTGAGTA
CATATCCTTT
AGACTGTTGG
GCCTTAGCTG
TACTIGCTTTG
TCCAACTGCA
AGGTATGCTG
ACRATTTTTG
TCTGACAGAA
GGCTACTTCT
TCRRRTGCAT
AGAGCAGCTT
GACAGTGATA
AAGACATAGR
CATGTATGAT
GACGTTCTGA
TGGAAGGCTG
AGRRAALAGGGAR
GGCTGCAGAG
TCTACACCTG
TCTCTCACAT
ATTGETCCTC
AGATTTCCAC
TGACTAAACT
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TCAGCTAGTG
GTCCTGAAGR
AGGTCAGAAT
TCTATAACTG
CCTCCAGCTG
GATCTTTGAG
GCATTGTATG
ACACCCATAR
TCACTCTAGT
AGAAARTAAT
CATTGTACAT
TAATAARGCAC
TTTCTGTTTT
AATATTTCCC
ARCACATTGT
CTATTGAARC
ACTTCTGARG
CCAGTGTCTG
AAGCAACTCT
ARRATTAACA
CCCCTATARA
TTTGTGTTTG
CATCTTATCC
CCTACAGAGT
ATGTGARART
ATAAARAATGT
TATACAGARR
AACTTTTGAG
ATAAAGGGCT
CAACTAGATT
AGTTGTACAG
GTCTATGTCA
TATCATGTCT
GTTTATACTA
TAGAGCAGAA
TACATTCCTT
CTCATRAGCAR
ARTAAGAAAT
TTTACTGAAR
CAGAGGTACT
ARCTGGCTTC
TTTATGAATA
ACAGAATTAC
CTGTTGTAGC
TTTTCACTGT
TGGGGTTGGT
TGACAGCTGT
TCCCTAGTGA
TTCCTCATGG
ATGGCTTGCT
TCATTCTTGC
CTCGGARACR
AGATGGCARR
BACARAGTGTA
AGATCCCTGA
TCGCCTTCTG
ACCTCTTTGG
ACGTTTGCAC
GATTTAATGA
CTGGRACTTC
BAGCCTTTGA

GTATAGGAAR
ATTATGTTGT
GGTTTCTTTA
AAATATATTT
AATTTCRACAR
GAARCACTGCA
GAGCTATGTT
ARRGATAGAT
CTCAGTTGGC
AGGTCAAGTC
ACRAGARAGGA
ACTAACTAAT
CTTAAAGATC
AGTCTTCTCT
TACCCAGAAT
TARAATCTAA
GGRACCTGTG
TACATACAGC
CTGGAATTAC
ATTATTGTGC
AACTTCTCARC
TTTTCAGGAG
TGTCGTTCAC
GCACAGRGAG
TCTCTAGAAG
GGGGGGTGCA
AGRRARTGAG
GGGTTTAATA
GGGCTCTGAA
CATGCTGGCT
TTCAGCTCTT
TGARCAAGAR
GCATTTCTCT
CAGTACACAT
TATGAATTAC
ATCTATTCTG
GTAGTGTGCA
AARRATAGTCA
TTTGCTCTTT
GARAAGTATC
TGGGACAGTT
TGGTTTTGARA
TTTAAAACTR
CTACCATAGA
TCTGCTGTTT
GGTCTGTTTG
GGATCCAGAA
GGAATACCTA
GAGGAAGAAC
GGCAGATTCT
TGATGCTGGT
TAAGACACTC
ATATGACCTA
TTATGTGGGT
GCTGGCTAAR
TACTAGCCCT
AGACRRRGAR
TCATGTCATA
GAGAAATTTA
TGTGCAMAAC
CTGGGGAAGC

ES 2627535713

GTAATTCTGC
ACTTTTTTCC
CTGTTTGTCA
GCTATTGTAT
TTCCTCTGTC
AGTTCATATC
TTGCTGTATC
TTAAATATTC
TCCTTCACAT
TTGTTCTCAT
TCARRTGARR
AATTGCTAAT
CCATTATCTG
CCCATCCARC
TARRARACTAR
CCCARATCCCA
GGTGGGTCAC
TAGRAAGCTG
CTTCTCTCTA
TATGTGTTGT
CTGTGTATGC
GCTTATTCTT
TATCTGATAT
CARAMATCATG
TTTRATTCCT
TAARACGTATA
ARRADATGTGT
CAGAAAATCC
GGACTTCTGA
CCRAMAAGCTG
TATARTAGAR
TTCATTCAGT
TCTGTCTGAA
GCATATCTTT
ATGCGTGTCT
CCATCACCAA
ACRANCRGAT
GCAAGCCTCT
GAATTTCCAG
AATGAATTCT
TGCTACCCAA
CATGCACATG
CTTGTTARCA
GTACCCTGCA
GCTCTAGACA
GTTCTCTGGA
ACARACATGA
GTTGAGACAG
CATTCTGACA
AGTRACTGGG
TTTGACGTGT
TCAGTTTCTC
CCAGCTTCCA
CATTCTCAAG
AGGATTAARA
ATGGCCAAAC
TTTCTTCCCC
CTGAAGGAGC
AATATGTCTA
ATGTTACACT
AGTGCCAAGA

42

TTAACAGAGA
CCCATTTTTA
ATTCTATTAT
ATTATGATTG
ATCTGCCAGG
ATARACACAT
CTCAGAATARA
CAACTATAGG
GCACGCTTCT
TTATGTCCTG
CAGACTTCTG
TATGTTTTCC
GTTGTAACTG
AGTCCTGATG
TATTTGCTCT
TTARATGATT
ARTTCAGACT
TATTGCCTTT
TATTAGCTCT
ATCTTTAAGG
ATTCTGCACT
TGTGCTTARA
GCTTTGCAGT
GTGTTCAGTG
GCAARAGTGCA
TTCTTACAAT
GTGTGTATAC
AATCCTGAGG
CTTTCACAGA
TGCTTTATAT
ACAGACAGAR
GGCTCTGTTT
TGTCACCACT
GAGCAAAGCA
TTCTCCTAGA
ARCAARGGTA
ATTTCTCTAC
GCTTTCTCAT
TTTTGCAAGC
AGCTTTCACT
ARGACAACTG
AGAGGTGGAT
TTTRATTGCC
TGGTACTATG
ACTCAGAGTT
CCCTGCATTC
ATGTCAGTGA
ARGATGGATA
ARGGTCCCAR
TCACAARCCT
GGATGGGCAA
AGGATGAATT
TTARRCTTCAT
GCACCACTAT
TGTTTTTTGC
TGGGACGACT
AGAGTGCGTT
TCTGTGGAAR
GAGTGGATGT
GGAGCCAGGC
ATTATTTTICA

TTGCAGTGAT
AATCRARCAG
TTCAATACAG
TCCCTCGAAC
CCATTRAGTT
TTGAARTTGA
AAGTTTGTTA
AARGARRGTG
TTATTTCTCC
TCTAGCGTGG
GTCTGTTACT
ATCTCCAAGG
AAGCTCRATG
GATTAGCAGA
CCATTCARATC
TCTATGGTGT
ATATATTCCC
AGCAGTCARG
TACTTGCACC
GTGAAGTACC
ATTTTATTAT
ATATGTTTTT
TTGCTTGATT
AATTCTGGGG
GCTGCTGATC
AATAGATACA
TCACACACGT
CCCCAGCACT
TTATATAAAT
AAGCACACTG
CAAGTATARA
TATAGTAAAC
ARARATTTAAC
ARCCATACCT
CTACATGACC
AARRTACTTT
ATTTATTTTT
ATATCTGTCC
CTATCAGATT
GAACARRAAT
AATGCARATA
ATAGCARCAG
TARAARACTGC
TACAGCATTC
CACCATGAAA
CGAGGGGTCC
ARTTATCTCT
TATTCTGTGC
ACCAGTTGTC
TGCCAACAGC
CAGCAGAGGA
CTGGGCTTTC
TCTGAATAAG
AGGTTTTATA
CCTGGGTCCT
GCCAGATCAT
TTTGAAGTGG
TCTCTGTTTT
GTATACAACA
TGTTAAATTC
TTACAACCAG

CTCTATGTAT
TGCTTTACAG
AACAATAGCT
CATGAACACT
ATTCATGGARRA
GTATTGTTTT
TAARRGCATTC
TGTCTGCTCT
TATTTTGTCA
CTCAGATGCA
ACARCCATAG
TTCCCACATT
GAACATGAGC
ACRGGCAGAR
CARRATGGAC
CAARGGTCARA
CRGGGCTCAG
CTCGRAAGGT
TAARARCTTTAA
TGCGTGATAC
GTGTAARAGC
AATTTCAGARA
ARCTTCTAGC
AGTTATTTTA
ACTACACARG
TGTGAACTTA
GGTCAGTARAR
CAGTACGCAT
CTCAGGAARG
GCTATACAAT
TCTTCTATTG
ATTGCTATTT
TCCACAGAAR
GAARGTGCAR
CCATATARAT
TGRAGATCTA
AGGGAATARR
AMRACCTAARG
GTGTTTTAAT
ATGTAGAGGC
CATARATAGA
ACACATTACC
TCGTAATTTA
CATCCTTACA
ATGCGGTTCT
GGAGGGARAC
TACTGGGGAT
CTTAACCGAA
TTCCTGCAAC
AGCCTGGGCT
ARTACCTGGT
AGTTATGATG
ACTGGCCRAG
GCATTTTCAC
GTGGCTTCCG
CTCATTAAGG
CTGGGTACCC
CTTCTGTGTG
CATTCTCCTG
CARRAGTTTC
AGTTATCCTC
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CCACATACAR
GGCTTGCAGA
ATGAGAGCAT
GGCTTTATAR
GAAGAAMAGCT
TARAATGARR
GAARARARAT
CAGAGTAATA
CTGAGTCATC
ATGCAGCCTT
CAARAATCTCT
TGCTTGTTCT
TAAAARTCTT
ATATGGTATA
TGTGCTCTTT
TAGTATTTGA
TTTTTAACTC
GATCCCAGGA
ACAGGGACAA
TACACGCGGA
ATCRACGCAGA
CCGTCTTCCA
CCCTCCGACG
GTCCGCTCCC
CCACTATTCC
GCTCGTAGTC
GAATGGTCAA
GCGGAATTCA
ACGATCATAC
TCTCCTTATA
GTATTGCATA
GGGACTCCTA
TCAGTCAAGC
TAGCATTATT
TACARGTTTA
CGCGCTTGGC
TTCCACACAR
GCTAACTCAC
GCCAGCTGCA
CTTCCGCTTC
CAGCTCACTC
ACATGTGAGC
TTTTCCATAG
GGCGARACCC
GCTCTCCTGT
GCGTGGCGCT
CCARAGCTGGG
ACTATCGTCT
GTAACAGGAT
CTAACTACGG
CCTTCGGAAR
GTTTTTTTGT
TGATCTTTTC
TCATGAGATT
ARTCARATCTA
AGGCACCTAT
TGTRGATAAC
GAGACCCACG
AGCGCAGARAG
AAGCTAGAGT
GCATCGTGGET

ES 2627535713

TGTGAAGGAC
TGTCTACGAC
TCCGGAATGG
TAAGATTATT
GAAARACTCT
AGTATGTTAT
CAGAAAGARA
CTGGTAACTC
ACACTGARARA
CCAATTAAGC
CAGATTARAT
CTGTGTTCCT
ATARATTCACA
TTACTATTCA
TGTTCCTTTA
AGGTACCGGA
TCCCGATTTT
CCCCGGGGAR
CATAGCCCCT
CGAARTCACC
GCRACCGGAA
ACGACTCTCT
CCACTCAGCT
CGRATRARGCG
CTRACGATCA
GTCAGGGAAT
ATGGCGTTTA
GTGGTTCGTC
CACGATCATA
AGGCATGTTG
AGACTACATT
ACCGCGTACA
CTTGCCCGTT
TCCTAGCAGT
CTATTCAGCG
GTAATCATGG
CATACGAGCC
ATTAATTGCG
TTAATGAATC
CTCGCTCACT
ARAGGCGGETA
ARARGGCCAG
GCTCCGCCCC
GACAGGACTA
TCCGACCCTG
TTCTCATAGC
CTGTGTGCAC
TGAGTCCAAC
TAGCAGAGCG
CTACACTAGA
AAGAGTTGGT
TTGCAAGCAG
TACGGGGTCT
ATCARARRGG
AAGTATATAT
CTCAGCGATC
TACGATACGG
CTCACCGGCT
TGGTCCTGCA
ARAGTAGTTCG
GTCACGCTCG

ATGCTTGTGC
GTCAATATCT
GAGCATCTTG
AATCTAATGA
GTCCCTTCCA
CTGCTGCATC
TTACACTGTG
ATGGATGARG
ATGCAACCTG
CAGATATCTG
TATCAACTGT
GATACTACAA
TTTCTCCCTA
AATTGTTTTC
ATCATAATAR
TCTCGAGCCG
CCAAGTACCA
TATARGTCTG
ATTTCCTTCT
TTTATGACGG
TCACGCCTGG
GAGTTCTCGG
TCTGCCCTCC
AGACGGATGA
CGTCGGGGTC
CAACGGTCCG
TTGTATCGAG
CAATCCGTGT
CCACCTTACT
CTAACTCATC
TCCCCCTCCC
ACCGAAGCCC
ACAACCCGAT
CATCAGAGCT
ACCTCCTATA
TCATAGCTGT
GGAAGCATAR
TTGCGCTCAC
GGCCAACGCG
GACTCGCTGC
ATACGGTTAT
CARRMGGCCA
CCTGACGAGC
TRARAGATACC
CCGCTTACCG
TCACGCTGTA
GRACCCCCCG
CCGGTAAGAC
AGGTATGTAG
AGGACAGTAT
AGCTCTTGAT
CAGATTACGC
GACGCTCAGT
ATCTTCACCT
GAGTAARACTT
TGTCTATTTC
GAGGGCTTAC
CCAGATTTAT
ACTTTATCCG
CCAGTTAATA
TCGTTTGGTA

43

CGACTGCAGT
TACTGACTCA
ACTTCATTTG
GGAAATATCA
ACAAGACCCA
CAGACTTCAT
AGAACAGGTG
GCTTARAGGGA
ATACATCAGC
TATGACCARG
CACCAACCAT
GGCTCTTCCT
AACTTTGACT
CTTGTACCCA
ARACATGTTT
CCTTCAATGC
TAGCCCGCTG
AGGGGGACGT
TAGAAGGAGA
CTTCCATGCT
GGTGGACCGC
TAGGGTATGT
TAARGCCGCAG
GGACAGGATC
RACCRARATGARR
GCCATCAACC
CTRGGCACTT
TAGACCCGTC
CCCACCAATC
GTTACATARAG
TATGCRRAAG
CGCTTTTCGC
TCGCARAGCCT
ACAGAAGATA
TTCCGCGTGC
TTCCTGTGTG
AGTGTAAAGC
TGCCCGCTTT
CGGGGAGAGG
GCTCGGTCGT
CCACAGAATC
GGAACCGTAR
ATCACARRAAL
AGGCGTTTCC
GATACCTGTC
GGTATCTCAG
TTCAGCCCGA
ACGACTTATC
GCGGTGCTAC
TTGGTATCTG
CCGGCAAACA
GCAGARAARRR
GGRACGRARR
AGATCCTTTT
GGTCTGACAG
GTTCATCCAT
CATCTGGCCC
CAGCAATARR
CCTCCATCCA
GTTTGCGCAR
TGGCTTCATT

CTGGAGCGGG
GATCACCAAC
GGGCCTGGAT
GTGATTCGAA
GAGCACTGTA
ARARGCTGGA
CAATTCACTT
ATGAARTTGG
AGARAGGTTTA
CTGCTCCAGA
TCCTATGCTG
GACTTCCTAA
CAATCATGGT
TATGTAATGG
AAGCARACAC
CCCCRARACC
AGAGAGCGCC
AAGCARACCCT
GGTTTTCCCG
TGATCCACCG
TCAGTCGTCG
TGGCCCCCTG
CCCCCTCTAC
GCCACGCCGC
GCCTTCTGCT
CAGGTGCACA
AAATRCARTA
TGTTGCCTTC
GGCATGCACG
CATGTTGCAR
CGAAACTACT
CTARACATGC
TGCCCTCCCC
CTCTATGCTG
CAGCCGATCA
ARRTTGTTAT
CTGGGGTGCC
CCAGTCGGGA
CGGTTTGCGT
TCGGCTGCGG
AGGGGATARC
ARARAGGCCGCG
TCGACGCTCR
CCCTGGAAGC
CGCCTTTCTC
TTCGGTGTAG
CCGCTGCGCC
GCCACTGGCA
AGAGTTCTTG
CGCTCTGCTG
AACCACCGCT
AGGATCTCAA
CTCACGTTARA
ARRTTARARBA
TTACCAARTGC
AGTTGCCTGA
CAGTGCTGCA
CCAGCCAGCC
GTCTATTAAT
CGTTGTTGCC
CAGCTCCGGT

GGTCACGACT
TTGGTGTTCC
GCCCCTTGGA
GCGGCCGCAA
GTATCAGGGG
GCTTAATCTA
TTCCTTTACA
ACTCACAGTA
TGGGGGARRR
ATTAGTCACT
ACAAGGCAAT
AGATGCATTA
ATGTTGGCAA
GTCTTGTGAA
TTTTCACTTG
AATCCCCAGG
GCGGTAATGG
TCCTTTTGTA
CAATAGGTCT
GGCGACCGGA
GGCTTCCTTC
CAGTAGGGCT
TAGGGTCATC
CTGTGGCCGA
TCATGCATGT
CCAATGTGGT
TCTCTGCAAT
CTRACARAGGC
GTGCTTTTTC
GACTACARGA
ATATCCTGAG
TATTGTCCCC
ACATTATCCG
TAGCCAAGTC
ATTACCAATG
CCGCTCACARA
TAATGAGTGA
ARCCTGTCGT
ATTGGGCGCT
CGAGCGGTAT
GCAGGARAGA
TTGCTGGCGT
AGTCAGAGGT
TCCCTCGTGC
CCTTCGGGAA
GTCGTTCGCT
TTATCCGGTA
GCAGCCACTG
AAGTGGTGGC
ARGCCAGTTA
GGTAGCGGTG
GAAGATCCTT
GGGATTTTGG
TGARAGTTTTA
TTAATCAGTG
CTCCCCGTCG
ATGATACCGC
GGAAGGGCCG
TGTTGCCGGG
ATTGCTACAG
TCCCAACGAT



P0141
102061
LoZel
10321
10381
10443
10501
10561
10621
10681
L0741
LOBOL
iggal

CAAGGCGAGT
CGATCGTTGT
ATAATTCTCT
CCRAGTCATT
GGGATAATAC
CGGGGCGRAA
GTGCACCCAA
CAGGRAGGCA
TACTCTTCCT
ACATATTTGA
AAGTGCCACC
GCAGCGTGAC
CCTTTCTCGE

ES 2627535713

TACATGATCC
CAGRAGTARG
TACTGTCATG
CTGAGAATARG
CGCGCCACAT
ACTCTCAAGG
CTGATCTTCA
AAATGCCGCA
TTTTCAATAT
ATGTATTTAG
TGACGCGCCC
CGCTACACTT
CACGTTCGCC

(SEQ ID NO: 6)

CCCATGTTGT
TTGGCCGCAG
CCATCCGTAA
TGTATGCGGC
AGCAGRACTT
ATCTTACCGC
GCATCTTTTA
ARRANGGGAR
TATTGAAGCA
AAAARTARAC
IGTAGCGGCG
GCCAGCGCCC
GG

GCRARARAGC
TGTTATCACT
GATGCTTTTC
GACCGAGTTG
TARAAAGTGCT
TGTTGAGATC
CTTTCACCAG
TAARGGGCGAC
TTTATCAGGG
ARRTAGGGGT
CATTAAGCGC
TAGCGCCCGC

Figura 4

44

GGTTAGCTCC
CATGGTTATG
TGTGACTGGT
CTCTTGCCCG
CATCATTGGA
CAGTTCGATG
CGTTTCTGGG
ACGGAARTGT
TTATTGTCTC
TCCGCGCACA
GGCGGETGTG
TCCTTTCGCT

TTCGGTCCTC
GCAGCACTGC
GAGTACTCAA
GCGTCAATAC
ARACGTTICTT
TAACCCACTC
TGAGCARARA
TGAATACTCA
ATGAGCGGAT
TTTCCCCGAA
GTGGTITACGC
TTCTTCCCTT



ES 2627535713

Secuencia de ADN de la regién proviral (7780 pb)

Caracteristicas Localizacion (pb)

SIN LTR 1-173 {cadena complementaria)
Potenciador DHSII 549-2200
Promotor de OV 2200-3331

Intron 3379-4967

hLAL CDS 4985-6184

OV 3'UTR 6199-6872

CDS gag parcial 6884-7137 (cadena complementaria)
LTR 7435-7780 (cadena complementaria)

AATGAAGCCT TCTGCTTCAT GCATGTGCTIC GTAGTCGTCA GGGAATCARC GGTCCGGCCA
TCAACCCAGG TGCACACCAA TGTGGTGAAT GGTCAAATGG CGTTTATTGT ATCGAGCTAG
GCACTTARAT ACAATATCTC TGCAATGCGG AATTCAGTGG TTCGTCCAAT CCGTCCCCCT
CCCTATGCAA AARGCGAARACT ACTATATCCT GAGGGGACTC CTARCCGCGT ACAARCCGARG
CCCCGCTTTT CGCCTARACA TGCTATTGTC CCCTCAGTCA AGCCTTGCCC GTTACAACCC
GATTCGCAAG CCTTGCCCTC CCCACATTAT CCGTAGCATT ATTTCCTAGC AGTCATCAGA
GCTACAGAAG ATACTCTATG CTGTAGCCAA GTCTACAAGT TTACTATTCA GCGACCTCCT
ATATTCCGCG TGCCAGCCGA TCAATTACCA ATCCAACCAG CTATCACACG GAATACAAGR
ACTCGCCTAC GCTCTTCTIT CGGGCTGCTT ATAAGCCTCC TGTAATTTTT TTATATTCCT
CGCTCGAGTC TCTTCAGAAT GGCACAGCAC CGCTGCAGAA AARRTGCCAGG TGGACTATGA
ACTCACATCC AARAGGAGCTT GACCTGATAC CTGATTTITCT TCARACAGGG GARACAACAC
AATCCCRCRA ARCAGCTCAG AGAGRARCCR TCACTGATGG CTACRAGCACC AAGGTATGCR
ATGGCAATCC ATTCGACATT CATCTGTGAC CTGAGCAARRAR TGATTTATCT CTCCATGAAT
GGTTGCTTCT TTCCCTCATG AARMAGGCAART TTCCACACTC ACAATATGCA ACAARGACARA
ACAGAGAACA ATTAATGTGC TCCTTCCTAA TGTITAARATT GTAGTGGCAR AGAGGAGAAC
ARAATCTCAA GTTCTGAGTA GGTTTTAGTG ATTGGATAAG AGGCTTTGAC CTGTGAGCTC
ACCTGGACTT CATATCCTIT TGGATAARAAA GTGCTTTITAT AACTTTCAGG TCTCCGAGTC
TTTATTCATG AGACTGTTGG TTTAGGGACA GACCCACAAT GARATGCCTG GCATAGGAAA
GGGCAGCAGA GCCTTAGCTG ACCTTTTCTT GGGACAAGCA TTGTCRAAACA ATGTGTGACA
ARACTATTTG TACTGCTTTG CACAGCTGTG CTGGGCAGGG CAATCCATTG CCACCTATCC
CAGGTAACCT TCCAACTGCA AGAAGATTGT TGCTTACTCT CTCTAGACCC CCAARGTCARR
CCAACTATGC AGGTATGCTG ACAACACTAT GATGACAGCC TGTTCTGATC AAGATCTCAT
TTGTTCATGG ACAATTTTTG TTGCTTGCAG CTGGTCTTCC ATTGGGAARG AGTGTAGTAT
ATCCITCTCA TCTGACAGAA AAGCAGAAAT TCTCATGCTC CACACTTAAT CTACATTGTT
TTARACCRCC GGCTACTTCT TGGAGRGGAA ABRATGGCTTT TATARAGACTC ACARRACARRA
GCTCTGCAAG TCAAATGCAT ACARRACTGT TCTGTAGGTC TGGAATCAGG ACACTATGTG
GAAGTCARRT AGAGCAGCTT TAMAAAGCCT TTGGGATCAT TCTCATCTTA TATTTGCAGC
ACGATACTAT GACAGTGATA ACTGACATAA CTGCATCAAT TTCCTTGATA TTTTATTTGT
CTTARAGTAC AAGACATAGA GATGGACGTA ARGATGGACA TATGACTCAG GTCTGGACAG
GTCCGTGGTC CATGTATGAT AARRAGAGATG AAGGGAAGGAR GAATTGAGAC TGTCTAAGAR
GGGCTTCAGG GACGTTCTGA AGGCAGATTT GACTGAATCA GATGTACTGT CCAAGTCTCA
TATGTAGCARA TGGAAGGCTG ATATTGGAGA AATATARAGA AATGGCTGTG AACTCAAAGT
GACCCTGAAC AGAARMGGGA TATGGAGTTA AAATAATGTC ACAGAACTGA GGTTTATATG
ATATACCATG GGCTGCAGAG GGTCAGAGTG CTCCRCCATG GGCCTCTCTT GGGCTGCAGG
GAACTTCTGT TCTACACCTG GAAMCACCTCC TGCCCTCCTC CGCACTGACC TCAGTGTCAT
CAGGGCTGTT TCTCTCACAT TTTCTCACTC ACCTCTCCCA ACTACCATTG TACAGCAGTT
GTTCTTACAT ATTGCTCCTC CTGAGGTACA TCTAGCATCG TTAAGTCCTC AGACTTGGCA
AGGAGAATGT AGATTTCCAC AGTATATATG TTTTCACAARAR AGGRAGGAGA GARARCAARARG
ARRATGGCAC TGACTARACT TCAGCTAGTG GTATAGGAAA GTAATTCTGC TTAACAGAGA
TTGCAGTGAT CTCTATGTAT GTCCTGAAGA ATTATGTTGT ACTTTTTTCC CCCATTTTTA
AATCAARCAG TGCTTTACAG AGGTCAGAAT GGTTTICTTTA CTGTTTGTCA ATTCTATTAT
TTCAATACAG AACAATAGCT TCTATAACTG AAATATATTT GCTATTGTAT ATTATGATTG
TCCCTCGARAC CATGRACACT CCTCCAGCTG AATTTCACAA TTCCTCTGTC ATCTGCCAGG
CCATTAAGTT ATTCATGGAAR GATCTTTGAG GAACACTGCA AGTTCATATC ATAAACACAT
TTGAAATTGA GTATTGTTIT GCATTGTATG GAGCTATGTT TTGCTGTATC CTCAGAATAA
AAGTTTGTTA TRAAGCATTC ACACCCATAR ARAGATAGAT TTARATATTC CAACTATAGG
ARAGRAAGTG TGTCTGCTCT TCACTCTAGT CTCAGTTGGC TCCTTCACAT GCACGCTTCT
TTATTITCTCC TATTTTGTCA AGAAAATAAT AGGTCAAGTC TTGTTCTCAT TTATGTCCIG
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TCTAGCGTGG
GTCTGTTACT
ATCTCCAAGG
ARGCTCAATG
GATTRAGCAGA
CCATTCAATC
TCTATGGTGT
ATATATTCCC
AGCAGTCAAG
TACTTGCACC
GTGAAGTACC
ATTTTATTAT
ATATGTTTTT
TTGCTTGATT
AATTCTGGGE
GCTGCTGATC
AATAGATACA
TCACACACGT
CCCCAGCACT
TTATATAAAT
ARGCACACTG
CAAGTATARAR
TATAGTAARAC
ARARRTTTARC
ARCCATACCT
CTACATGACC
ARRATACTTT
ATTTATTTTT
ATATCTGTCC
CTATCAGATT
GAACAARAAT
ARTGCARATA
ATAGCARACAG
TAARRRACTGC
TACAGCATTC
CACCATGARA
CGAGGGGTCC
ARTTATCTCT
TATTCTGTGC
ACCAGTTIGTC
TGCCAACAGC
CAGCAGAGGA
CTGGGCTTTC
TCTGAATAAG
AGGTTTTATA
CCTGGETCCT
GCCAGATCAT
TTTGAAGTGG
TCTCTGTTTT
GTATACARCA
TGTTARATTC
TTACAACCAG
CTGGAGCGGG
GATCACCAAC
GGGCCTGGAT
GTGATTCGARA
GAGCACTGTA
ARRRGCTGGA
CAATTCACTT
ATGARATTGG
AGAAGGTTTA

ES 2627535713

CTCAGATGCA
ACARCCATAG
TTCCCACATT
GAACATGAGC
RACAGGCAGAR
CRARATGGAC
CAAAGGTCAA
CAGGGCTCAG
CTCGARAGGT
TAARCTTTAA
TGCGTGATAC
GTGTAAARGC
AATTTCAGAR
AACTTCTAGC
AGTTATTTTA
ACTACACAAG
TGTGAARCTTA
GGTCAGTARA
CAGTACGCAT
CTCAGGARAG
GCTATACAAT
TCTTCTATTG
ATTGCTATTT
TCCACAGAAR
GAAAGTGCAR
CCATATAARAT
TGARAGATCTA
AGGGAATAAA
ARACCTARAG
GTGTTTTAAT
ATGTAGAGGC
CATRAAATAGA
ACACATTACC
TCGTAATTTA
CATCCTTACA
ATGCGGTTCT
GGAGGGARAC
TACTGGGGAT
CTTAACCGAR
TTCCTGCAAC
AGCCTGGGCT
AATRACCTGGT
AGTTATGATG
ACTGGCCAAG
GCATTTTCAC
GTGGCTTCCG
CTCATTARGG
CTGGGTACCC
CTTCTGTGTG
CATTCTCCTG
CAARAGTTTC
AGTTATCCTC
GGTCACGACT
TTGGTGTTCC
GCCCCTTGGA
GCGGCCGCAR
GTATCAGGGG
GCTTAATCTA
TTCCTTTACA
ACTCACAGTA
TGGGGGARAL

CATTGTACAT
TAATRAAGCAC
TTTCTGTTTT
AATATTTCCC
ARCACATTGT
CTATTGAAAC
ACTTCTGAAG
CCAGTGTCTG
ARAGCAACTCT
ARARTTAACA
CCCCTATARR
TTTGTGTTTG
CATCTTATCC
CCTACAGAGT
ATGTGAARAT
ATAARAATGT
TATACAGARAR
ARCTTTTIGAG
ATARAGGGCT
CAACTAGATT
AGTTGTACAG
GTCTATGTCA
TATCATGTCT
GTTTATACTA
TAGAGCAGAA
TACATTCCTT
CTCATAGCAR
AARTAAGAAAT
TTTACTGAAA
CAGAGGTACT
ARCTGGCTTC
TTTATGAATA
ACAGAATTAC
CTGTTGTAGC
TTTTCACTGT
TGGGGTTGGT
TGACAGCTGT
TCCCTAGTGA
TTCCTCATGG
ATGGCTTGCT
TCATTCTTGC
CTCGGARACA
AGATGGCARAR
AACRAGTGTA
AGATCCCTGA
TCGCCTTCTG
ACCTCTTITGG
ACGTTTGCAC
GATTTAATGA
CTGGAACTTC
ARGCCTTTGA
CCACATACAA
GGCTTGCAGA
ATGAGAGCAT
GGCTTTATAR
GAAGARRAGCT
TARRRTGARR
GAARAARART
CAGAGTAATA
CTGAGTCATC
ATGCAGCCTT

46

ACARGAAGGA
ACTAACTAAT
CTTARAGATC
AGTCTTCTCT
TACCCAGAAT
TARAATCTAR
GGAACCTGTG
TACATACRGC
CTGGAATTAC
ATTATTGTGC
AACTTCTCAC
TTTTCAGGAG
TGTCGTTCAC
GCACAGAGAG
TCTCTAGAAG
GGGGGGTGCA
AGARAATGAG
GGGTTTAATA
GGGCTCTGAA
CATGCTGGCT
TTCAGCTCTT
TGAACAAGARA
GCATTTCTCT
CAGTACACAT
TATGAATTAC
ATCTATTCTG
GTAGTGTGCA
AARRRTAGTCA
TTTGCTCTTT
GAAARGTATC
TGGGACAGTT
TGGTTTTGAA
TTTAAAMCTA
CTRACCATAGR
TCTGCTGTTT
GGTCTGTTTG
GGATCCAGAR
GGAATACCTA
GAGGRAGAAC
GGCAGATTCT
TGATGCTGGT
TAAGACACTC
ATATGACCTA
TTATGTGGGT
GCTGGCTAAA
TACTAGCCCT
AGACARAGRA
TCATGTCATA
GAGAARATTTA
TGTGCARRAC
CTGGGGAAGC
TGTGAAGGAC
TGTCTACGAC
TCCGGAATGG
TAAGATTATT
GARARACTCT
AGTATGTTAT
CAGARAGARAR
CTGGTAACTC
ACRCTGARRR
CCRATTAAGC

TCARATGARR
ARTTGCTAAT
CCATTATCTG
CCCATCCAAC
TAARARCTAR
CCCARATCCCA
GGTGGGTCAC
TAGAAAGCTG
CTTCTCTCTA
TATGTGTTGT
CTGTGTATGC
GCTTATTCTT
TATCTGATAT
CAARATCATG
TTTAATTCCT
TAAARCGTATA
ARARRTGTGT
CAGAARRATCC
GGACTTCTGA
CCARAMAGCTG
TATAATAGAR
TTCATTCAGT
TCTGTCTGAA
GCATATCTTT
ATGCGTGTCT
CCATCACCAA
ACARACAGAT
GCAAGCCTCT
GAATTTCCAG
AATGAATTCT
TGCTACCCARA
CATGCACATG
CTTGTTAACA
GTACCCTGCA
GCTCTAGACA
GTTCTCTGGA
ACARACATGA
GTTGAGACAG
CATTCTGACA
AGTARCTGGG
TTTGACGTGT
TCAGTTTCTC
CCAGCTTCCA
CATTCTCAAG
AGGATTAARA
ATGGCCAARC
TTTCTTCCCC
CTGAAGGAGC
AATATGTCTA
ATGTTACACT
AGTGCCAAGA
ATGCTTGTGC
GTCAATATCT
GAGCATCTTG
AATCTAATGA
GTCCCTTCCA
CTGCTGCATC
TTACACTGTG
ATGGATGAAG
ATGCRACCTG
CAGATATCTG

CAGACTTCTG
TATGTTTTCC
GTTGTAACTG
AGTCCTGATG
TATTTGCTCT
TTARAATGATT
AATTCAGACT
TATTGCCTTT
TATTAGCTCT
ATCTTTAAGG
ATTCTGCACT
TGTGCTTAAA
GCTTTGCAGT
GTGTTCAGTG
GCRAAGTGCA
TTCTTACAAT
GTGTGTATAC
RAATCCTGAGG
CTTTCACAGA
TGCTTTATAT
ACAGACRAGAR
GGCTCTGTTT
TGTCACCACT
GAGCAAMGCA
TTCTCCTAGA
AACARAGGTA
ATTTCTCTAC
GCTTTCTCAT
TTTTGCAAGC
AGCTTTCACT
ARGACRACTG
AGAGGTGGAT
TTTRATTGCC
TGGTACTATG
ACTCAGAGTT
CCCTGCATTC
ATGTCAGTGA
AAGATGGATA
AAGGTCCCAA
TCACAAACCT
GGATGGGCAA
AGGATGAATT
TTAACTTCAT
GCACCACTAT
TGTTTTTTGC
TGGGACGACT
AGAGTGCGTT
TCTGTGGAAR
GAGTGGATGT
GGAGCCAGGC
ATTATTTTCA
CGACTGCAGT
TACTGACTCA
ACTTCATTIG
GGAARTATCA
ACARGACCCA
CAGACTTCAT
AGARCAGGTG
GCTTAAGGGA
ATACATCAGC
TATGACCAAG
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CTGCTCCAGAR
TCCTATGCTG
GACTTCCTARA
CRATCATGGT
TRTGTRAATGG
AAGCAAACAC
CCCCAAAACC
BAGRGRGCGCC
AAGCAACCCT
GGTTTTCCCG
TGATCCACCG
TCAGTCGTCG
TGGCCCCCTG
CCCCCTICTAC
GCCACGCCGC
GCCTTCTGCT
CAGGTGCACA
ARATACARTA
TGTTGCCTTC
GGCATGCACG
CATGTTGCAR

(SEQ ID NO:7)

ATTAGTCACT
ACARRGGCAAT
AGATGCATTA
ATGTTGGCAA
GTCTTGTGAR
TTTTCACTTG
AATCCCCAGG
GCGGTARATGG
TCCTTTTGTA
CAATAGGTCT
GGCGACCGGA
GGCTTCCTTC
CAGTAGGGCT
TAGGGTCATC
CTGTGGCCGA
TCATGCATGT
CCAATGTGGT
TCTCTGCAAT
CTAARCARGGC
GIGCTTTTTC
GACTACRAGA

ES 2627535713

CRARATCTCT
TGCTTGTTCT
TARRRATCTT
ATATGGTATA
TGTGCTCTTT
TAGTATTTGA
TTTTTAACTC
GATCCCAGGA
ACAGGGACAR
TACACGCGGA
ATCRCGCAGA
CCGTCTTCCA
CCCTCCGACG
GTCCGCTCCC
CCACTATTCC
GCTCGTAGTC
GAATGGTCAA
GCGGAATTCA
ACGATCATAC
TCTCCTTATA
GTATTGCATA

Figura 5
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CAGATTAAAT
CTGTGTTCCT
ATAATTCACA
TTACTATTCA
TGTTCCTITA
AGGTACCGGA
TCCCGATTTT
CCCCGGGGAA
CATAGCCCCT
CGARATCACC
GCAACCGGAA
ACGACTCTCT
CCACTCAGCT
CGAATARGCG
CTAACGATCA
GTCAGGGAAT
ATGGCGTTTA
GTGGTTCGTC
CACGATCATA
AGGCATGTTG
AGACTACATT

TATCRACTGT
GATACTACAR
TTTCTCCCTA
AATTGTTTTC
ATCATRATAAL
TCTCGAGCCG
CCRAGTACCA
TATAAGTCTG
ATTTCCTTCT
TTTATGACGG
TCACGCCTGG
GAGTTCTCGG
TCTGCCCTCC
AGACGGATGA
CGTCGGGGTC
CRACGGTCCG
TTGTATCGAG
CAATCCGTGT
CCACCTTACT
CTAACTCATC

CACCAACCAT
GGCTCTTCCT
ARCTTTGACT
CTTGTACCCA
ARACATGTTT
CCTTCAATGC
TAGCCCGCTG
AGGGGGACGT
TAGAAGGAGA
CTTCCATGCT
GGTGGACCGC
TAGGGTATGT
TAAGCCGCAG
GGACAGGATC
ACCRAATGAR
GCCATCAACC
CTAGGCACTT
TAGACCCGTC
CCCACCAATC
GTTACATAAG



ES 2627535713

Secuencia de ADN de PALVIN-OV-1.1-1 (10762 Ipb)

Caracteristica

Stuffer

OV 3'UTR

CDS gag parcial

LTR

Gen de resistencia a ampicilina
SIN LTR

Promotor de OV

Intron

ATG de ovoalbimina o POI

pay

nnnnnnnnnn nnhnnnnnnn

41 nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn
121 nnnonnnnnn nnnnnnnnnn
181 NNOANNNNONND nnnnnnnnnn
241 NNONNNNNNN nnnnnnnnnn
201 nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn
36l nnnnnnnnnn nonnnnnnnnn
421 NNNONNnnNnn nnnnnnnnnn
481 NNNNNNnnnn nnnnnnnnnn
541 nNNNnnnnnn  nnnnnnnnnn
501 NNNONNNNNN DNNOnnnnnn
8ol NNONNNNNNN Nnnnnnnnnn
721 NNNNNNNNNN  NNNNNNNnnnn
781 nnnnnnnnnn  nhnnnnnnnn
841 nnnonnnnnnn nnnononnnnonnn
SOE nnnonnnnnn nnnonnonnnnnnn

oA
i
-

nnonnnnnnnn  nnoononnnn
nnonnnnnnnn  nnonononnonnn
nnnnnnnnnn nnonnnnnonnn
nnnonnnnnnn nnnonnnnnnn
nnonnnnnnn nnnonnnnnnn

120
2

61 nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
121 nnnonnnnnn nnnononnnnnnn
331 nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn

1443 NNONNNONONN NNONnnnnnn
1501 NNONNNNNANN nnnnnnnnnn
1561 nnnonnnnnn nnnnnnnnnn
36- nnonnnnnnn nnonnnrnnnnn
168l NNANNNNANN nnannnnnnn
i741 NNNNNNNONNn nnnnnnnnnn

101 NNNNNnnnnn  nnnnnnnnnn
.ﬁl nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn

H ) NNONNNONONN NNNNnnnnnn
15981 NNNNNNNNNN  NNNnnnnnnn
2041 nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn
2101 NNONNNNONN nnAnnnnnnn

e

4

3

2
w
*)

nnnnNnnnnnn  nnnnnnnnnn
NNNNNnnnnn  nnnnnnnnnn
NNNNONnnnnn  nnnnnnnnnn
NONONONNNNnD Nnnnnnnnnn
NNNONNNNNAN  ONNNNNNNNN
nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
nnnonnnnnnn  nnnonnnnnnn
nnnonnnnnnn nnononnnnnnn
nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn
TGARAARCTC TGTCCCTITCC

Localizacion (phb)
1-2734

2750-3423
3435-3688 |(cadena complementaria)

3986-4331 (cadena complementaria)
5795-6652 (cadena complementaria)

7434-7606 (cadena complementaria)
7975-9106

9154-10742

10760-10762

Nnnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnhnnnnnn
nnnnnnnnnn nonnnnnnonn nnnnonnnnn
NNONNONNNN OOONOONONGD ONNNOOANNnoo
NNNNNNNNNNn nNNOnnnnnnn nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn nnnnnonnonn nnnnnnnnnn
NnNonnnnnnn nonnnnnonn nnnnnnnnnn
NNONNNNNnNn nNonnnnonn nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn nnnonononnnnn onnnoonnnn
NNnNnnnnnn nnnnnnnonn nnnnnnnnnn
NNnOnnnnnn Onnnnonnonn nnnnnnnnnn
NNONNONNNN OOONOONONND ONNNOONNNnonon
NNNNNNnnnn nnnnnonnnn nnnnnnnnnn
NNNONNnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
NNOnnNnnnnn nonnnnnonn nnnnnnnnnn
nnnnonnnnnn nnnonononnnnn onnnononnnn
nnnnnnnnnn nnnnonnnnn  onnnononnnnn
nnnnnnnnnn nnnnnnnonn nnnnonnnnn
NNONNNNNNN OOONOONOND ONONOOANNnoo
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnononnnr
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn  nonnnnononnnnr
Nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
NNONNNNOnNn nNnnnnnonn nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn nnnonononnnnn onnnoonnnn
nnnnnnnnnn nnnnononnnrnn onnnoonnnrn
NNNNNNNNNn nNNONNONnnn  nnnnnnnnnn
NNNNNNnnnn nnnnnonnnn nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnononnnnr
nnnnnnnnnn nnnnnononnnn  nnonnnonninnrn
NNnNNnnnnn nnnnnonnnnn nnnnnnnnnn
NNNONNNnnn nNnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn nnnnnnnonn nnnnonnnnn
nnnnnnnnnn nnnnonnnnn onnnoonnnnr
NNNNNNNNNn nnonnnnnnn nnnnnnnnnn
NNNONNnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
Nnnnnnnnnnn nonnnnnnonn nnnnnnnnnn
NNNNNNnnnn nnnnnonnnonn nnnnnnnnnn
NNnnnNnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
Nnnnnnnnnn nnnnnononn nnnnonnnnn
NNOONNnnnn ONOnnonnnn nnnnnonnnon
NNOONONNNNn ONONNNNONNn ONnnonnnonn
NNNNNNNNNn nnonnnnnnn nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn
NNOnnNnnnnn nonnnnnonn nnnnnnnnnn
nnonnnnnnnn  nnnonoonnnn onnnoonnnn
nnnnnnnnnn nnnonononnnrnn onnnoonnnn
nnnnnnnnnn nnnnnTTCGA AGCGGCCGCA
AACARAGACCC AGAGCACTGT AGTATCAGGG

48

nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnonnnnn
nnnnnnnnnrn
NNNNNOnNnno
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnon
nnnnnonnnnn
nnnnnonnnnn
nnnnnnnnnon
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnrnn
nnnnnonnnrn
nnnnnnnnnrn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnrn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnrn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnrnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnrnn
nnnnnnnnrn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnon
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
AGRAGARAGC
GTAAAATGAR
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ARGTATGTTA
TCAGAAAGARRA
ACTGGTAACT
CACACTGAAR
TCCAATTARAG
TCAGATTAAA
TCTGTGTTCC
TATRAATTCAC
ATTACTATTC
TTGTTCCTTT
ARGGTACCGG
CTCCCGATTT
ACCCCGGGGA
ACATAGCCCC
ACGAAATCAC
AGCAACCGGA
ARCGACTCTC
GCCACTCAGC
CCGAATAAGC
CCTAACGATC
CGTCAGGGAR
ARTGGCGTTT
AGTGGTTCGT
CCACGATCAT
AAGGCATGTT
ARGACTACAT
ARCCGCGTAC
CCTTGCCCGT
TTCCTAGCAG
ACTATTCAGC
CGTAATCATG
ACATACGAGC
CATTAATTGC
ATTAATGAAT
CCTCGCTCAC
CARAGGCGGT
CARRRGGCCA
GGCTCCGCCC
CGACAGGACT
TTCCGACCCT
TTTCTCATAG
GCTGTGTGCA
TTGAGTCCRA
TTAGCAGAGC
GCTACACTAG
ARRGAGTTGG
TTTGCAAGCA
CTACGGGGTC
TATCAAADAG
ARMGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
GCTCACCGGC
GTGGTCCTGC
TAAGTAGTTC
TGTCACGCTC
TTACATGATC
TCAGAAGTAR
TTACTGTCAT
TCTGAGAATA
CCGCGCCACA

ES 2627535713

TCTGCTGCAT
ATTACACTGT
CATGGATGAA
AATGCAACCT
CCAGATATCT
TTATCAARCTG
TGATACTACA
ATTTCTCCCT
ARATTGTTTT
AATCATAATA
ATCTCGAGCC
TCCAAGTACC
ATATAAGTCT
TATTTCCTTC
CTTTATGACG
ATCACGCCTG
TGAGTTCTCG
TTCTGCCCTC
GAGACGGATG
ACGTCGGGGT
TCAACGGTCC
ATTGTATCGA
CCARTCCGTG
ACCACCTTAC
GCTAACTCAT
TTCCCCCTCC
ARCCGARAGCC
TACAARCCCGA
TCATCAGAGC
GACCTCCTAT
GTCATAGCTG
CGGAAGCATA
GTTGCGCTCA
CGGCCAACGC
TGACTCGCTG
ARTACGGTTA
GCARAAGGCC
CCCTGACGAG
ATARAGATAC
GCCGCTTACC
CTCACGCTGT
CGAACCCCCC
CCCGGTRAGA
GAGGTATGTA
AAGGACAGTA
TAGCTCTTGA
GCAGATTACG
TGACGCTCAG
GATCTTCACC
TGAGTAARACT
CTGTCTATTT
GGAGGGCTTA
TCCAGATTTA
AACTTTATCC
GCCAGTTAAT
GTCGTTTGGET
CCCCATGTTG
GTTGGCCGCA
GCCATCCGTA
GTGTATGCGG
TAGCAGRACT

CCAGACTTCA
GAGAACAGGT
GGCTTAAGGG
GATACATCAG
GTATGACCARA
TCACCAACCA
AGGCTCTTCC
AARCTTTGRC
CCTTGTACCC
ARBACATGTT
GCCTTCAATG
ATAGCCCGCT
GAGGGGGACG
TTAGRAGGAG
GCTTCCATGC
GGGTGGACCG
GTAGGGTATG
CTAAGCCGCA
AGGACAGGAT
CACCARATGA
GGCCATCAAC
GCTAGGCACT
TTAGACCCGT
TCCCACCAAT
CGTTACATAR
CTATGCAARAA
CCGCTTTTCG
TTCGCAAGCC
TACAGAAGAT
ATTCCGCGTG
TTTCCTGTGT
AAGTGTARRG
CTGCCCGCTT
GCGGGGAGAG
CGCTCGGTCG
TCCACAGAAT
AGGARACCGTA
CATCACAAAA
CAGGCGTTTC
GGATACCTGT
AGGTATCTCA
GTTCAGCCCG
CACGACTTAT
GGCGGTGCTA
TTTGGTATCT
TCCGGCARAC
CGCAGAAAMR
TGGAACGARA
TAGATCCTTT
TGGTCTGACA
CGTTCATCCA
CCATCTGGCC
TCAGCAATARA
GCCTCCATCC
AGTTTGCGCA
ATGGCTTCAT
TGCARRAMMG
GTGTTATCAC
AGATGCTTTT
CGACCGAGTT
TTAARAGTGC

49

TARRAGCTGG
GCRATTCACT
AARTGAAATTG
CAGAAGGTTT
GCTGCTCCAG
TTCCTATGCT
TGACTTCCTA
TCRATCATGG
ATATGTAATG
TARGCAAACHE
CCCCCAAAAC
GAGAGAGCGC
TAAGCAACCC
AGGTTTTCCC
TTGATCCACC
CTCAGTCGTC
TTGGCCCCCT
GCCCCCTCTA
CGCCACGCCG
AGCCTTCTGC
CCAGGTGCAC
TAARATACAAT
CTGTTGCCTT
CGGCATGCAC
GCATGTTGCA
GCGAAACTAC
CCTAAACATG
TTGCCCTCCC
ACTCTATGCT
CCAGCCGATC
GAAATTGTTA
CCTGGGGTGC
TCCAGTCGGG
GCGGTTTGCG
TTCGGCTGCG
CAGGGGATAR
ARARGGCCGC
ATCGACGCTC
CCCCTGGAAG
CCGCCTTTCT
GTTCGGTGTA
ACCGCTGCGC
CGCCACTGGC
CAGAGTTCTT
GCGCTCTGCT
ARACCACCGC
AAGGATCTCA
ACTCACGTTA
TAAATTARAR
GTTACCARTG
TAGTTGCCTG
CCAGTGCTGC
ACCAGCCAGC
AGTCTATTARA
ACGTTGTTGC
TCAGCTCCGG
CGGTTAGCTC
TCATGGTTAT
CTGTGACTGG
GCTCTTGCCC
TCATCATTGG

AGCTTAATCT
TTTCCTTTAC
GACTCACAGT
ATGGGGGARAR
AATTAGTCAC
GACAAGGCAR
AAGATGCATT
TATGTTGGCA
GGICTTGTGA
CTTTTCACTT
CAATCCCCAG
CGCGGTAATG
TTCCTTTTGT
GCAATAGGTC
GGGCGACCGG
GGGCTTCCTT
GCAGTAGGGC
CTAGGGTCAT
CCTGTGGCCG
TTCATGCATG
ACCRATGTGG
ATCTCTGCAA
CCTAACAAGG
GGTGCTTTTT
AGACTACAAG
TATATCCTGA
CTATTGTCCC
CACATTATCC
GTAGCCAAGT
AATTACCAAT
TCCGCTCACA
CTAATGAGTG
ARACCTGTCG
TATTGGGCGC
GCGAGCGGTA
CGCAGGARAG
GTTGCTGGCG
AAGTCAGAGG
CTCCCTCGTG
CCCTTCGGGA
GGTCGTTCGC
CTTATCCGGT
AGCAGCCACT
GAAGTGGTGG
GAAGCCAGTT
TGGTAGCGGT
AGAAGATCCT
AGGGATTTTG
ATGAAGTTTT
CTTAATCAGT
ACTCCCCGTC
AATGATACCG
CGGAAGGGCC
TTGTTGCCGG
CATTGCTACA
TTCCCAACGA
CTTCGGTCCT
GGCAGCACTG
TGAGTACTCA
GGCGTCAATA
ARAACGTTCT

AGAARADABAR
ACAGAGTAAT
ACTGAGTCAT
ARTGCAGCCT
TCARRATCTC
TTGCTTGTTC
ATAARAATCT
ARTATGGTAT
ATGTGCTCTT
GTAGTATTTG
GTTTTTAACT
GGATCCCAGG
ARCAGGGACA
TTRCACGCGG
ARTCACGCAG
CCCGTCTTCC
TCCCTCCGAC
CGTCCGCTCC
ACCACTATTC
TGCTCGTAGT
TGRATGGTCA
TGCGGAATTC
CACGATCATA
CTCTCCTTAT
AGTATTGCAT
GGGGACTCCT
CTCAGTCARAG
GTAGCATTAT
CTACAAGTTT
GCGCGCTTGG
ATTCCACRCA
AGCTAACTCA
TGCCAGCTGC
TCTTCCGCTT
TCAGCTCACT
ALCATGTGAG
TTTTTCCATA
TGGCGAARCC
CGCTCTCCTG
AGCGTGGCGC
TCCAAGCTGG
ARCTATCGTC
GGTAACAGGA
CCTAACTACG
ACCTTCGGAA
GGTTTTTTTG
TTGATCTTTT
GTCATGAGAT
AMRATCAATCT
GAGGCACCTA
GTGTAGATAA
CGAGACCCAC
GAGCGCAGAA
GAAGCTAGAG
GGCATCGTGG
TCAAGGCGAG
CCGATCGTTG
CATAATTCTC
ACCAAGTCAT
CGGGATAATA
TCGGGGCGAA
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ARCTCTCARG
ACTGATCTTC
ARRATGCCGC
TTTTTCAATA
AATGTATTTA
CTGACGCGCC
CCGCTACACT
CCACGTTCGC
TTAGTGCTTT
GGCCATCGCC
GTGGACTCTT
TATAAGGGAT
TTAACGCGAA
CAACTGTTGG
GGGATGTGCT
TAAARCGACG
CCTTCTGCTT
AGGTGCACAC
ARTACAATAT
CARRAGCGAR
TTTCGCCTAR
ARGCCTTGCC
ARGATACTCT
GCGTGCCAGC
TACGCTCTTC
TCCTCAGACT
GGAGAGAARC
TCTGCTTAAC
TTTCCCCCAT
TGTCAATTCT
TGTATATTAT
CTGTCATCTG
ATATCATARA
GTATCCTCAG
TATTCCARACT
CACATGCACG
CTCATTTATG
TGAAACAGAC
CTAATTATGT
ATCTGGTTGT
CCAACAGTCC
ACTAATATTT
TCCCATTARR
GTCACARATTC
AGCTGTATTG
CTCTATATTA
GTTGTATCTT
TATGCATTCT
TTCTTTGTGC
GATATGCTTT
TCATGGTGTT
TTCCTGCAAA
GTATATTCTT
TGTGTGTGTG
ARTCCAATCC
TCTGACTTTC
AGCTGTGCTT
TAGAAACAGA
TCAGTGGCTC
CTGAARTGTCAR
TCTTTGAGCA

ES 2627535713

GATCTTACCG
AGCATCTTTT
ARARMAGGGA
TTATTGAAGC
GAARARRTAAR
CTGTAGCGGC
TGCCAGCGCC
CGGCTTTCCC
ACGGCACCTC
CTGATAGACG
GTTCCARACT
TTTGCCGATT
TTTTAACAAR
GARGGGCGAT
GCRAGGCGAT
GCCAGTGAGC
CATGCATGTG
CAATGTGGTG
CTCTGCAATG
ACTACTATAT
ACATGCTATT
CTCCCCACAT
ATGCTGTAGC
CGATCRATTA
TTTCGGGCTG
TGGCAAGGAG
ARARGARART
AGAGATTGCA
TTTTAAATCA
ATTATTTCAR
GATTGTCCCT
CCAGGCCATT
CACATTTGAR
ARTARARMGTT
ATAGGAARGA
CTTCTTTATT
TCCTGTCTAG
TTCTGGTCTG
TTTCCATCTC
AACTGARAGCT
TGATGGATTA
GCTCTCCATT
TGATTTCTAT
AGRCTATATA
CCTTTAGCAG
GCTCTTACTT
TAAGGGTGARA
GCACTATTTT
TTAARRTATG
GCAGTTTGCT
CAGTGAATTC
GTGCAGCTGC
ACAATAATAG
TATACTCACA
TGAGGCCCCA
ACAGATTATA
TATATARGCA
CAGAACARGT
TGTTTTATAG
CCACTARARAT
AAGCARACCA

CTGTTGAGAT
ACTTTCACCA
ATAAGGGCGA
ATTTATCAGG
CARMATAGGGG
GCATTAAGCG
CTAGCGCCCG
CGTCRAGCTC
GACCCCARRA
GTTTTTCGCC
GGAACARCAC
TCGGCCTATT
ATATTAACGC
CGGTGCGGGET
TAAGTTGGGT
GCGTATTCCC
CTCGTAGTCG
AATGGTCAARA
CGGAATTCAG
CCTGAGGGGA
GTCCCCTCAG
TATCCGTAGC
CAAGTCTACA
CCAATCCARC
CTTATAAGCC
AATGTAGATT
GGCACTGACT
GTGATCTCTA
ARCAGTGCTT
TACAGAACAR
CGAACCATGA
AAGTTATTCA
ATTGAGTATT
TGTTATAARG
ARGTGTGTCT
TCTCCTATTT
CGTGGCTCAG
TTACTACAAC
CAAGGTTCCC
CARATGGAACA
GCAGAACAGG
CRATCCRARD
GGTGTCAARG
TTCCCCAGGG
TCAAGCTCGA
GCACCTARAC
GTACCTGCGT
ATTATGTGTA
TTTTTAATTT
TGATTAACTT
TGGGGAGTTA
TGATCACTAC
ATACATGTGA
CACGTGGTCA
GCACTCAGTA
TAAATCTCAG
CARCTGGCTAT
ATARATCTTC
TAAACATTGC
TTAACTCCAC
TACCTGAAMG

50

CCAGTTCGAT
GCGTTTCTGG
CACGGAAATG
GTTATTGTCT
TTCCGCGCAC
CGGCGGGETGT
CTCCTTTCGC
TARARTCGGGG
AACTTGATTA
CTTTGACGTT
TCAACCCTAT
GGTTAAARAA
TTACAATTTC
CTCTTCGCTA
ARCGCCAGGG
TARCGATCAC
TCAGGGAATC
TGGCGTTTAT
TGGTTCGTCC
CTCCTAACCG
TCRAGCCTTG
ATTATTTCCT
AGTTTACTAT
CAGCTATCAC
TCCTGTAATT
TCCACAGTAT
ARRCTTCAGC
TGTATGTCCT
TACAGAGGTC
TAGCTTCTAT
ACACTCCTCC
TGGAAGATCT
GTTTTGCATT
CATTCACACC
GCTCTTCACT
TGTCAAGRAR
ATGCACATTG
CATAGTAATA
ACATTTTTCT
TGAGCAATAT
CAGAAARACAC
TGGACCTATT
GTCAAACTTC
CTCRGCCRGT
AAGGTAAGCA
TTTAARRRAT
GATACCCCCT
AARAGCTTTGT
CAGAACATCT
CTRGCCCTAC
TTTTAATGTG
ACAAGATAAA
ACTTATATAC
GTRAAARACTT
CGCATATARA
GAAAGCARACT
ACAATAGTTG
TATTGGTCTA
TATTTTATCA
AGARAGTTTA
TGCAATAGAG

GTAACCCACT
GTGAGCARRA
TTGAATACTC
CATGAGCGGA
ATTTCCCCGA
GGTGGTTACG
TTTCTTCCCT
GCTCCCTTTA
GGGTGATGGT
GGAGTCCACG
CTCGGTCTAT
TGAGCTGATT
CATTCGCCAT
TTACGCCAGC
TTTTCCCAGT
GTCGGGGTCA
AACGGTCCGG
TGTATCGAGC
AATCCGTCCC
CGTACARACCG
CCCGTTACAR
AGCAGTCATC
TCAGCGACCT
ACGGAATACA
TTTTTATATT
ATATGTTTTC
TAGTGGTATA
GAAGAATTAT
AGAATGGTTT
AACTGAAATA
AGCTGRATTT
TTGAGGAACA
GTATGGAGCT
CATARRAAGR
CTAGTCTCAG
ATARTRAGGTC
TACATACARAG
AGCACACTAA
GTTTTCTTAA
TTCCCAGTCT
ATTGTTACCC
GARRCTAARR
TGAAGGGAAC
GTCTGTACAT
ACTCTCTGGA
TAACAATTAT
ATARBARCTT
GTTTGTTTTC
TATCCTGTCG
AGAGTGCACA
AARRTTCTCT
ARTGTGGGGG
AGARRRGADR
TTGAGGGGTT
GGGCTGGGCT
AGATTCATGC
TACAGTTCAG
TGTCATGAAC
TGTCTGCATT
TACTACAGTA
CAGARTATGA

CGTGCACCCA
ACAGGRAGGC
ATACTCTTCC
TACATATTTG
ARMGTGCCAC
CGCAGCGTGA
TCCTTTCTCG
GGGTTCCGAT
TCACGTAGTG
TTCTTTAATA
TCTTTTGATT
TAACAARARAT
TCAGGCTGCG
TGGCGARRGG
CACGACGTTG
CCAAATGAAG
CCATCARCCC
TAGGCACTTA
CCTCCCTATG
ARGCCCCGCT
CCCGATTCGC
AGAGCTACAG
CCTATATTCC
AGRACTCGCC
CCTCGTTAAG
ACAARAGGAA
GGAAAGTARAT
GTTGTACTTT
CTTTACTGTT
TATTTGCTAT
CACARATTCCT
CTGCRAGTTC
ATGTTTTGCT
TAGATTTRAR
TTGGCTCCTT
AAGTCTTGTT
ARGGATCARAR
CTAATAATTG
AGATCCCATT
TCTCTCCCAT
AGAATTAARA
TCTARCCCAA
CTGTGGGTGG
ACAGCTAGAA
ATTACCTTCT
TGTGCTATGT
CTCACCTGTG
AGGAGGCTTA
TTCACTATCT
GAGAGCRARAR
AGAAGTTTAA
GTGCATARAC
ATGAGARMAL
TAATACAGARA
CTGARGGACT
TGGCTCCARR
CTCTTTATARA
AAGAATTCAT
TCTCTTCTGT
CACATGCATA
ATTACATGCG



TGTCTTTCTC
ACCAARMRMCAR
CAGATATTTC
CCTCTGCTTT
TCCAGTTTTG
ATTCTAGCTT
CCCAAMAGAC
ACATGAGAGG
TAACATTTAR
CTGCATGGTA
BGACRACTCA

(SEQ ID NO:8)

ES 2627535713

CTAGACTACA
AGGTAAARAT
TCTACATTTA
CTCATATATC
CAAGCCTATC
TCACTGARACA
AACTGRATGC
TGGATATAGC
TTGCCTAARR
CTATGTACAG
GAGTTCACCA

TGACCCCATA
ACTTTTGAAG
TTTTTAGGGA
TGTCCARACC
AGATTGTGTT
AAAATATGTA
ARATACATAR
ARACAGACACA
ACTGCTCGTAR
CATTCCATCC
TG

Figura 6
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TARATTACAT
ATCTACTCAT
ATARRARTAR
TAARGTTTAC
TTARTCAGAG
GAGGCARACTG
ATAGATTTAT
TTACCACAGAR
ATTTACTGTT
TTACATTTTC

TCCTTATCTA
AGCARAGTAGT
GAAATARARAT
TGARATTTGC
GTACTGAARR
GCTTCTGGGA
GAATATGGTT
ATTACTTTAR
GTAGCCTACC
ACTGTTCTGC

TTCTGCCATC
GTGCAACAAR
AGTCAGCAAG
TCTTTGAATT
GTATCAATGA
CAGTTTGCTA
TTGARCATGC
AACTACTTGT
ATAGAGTACC
TGTTTGCTCT
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Secuencia de ADN del adaptador de SBC102 (242 pb)

Caracteristica

De gende OV
CDS parcial de hLAL

121
igl

241

CCCGGGTTGT
ATAGAGTACC
TGTTTGCTCT
GTTTGGTTCT
CT

(SEQ.ID NO:9)

TAACATTTAR
CTGCATGGTA
AGACAACTCA
CTGGACCCTG

Localizacién (pb)

1-149

150-242

TTGCCTARAR
CTATGTACAG
GAGTTCACCA
CATTCCGAGG

Figura 7
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ACTGCTCGTA
CATTCCATCC
TGARAATGCG
GGTCCGGAGG

ATTTACTGTT
TTACATTTIC
GTTCTTGGGG
GARRCTGACA

GTAGCCTACC
ACTGTTICTGC
TTGGTGGTCT
GCTGTGGATC
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Secuencia de ADN deSyn SBC102 (1575 pb)

Localizacidon (ph)

Ped padk ped fead
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CCATTATCTG
CCCATCCAAC
TARRRARCTAR
CCCAATCCCA
GGTGGGTCAC
TAGRARGCTG
ARTGCGGTIC
CGGAGGGAALR
TTACTGGGGA
CCTTAACCGA
CTTCCTGCAR
CAGCCTGGGC
ARATACCTGG
CAGTTATGAT
GACTGGCCAA
AGCATTTTCA
TGTGGCTTCC
TCTCATTARAG
GCTGGGTACC
TCTTCTGTGT
ACATTCTCCT
CCAARAGTTT
GRGTTATCCT
GGGTCACGAC
CITGGTGTTC
TGCCCCTTGG
AGCGGCCGCC

GTTGTRARCTG
AGTCCTGATG
TATTTGCTCT
TTAARATGATT
AATTCAGACT
TATTGCCTTT
TIGGGGTTGG
CTGACAGCTG
TTCCCTAGTG
ATTCCTCATG
CATGGCTTGC
TTCATTCTTG
TCTCGGARAC
GAGATGGCAA
GARCAAGTGT
CAGATCCCTG
GTCGCCTTCT
GACCTCTTTG
CACGTTTGCA
GGATTTRATG
GCTGGARCTT
CAAGCCTTTG
CCCACATACA
TGGCTTGCAG
CATGAGAGCA
AGGCTTTATA
CCGGG

(SEQ ID NO:10)

1-355
356-1575

ARGCTCARATG
GATTAGCAGA
CCATTCAATC
TCTATGGTGT
ATATATTCCC
AGCAGTCAAG
TGGTCTGTTT
TGGATCCTGA
AGGAATACCT
GGAGGARGARA
TGGCAGATTC
CTGATGCTGG
ATAAGACACT
AATATGACCT
ATTATGTGGG
AGCTGGCTAA
GTACTAGCCC
GAGACARARGA
CTCATGTCAT
AGAGAAATTT
CTGTGCARRAR
ACTGGGGAAG
ATGTGAAGGA
ATGTCTACGA
TTCCGGAATG
ATAAGATTAT

Figura 8
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GAACATGAGC
ACAGGCAGRA
CAARATGGAC
CRARGGTCARA
CAGGGCTCAG
CTCGAAAGAC
GGTICTCTGG
RACRRRCATG
AGTTGAGACA
CCATTCTGAC
TAGTAACTGG
TTTTGACGTG
CTCAGTTTCT
ACCAGCTTCC
TCATTCTCAA
AAGGATTARA
TATGGCCARAA
ATTTCTTCCC
ACTGAAGGAG
AALTRTGTCT
CATGTTACAC
CAGTGCCAAG
CATGCTTGTG
CGTCAATATC
GGAGCATCTT
TAATCTAATG

AATRATTTCCC
AACACATTGT
CTATTGARRC
ACTTCTGAAG
CCAGTGTCTG
AACTCAGAGT
ACCCTGCATT
AATGTCAGTG
GAAGATGGAT
ARAGGTCCCA
GTCACARACC
TGGATGGGCA
CAGGATGAAT
ATTARRACTTCA
GGCACCACTA
ATGTTTTTTG
CTGGGACGAC
CAGAGTGCGT
CTCTGTGGAA
LAGAGTGGATG
TGGAGCCAGG
AATTATTTTC
CCGACTGCAG
TTACTGACTC
GACTTCATTT
AGGAAATATC

AGTCTTCTICT
TACCCAGAAT
TAARRTCTAR
GGARCCTGTG
TACATACAGC
TCACCATGAA
CCGAGGGGTIC
ARARTTATCTC
ATATTCTGTG
AACCAGTTGT
TTGCCARCAG
ACAGCAGAGG
TCTGGGCTTT
TTCTGRATAR
TAGGTTTTAT
CCCTGGGTCC
TGCCAGATCA
TTTTGRAAGTG
ATCTCTETTT
TGTATACRRC
CTGTTAAATT
ATTACAACCA
TCTGGRGCGG
AGATCACCAR
GGGGCCTGGA
AGTGATTCGAR



Secuencia de ADN de promotor de OVR1 (2789 pb)
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De la region DSHII del gen de OV

Promotor de OV

i CTCGAGTCTC
TCACATCCARA
TCCCRCAARRA
GGCAATCCAT
TTGCTTCTTIT
AGAGAACART
AATCTCARAGT
CTGGACTTCA
TATTCATGAG
GCAGCAGAGC
ACTATTTGTA
51 GGTARCCTTC
Z1 ARCTATGCARG
GTTCATGGAC
CCTTCTCATC
AAACCACCGG
TCTGCAAGTC
AGTCARAATAG
GATACTATGA
TRAALGTACAR
CCGTGGTCCA
GCTTCAGGGA
TGTAGCAATG
CCCTGAACAG
ATACCATGGG
ACTTCTGTTC
GGGCTGTTTC
TCTTACATAT
GAGAATGTAG
41  RATGGCACTG
GCAGTGATCT
TCRAARCAGTG
CARTARCAGRA
CCTCGAACCA
ATTAARGTTAT
GAAATTGAGT
GTTTGTTATA
AGABAGTGTG
ATTTCTCCTA
TAGCGTGGCT
CTGTTACTAC
CTCCAAGGTT
GCTCRAATGGA
TTAGCAGARC
ATTCAATCCA
TATGGTGTCA
ATATTCCCCA
(SEQ ID NO: 11)

Bk A

B R |

PR

21
81
41
01
&l

TTCAGAATGG
AGGAGCTTGA
CRGCTCAGAG
TCGACATTCA
CCCTCATGAL
TAATGTGCTC
TCTGAGTAGG
TATCCTTTTG
ACTGTTGGTT
CTTAGCTGAC
CTGCTTTGCA
CARCTGCAAG
GTATGCTGAC
AATTTTTGTT
TGACAGARAR
CTACTTCTTG
BRARTGCATAC
AGCAGCTTTA
CAGTGATAAC
GACATAGAGR
TGTATGATARA
CGTTCTGAAG
GAARGGCTGAT
AARAGGGATA
CTGCAGAGGG
TACACCTGGA
TCTCACATTT
TGCTCCTCCT
ATTTCCACAG
RCTARRCTTC
CTATGTATGT
CTTTACAGAG
CAATAGCTTC
TGAACACTCC
TCATGGAAGR
ATTGTTTTGC
AAGCATTCAC
TCTGCTCTTC
TTTTGTCAAG
CAGATGCACA
AACCATAGTA
CCCACATTTT
ACATGAGCAA
AGGCAGARRAR
AARTGGACCT
AAGGTCARAC
GGGCTCAGCC

Localizacién (pb)

7-1658

1658-2789

CACAGCACCG
CCTGATACCT
AGARACCATC
TCTGTGACCT
ARGGCAATTT
CITTCCTRATG
TTTTAGTGAT
GATAAARRGT
TAGGGACAGR
CTTTTCTTGG
CAGCTGTGCT
AAGATTGTTG
ARCRACTATGR
GCTTGCAGCT
GCAGRAATTC
GAGAGGARRMR
ARRACTGETTC
ARRAGCCTTT
TGACATAACT
TGGACGTARA
AAGAGATGAR
GCAGATTTGA
ATTGGAGAAR
TGGAGTTAAR
TCAGAGTGCT
ACACCTCCTG
TCTCACTCAC
GRAGGTRCATC
TATATATGTT
AGCTAGTGGT
CCTGARGAAT
GTCAGRATGG
TATAACTGAR
TCCAGCTGAR
TCTTTGAGGA
ATTGTATGGA
ACCCATRRAAR
ACTICTAGTCT
ARRBATAATAG
TTGTACATAC
ATRAGCACAC
TCIGTTTITCET
TATTTCCCAG
CACATTGTTA
ATTGAAACTA
TTCTGARAGGG
AGTGTCTGT

Figura 9
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CTGCAGRAAR
GATTTTCTTC
ACTGATGGCT
GAGCARRAALATG
CCACACTCAC
TTAALATTGT
TGGATRAGAG
GCTTTTATAA
CCCACRATGA
GACAAGCATT
GGGCAGGGCA
CTTACTCTCT
TGACAGCCTG
GGTCTTCCAT
TCATGCTCCA
ATGGCTTTTA
TGTAGGTCTG
GGGATCATTC
GCATCAATTT
GATGGACATA
GGGARAGGAGA
CTGAATCAGA
TATAARGARAR
ATAARTGTCAC
CCACCATGGG
CCCTCCTCCG
CTCTCCCAAC
TAGCATCGTT
TTCACARAAG
ATRGGARAGT
TATGTTGTAC
TTTCTTTACT
ATATATTTGC
TTTCACAATT
ACACTGCAAG
GCTATGTTTT
AGATAGATTT
CAGTTGGCTC
GTCAAGTCTT
RAGRAGGATC
TARCTRARATAA
TAARGATCCC
TCTTCTCTCC
CCCAGRATTA
AAATCTAACC
AACCTGTGGG

ATGCCAGGTG
ARACAGGGGA
ACAGCACCARA
ATTTATCTCT
AATATGCAAC
AGTGGCRARAG
GCTTTGACCT
CTTTCAGGTC
RATGCCTGGC
GTCAARACAAT
ATCCATTGCC
CTAGACCCCC
TTCTGATCAR
TGGGARAGAG
CACTTARATCT
TAAGACTCAC
GAATCAGGAC
TCATCTTATA
CCTTGATATT
TGACTCAGGT
ATTGAGACTG
TGTACTGTICC
TGGCTGTGAA
AGAACTGAGG
CCTCTCTIGG
CACTGACCTC
TACCATTIGTA
AAGTCCTCAG
GAAGGAGAGA
AATTCTGCTT
TTITTTTCCCC
GTTTGTCAAT
TATTGTATAT
CCTCTGTCAT
TTCATATCAT
GCTGTATCCT
ARATATTCCA
CITCACATGC
GTTCTCATTT
AARTGAARCA
TTGCTARTTA
ATTATCTGGT
CATCCARACAG
RARACTARTA
CAATCCCATT
TGGGTCACAA

GACTATGAAC
ARCAACACRR
GGTATGCAAT
CCATGAATGG
AAAGACARAC
AGGAGAACRA
GTGAGCTCAC
TCCGAGTCTT
ATAGGARAGG
GTGTGACAAR
ACCTATCCCA
ARGTCRARACC
GATCTCATTT
TGTAGTATAT
ACATTGTTTT
ARRRCAARGC
ACTATGTGGA
TTTGCAGCAC
TTATTTGTCT
CTGGACAGGT
TCTAAGAAGG
ARGTCTCATA
CTCARRGTGA
TTTATATGAT
GCTGCAGGGAR
AGTGTCATCA
CAGCAGTTGT
ACTTGGCAAG
AACARRADGAR
ARCAGAGATT
CATTTTTAAAR
TCTATTATTT
TATGATTGTC
CTGCCAGGCC
AARCACATTT
CAGAATARARR
ACTATAGGAR
ACGCTTCTTT
ATGTCCTGTIC
GACTTCTGGT
TGTTTTCCAT
TGTAACTGAA
TCCTGATGGA
TTTGCTCTCC
ARATGATTTC
TTCAGACTAT
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‘Delta Rn vs_ ciclo

Figura 11
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GO XLL109 d 01/29/2009
Gl 1LL7466 Y 08/27/2008
Gl 1LL10409 Y 10/19/2009
Gl 1LL10686 % 10/26/2009
Gl 1LL12058 Y 11/16/2009
Gl 1LL8SZ2 > 09/24/2009
Gz Y Linea de produccién
Gl 1LL9330 7 10/01/2009
G2 Y Linea de produccién
Gl 1LL11217 4 11/02/2008
G2 Y Linea de produccién

Otras gallinas y machos G1

Figura 14
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Procesado de EW

‘ Butil-HIC

Figura 15
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YEYT Y Y

383838

Cuadrado = N-acetil glucosamina

Cuadrado relleno = Manosa-6-fosfato

Circulo = Manosa
Circulo relleno = Galactosa

Triangulo relleno = fucosa

Figura 16
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Figura 20

SBC-102 marcado con Oregon Green LysaTracker Red Imagenes solapadas
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12% + # LAL -/- dosificada con vehiculo (N =3)

10% e 8 LAL -/- dosificada con SBC-102 (N=3) wwes

B LAL +/+ controles (N = 3)

8% -

6%

4% -

proporcion en peso érgano/cuerpo

(%)

2% P RN s s -

0% -
i higado

H - ducdeno
: mesentérico

; - : E
{LAL -/- dosificada con vehiculo (N=3) 11.85% | 0.84% 0.59% 1.11% i {
{LAL+/- dosificada con SBC-102 (N=3) 557% | 0.32% 0.35% 0.48% | 2.00% | 146%
{LAL +/+ controles (N = 3) {475% | 025% :  0.07% 030% | 161% | 138%

RN SRR

Figura 23

68



ES 2627535713

o
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Colesterol (ug/img de tejido

himedo)
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LAL -/-dosificada con (N=3)
vehiculo
N LAL -/- dosificada (N=3)

W LAL +/+ (N=3)

R
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colesterol total
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Incremento del porcentaje en peso
(4 semanas de vida a 8 semanas de vida)

250% -

20
i \\\ =
150% - B .

S0%

9% -

Vehiculo g3 qow 0.35qw fgow fqw  3gew  Sqow  Sqw

Dosis {mghg?i

qow: cada dos semanas
qw: cada semana

Figura 26
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Peso del higado con respecto al porcentaje

del peso corporal

Vehiculo

gowy R3S epe Ty ¥ F gy S e b g

Dosis de SBC-102  [mgkg-i}

qw: cada semana
qow: cada dos
semanas

Figura 27
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qow: cada dos
semanas

qw: cada semana
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Proporcion de aumento de peso

-=
= | — B
p—— o
-- p— p—
— =
|34|35 38 |39 a1 42 45)43]49) 55] 56| 34435 4104245448449 55) 56 34 |35 |38)39]41)42]45] 48] 4] 55] 56| 34 |35]38)39) 4142|5454 499 5 5|
PLACEBO 1mg/kghsemana 5me/ke/semana 5mg/kg/2 semanas
1448 1431 1412 1442

Régimen de dosificacion y nimero ID de
animal

Figura 29
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control de tipo Tratado con SBC-
natural 102

Figura 30
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