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DESCRIPCION
Viriones de virus adenoasociado con capside variante y métodos para su uso
Declaracion segun la investigacion federalmente financiada

Esta invencion se realizé con apoyo del gobierno bajo las subvenciones N° EY016994-02 y EY1018241 otorgadas
por el “National Eye Institute of the National Institutes of Health”. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes

Los fotorreceptores son las primeras neuronas en la retina para recibir y procesar la informacion visual, convirtiendo
la radiacion electromagnética visible en respuestas hiperpolarizadas a través de fototransduccion. La mayoria
aplastante de enfermedades de la retina hereditarias dan como resultado la pérdida de estas células, o bien
directamente, tal como en mutaciones dominantes que afectan al plegamiento de la proteina rodopsina, o
indirectamente, tal como en mutaciones recesivas que afectan a las rutas de reciclado de la retina en el epitelio
pigmentario de la retina (EPR).

VAA pertenece a la familia Parvoviridae y al género Dependovirus, cuyos miembros requieren infeccién conjunta con
un virus auxiliar tal como adenovirus para fomentar la replicacién, VAA establece una infeccion latente en ausencia
de un auxiliar. Los viriones estan compuestos de una capside icosaédrica de 25 nm que rodea un genoma de ADN
de cadena sencilla de 4,9 kb con dos marcos de lectura abiertos; rep y cap. El gen rep no estructural codifica cuatro
proteinas reguladoras esenciales para la replicacion virica, mientras que cap codifica tres proteinas estructurales
(VP1-3) que se ensamblan en una cubierta de la capside 60-mer. Esta capside viral media la capacidad de los
vectores de VAA de superar muchas de las barreras biolégicas de la transduccién viral incluyendo unién a receptor
superficial celular, endocitosis, trafico intracelular, y desempaquetamiento en el nacleo.

Bibliografia

Publicacion de Patente americana N° 2005/0053922; Publicacion de Patente americana N° 2009/0202490; Allocca y
col. (2007) J. Virol. 81:11.372; Boucas y col. (2009) J. Gene Med. 11:1.103. Los viriones de VAA se describieron en
el documento WO 2010/093784; Petrs-Silva y col., Molecular Therapy, vol. 17, n® 3, marzo 2009 paginas 463-471;
Park y col., Gene Therapy, vol. 16 n° 7, julio 2009, paginas 916-926; y Watanabe y col., PLoS ONE, 8 (1), e54146
(2013).

Compendio de la invencion

La presente invencién proporciona un virién de virus adenoasociado recombinante (VAAr), o una composicion
farmacéutica que comprende dicho virién, para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad ocular en un
individuo que lo necesite, en donde la composicidon comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable, y en el
que el virién de virus adenoasociado recombinante comprende: a) una proteina de la capside de VAA variante, en el
que la proteina de la capside de VAA variante comprende una insercion de un péptido en el bucle GH de la proteina
de la capside en relacion con una correspondiente proteina de la capside de VAA parental, en el que la inserciéon
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14),
KAGQANN (SEQ ID NO:15), KDPKTTN (SEQ ID NO: 16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58),
AVDTTKF (SEQ ID NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60); y b) un acido nucleico heterélogo que comprende una
secuencia de nucleétidos codificante de un producto génico; en el que la proteina de la capside variante infecta una
célula retiniana.

La presente descripcién también presenta un nimero de otras realizaciones tratadas mas adelante en el presente
documento. Estas realizaciones de la descripcion se proporcionan a modo de referencia a la presente invencién,
cuyo alcance se define en las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona un modelo tridimensional representativo de VAA2 que contiene un heptamero aleatorio
después del aminoacido 587.

La Figura 2 representa niveles mayores de transduccion intravitrea por la variante 7M8 de VAA2 (derecha), en
relacion con VAA2 (izquierda).

La Figura 3 proporciona imagenes de fluorescencia representativas de criocortes de la retina que muestran la
expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) que resulta de 7M8 que lleva el gen GFP bajo el control del
promotor CAG ubicuo (izquierda) o un promotor de Rho especifico a fotorreceptor (derecha).

La Figura 4 representa células fotorreceptoras GFP* por millén de células retinianas contadas por citometria de
flujo, después de transduccién por 7M8 o por 7M8 que porta 4 mutaciones de tirosina (7m8.4YF).

La Figura 5 proporciona una secuencia de aminoacidos de VP1 de VAA2 (SEQ ID NO:1).

La Figura 6 proporciona secuencias de aminoacidos que corresponden a los aminoacidos 570 a 610 de VAA2
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(Figura 5) de la proteina VP1 de la capside de VAA de diversos serotipos de VAA.

Las Figuras 7A-l representan mejoras estructurales en la retina de ratdon Rslh-/- después de la transferencia
génica.

Las Figuras 8A-D representan rescate funcional de las ondas A y B de electroretinograma después de la
administracion del gen de RS1.

Las Figuras 9A-E representan mejoras constantes en el grosor de la retina medido a los 10 meses después del
tratamiento con 7m8-rho-RS1.

La Figura 10 proporciona una secuencia de aminoacidos de retinosquisina.

La Figura 11 proporciona una secuencia de aminoacidos del factor neurotréfico derivado del cerebro.

La Figura 12 proporciona una secuencia de aminoacidos de EPR65.

Las Figuras 13A-C proporcionan la secuencia de nucleétidos de la construccion 7m8-rho-RS1.

La Figura 14 proporciona una secuencia de aminoacidos de periferina-2.

La Figura 15 proporciona una secuencia de aminoacidos de periferina.

La Figura 16 proporciona una secuencia de aminoacidos de la proteina 1 que interactda con el regulador de la
GTPasa de la retinitis pigmentosa.

Las Figuras 17A-C proporcionan un alineamiento de secuencias de aminoacidos de regiones de bucle IV (bucle
GH) de la proteina de la capside de VAA. Los sitios de insercién se muestran en negrita y subrayados.

Las Figuras 18A-C proporcionan un alineamiento de secuencias de aminoacidos de regiones de bucle GH de la
proteina de la capside de VAA, con inserciones peptidicas heterélogas.

La Figura 19 proporciona una imagen de fluorescencia del fondo que muestra la expresion de GFP en retina
central de primate 9 semanas después de la administracion de 7m8 que lleva GFP bajo el control de un promotor
de conexina 36.

Definiciones

En el presente documento el término “célula retiniana” puede referirse a cualquiera de los tipos celulares que
comprenden la retina, tales como células ganglionares de la retina, células amacrinas, células horizontales, células
bipolares y células fotorreceptoras incluyendo los bastones y conos, células gliales de Miiller, y epitelio pigmentario
de la retina.

“VAA" es una abreviacion para virus adenoasociado, y se puede usar para referirse al propio virus o a sus derivados.
El término cubre todos los subtipos y tanto formas de origen natural como recombinantes, excepto cuando se
requiere otra cosa. La abreviacion “VAAr” se refiere a virus adenoasociado recombinante, también se refiere a un
vector de VAA recombinante (0 “vector de VAAr"). El término “VAA” incluye VAA tipo 1 (VAA-1), VAA tipo 2 (VAA-2),
VAA tipo 3 (VAA-3), VAA tipo 4 (VAA-4), VAA tipo 5 (VAA-5), VAA tipo 6 (VAA-6), VAA tipo 7 (VAA-7), VAA tipo 8
(VAA-8), VAA aviar, VAA bovino, VAA canino, VAA equino, VAA primate, VAA no primate y VAA ovino. “VAA
primate” se refiere a VAA que infecta primates, “VAA no primate” se refiere a VAA que infecta mamiferos no
primates, “VAA bovino” se refiere a VAA que infecta animales bovinos, etc.

Las secuencias genémicas de diversos serotipos de VAA, asi como las secuencias de las repeticiones terminales
(RT) nativas, proteinas Rep, y subunidades de la capside son conocidas en la técnica. Tales secuencias se pueden
encontrar en la bibliografia 0 en bases de datos publicas tales como GenBank. Véase, por ejemplo, Nimeros de
acceso GenBank NC_002077 (VAA-1), AF063497 (VAA-1), NC_001401 (VAA-2), AF043303 (VAA-2), NC_001729
(VAA-3), NC_001829 (VAA-4), U89790 (VAA-4), NC_006152 (VAA-5), AF513851 (VAA-7), AF513852 (VAA-8), y
NC_006261 (VAA-8); cuyas descripciones ensefian secuencias de acidos nucleicos de VAA y de aminoécidos.
Véase también, por ejemplo, Srivistava y col. (1983) J. Virology 45:555; Chiorini y col. (1998) J. Virology 71:6.823;
Chiorini y col. (1999) J. Virology 73:1.309; Bantel-Schaal y col. (1999) J. Virology 73:939; Xiao y col. (1999) J.
Virology 73:3.994; Muramatsu y col. (1996) Virology 221:208; Shade y col., (1986) J. Virol. 58:921; Gao y col. (2002)
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 99:1.1854; Moris y col. (2004) Virology 33:375-383; publicaciones de patente internacional
WO 00/28061, WO 99/61601, WO 98/11244; y documento de Patente americana N° 6.156.303.

El “vector de VAAr” usado en el presente documento se refiere a un vector de VAA que comprende una secuencia
de polinucléotidos no de origen VAA (es decir, un polinucleétido heterélogo a VAA), generalmente una secuencia de
interés para la transformacion genética de una célula. En general, el polinucleétido heterélogo esta flanqueado por al
menos una, y generalmente por dos, secuencias de repeticion terminal invertida (RT) de VAA. El término vector de
VAAr abarca tanto particulas de vector de VAAr como plasmidos de vector de VAAr. Un vector de VAAr puede ser o
bien de cadena sencilla (VAAcs) o autocomplementario (VAAac).

Un “virus VAA" o “particula virica VAA” o “particula vector de VAAr" se refiere a una particula viral compuesta de al
menos una proteina de la capside de VAA (generalmente por todas las proteinas de la capside de un VAA tipo
natural) y un vector de VAAr de polinucleétido sometido a encapsidacion. Si la particula comprende un polinucleétido
heterdlogo (es decir, un polinucledtido distinto de un genoma de VAA de tipo natural tal como un transgen a
administrar a una célula mamifera), generalmente se refiere a una “particula vector de VAAr" o simplemente un
“vector de VAAr". Por tanto, la produccién de particula de VAAr necesariamente incluye la produccién del vector de
VAAr, ya que tal vector esta contenido dentro de una particula de VAAr.
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“Empaguetamiento” se refiere a una serie de sucesos intracelulares que dan como resultado el ensamblaje y la
encapsidacion de una particula de VAA.

Los genes “rep” y “cap” de VAA se refieren a secuencias de polinucleétidos codificantes de proteinas de replicacion
y encapsidacion de virus adenoasocidados. En el presente documento rep y cap de VAA se refieren como “genes de
empaquetamiento” de VAA.

Un “virus auxiliar” para VAA se refiere a un virus que permite que VAA (por ejemplo, VAA de tipo natural) sea
replicado y empaquetado por una célula mamifera. En la técnica se conocen una gran diversidad de tales virus
auxiliares para VAA, incluyendo adenovirus, herpesvirus y poxvirus tales como vaccinia. El adenovirus abarca un
namero de diferentes subgrupos, aunque se usa mas comunmente el Adenovirus tipo 5 del subgrupo C. Se conocen
numerosos adenovirus de origen humano, mamifero no humano y aviar y estan disponibles en depositos tales como
ATCC. Los virus de la familia herpes incluyen, por ejemplo, virus del herpes simple (VHS) y virus de Epstein-Barr
(VEB), asi como citomegalovirus (CMV) y virus de la pseudorrabia (VPR); los cuales estan también disponibles en
depdsitos tales como ATCC.

“Funcién(es) del virus auxiliar” se refiere a la(s) funcién(es) codificada(s) en un genoma de virus auxiliar que permite
la replicacion y empaquetamiento de VAA (junto con otros requerimientos para la replicacion y empaquetamiento
descritos en el presente documento). Tal como se describe en el presente documento, “funcién del virus auxiliar’ se
puede proporcionar en un nimero de modos, incluyendo proporcionando virus auxiliar o proporcionando, por
ejemplo, secuencias de polinucleétidos codificantes de la(s) funcion(es) requisito(s) para una célula productora en
trans. Por ejemplo, un plasmido u otro vector de expresion que comprende secuencias de nucleétidos codificantes
de una o mas proteinas adenoviricas se somete a transfecciéon en una célula productora junto con un vector de
VAAr.

Un virus o particula viral “infecciosa” es uno que comprende una capside viral competentemente ensamblada y es
capaz de administrar un componente de polinucléotido en una célula para la cual la especie viral es trépica. El
término no necesariamente implica cualquier capacidad de replicacion del virus. Los ensayos para recuento de
particulas virales infecciosas se describen en otra parte en esta descripcion y en la técnica. La infeccion viral se
puede expresar como la relacion de particulas virales infecciosas y particulas virales totales. En la técnica se
conocen métodos de determinacion de la relacion de particula viral infecciosa y particula viral total. Véase, por
ejemplo, Grainger y col. (2005) Mol. Ther. 11:S337 (que describe un ensayo de titulacion infecciosa de TCID50); y
Zolotukhin y col. (1999) Gene Ther. 6:973. Véanse también los Ejemplos.

Un virus “competente para replicacion” (por ejemplo, VAA competente para replicaciéon) se refiere a un virus
fenotipicamente de tipo natural que es infeccioso, y también es capaz de ser replicado en una célula infectada (es
decir, en presencia de un virus auxiliar o funciones de virus auxiliar). En el caso de VAA, la competencia de
replicacién generalmente requiere la presencia de genes funcionales de empaquetamiento de VAA. En general, los
vectores de VAAr descritos en el presente documento son incompetentes para replicacion en células mamiferas
(especialmente en células humanas) debido a la falta de uno o mas genes de empaquetamiento de VAA.
Generalmente, tales vectores de VAAr carecen de alguna secuencia de gen de empaquetamiento de VAA para
minimizar la posibilidad de que el VAA competente para replicacion se genere por recombinacion entre genes de
empaquetamiento de VAA y un vector de VAAr entrante. En muchas realizaciones, las preparaciones del vector de
VAAr descritas en el presente documento son aquellas que contienen pocos si algin VAA competente para
replicacién (VAAcr, también se refiere como RCA) (por ejemplo, menos de aproximadamente 1 VAAcr por 10°
particulas de VAAr, menos de aproximadamente 1 VAAcr por 10* particulas de VAAr, menos de aproximadamente 1
VAAcr por 10° particulas de VAAr, menos de aproximadamente 1 VAAcr por 10" particulas de VAAr, o no VAAcr).

El término “polinucleétido” se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, incluyendo
desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, o analogos de los mismos. Un polinucleétido puede comprender
nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de nucleétido, y se pueden interrumpir por
componentes no nucledtidos. Si esta presente, se pueden impartir modificaciones a la estructura de nucleétidos
antes o después del ensamblaje del polimero. El término polinucléotido, como se usa en el presente documento, se
refiere intercambiablemente a moléculas de cadena doble y sencilla. A menos que se especifique o requiera lo
contrario, cualquier realizacion de la invencion descrita en el presente documento que es un polinucleétido abarca
tanto la forma de doble cadena como cada una de las dos formas complementarias de cadena sencilla conocidas o
previstas para componer la forma de doble cadena.

Las reacciones de hibridacion del &cido nucleico se pueden realizar bajo condiciones de diferente “rigor”.
Condiciones que incrementan el rigor de una reaccion de hibridacién se conocen ampliamente y estan publicadas en
la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col. “Molecular Clowning, A Laboratory Manual”, 2° Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989. Por ejemplo, véase la pagina 7.52 de Sambrook y col.
Ejemplos de condiciones relevantes incluyen (en orden de rigor creciente): temperaturas de incubacion de 25 °C, 37
°C, 50 °C y 68 °C; concentraciones tampén de 10xSCC, 6xSSC, 1xSSC, 0,1xSSC (donde 1xSCC es NaCl 0,15 My
tampon citrato 15 mM) y sus equivalentes usando otro sistemas tampén; concentraciones de formamida de 0 %, 25
%, 50 %, y 75 %; tiempos de incubacion desde 5 minutos a 24 horas; 1, 2 o0 mas etapas de lavado; tiempos de
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incubacién de lavado de 1, 2 0 15 minutos; y soluciones de lavado de 6xSSC, 1xSSC, 0.1xSSC, o agua desionizada.
Un ejemplo de condiciones de hibridacion rigurosa es la hibridacion a 50 °C o mas y 0,1xSSC (cloruro de sodio 15
mM/citrato de sodio 1,5 mM). Otro ejemplo de condiciones de hibridacién rigurosa es incubacion durante la noche a
42 °C en una solucion: formamida al 50 %; 1xSSC (NaCl 150 mM, citrato de sodio 15 mM), fosfato de sodio 50 mM
(pH 7,6), 5x solucion de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, y 20 pg/ml de ADN de esperma de salmén partido
desnaturalizado, seguido de lavado de los filtros en 0,1xSSC a aproximadamente 65 °C. Como otro ejemplo, las
condiciones de hibridacién rigurosa comprenden: hibridacion previa durante 8 horas durante la noche a 65 °C en una
solucion que comprende 6x citrato de potencia sencilla (SSC) (1xSSC es NaCl 0,15 M, citrato de Na 0,015 M; pH
7,0), 5x solucion de Denhardt, pirofosfato de sodio al 0,05 % y 100 pg/ml de ADN de esperma de arenque;
hibridacion durante 18 a 20 horas a 65 °C en una solucion que contiene 6xSSC, 1x solucién de Denhardt, 100 pg/ml
de ARNt de levadura y pirofosfato de sodio al 0,05 %; y lavado de los filtros a 65 °C durante 1 h en una solucién que
contiene 0,2xSSC y SDS al 0,1 % (dodecil sulfato de sodio).

Condiciones de hibridacion rigurosa son condiciones de hibridacion que son al menos tan rigurosa como las
anteriores condiciones representativas. En la técnica se conocen otras condiciones de hibridacion rigurosa y también
se pueden emplear para identificar acidos nucleicos de esta realizacion particular de la invencion.

“Tm” es la temperatura en grados Celsius a la cual el 50 % de un polinucleétido bicatenario hecho de hidrégeno de
cadenas complementarias unido en direccién antiparalela por emparejamiento de bases Watson-Crick se disocia en
cadenas sencillas bajo condiciones del experimento. Ty, se puede predecir segun una férmula estandar, tal como:

Tm = 81,5 + 16,6 log[X'] + 0,41 (%G/C) -0,61 (%F) — 600/L

donde [X'] es la concentracién catiénica (normalmente ion de sodio, Na*) en mol/l (%G/C) es el nimero de restos G
y C como porcentaje de restos totales en la doble cadena; (%F) es el porcentaje de formamida en solucién (p/vol); y
L es el nimero de nucledtidos en cada cadena de la doble cadena.

Un polinucléotido o polipéptido tiene un cierto porcentaje de “identidad de secuencia” a otro polinucleétido o
polipéptido, significando que, cuando se alinean, ese porcentaje de bases o aminoacidos es el mismo cuando se
comparan las dos secuencias. La similitud de secuencia se puede determinar en un nimero de diferentes maneras.
Para determinar la identidad de secuencia, las secuencias se pueden alinear usando los métodos y programas
informaticos, incluyendo BLAST, disponibles en internet en nchi.nim.nih.gov/BLAST/. Otro algoritmo de alineamiento
es FASTA, disponible en los paquetes del “Genetics Computing Group” (GCG), de Madison, Wisconsin, USA, una
sucursal completamente admitida del “Oxford Molecular Group”, Inc. Otras técnicas para alineamiento estan
descritas en Methods in Enzymology, vol. 266: “Computer Methods for Macromolecular Sequence Analysis” (1996),
ed. Doolittle, Academic Press, Inc., una divisién de Harcourt Brace & Co., San Diego, California, USA. Un interés
particular son los programas de alineamiento que permiten huecos (gaps) en la secuencia. El Simth-Waterman es un
tipo de algoritmo que permite huecos en alineamientos de secuencia. Véase Meth. Mol. Biol. 70:173-187 (1997).
También, el programa GAP que usa el método de alineamiento de Needleman y Wunsch se puede utilizar para
alinear secuencias. Véase J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970).

De interés es el programa BestFit que usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (Advances in
Applied Mathematics 2:482-489 (1981)) para determinar la identidad de secuencia. La penalizaciéon de la generacion
de hueco generalmente oscilara desde 1 a 5, normalmente 2 a 4 y en muchas realizaciones sera 3. La penalizacion
de extension de hueco generalmente oscilarda desde aproximadamente 0,01 a 0,20 y en muchos ejemplos sera de
0,10. El programa tiene parametros por defecto determinados por las secuencias introducidas a comparar.
Preferentemente, la identidad de secuencia se determina usando los parametros por defecto determinados por el
programa. Este programa esta disponible también en el paquete de Genetics Computing Group (GCG), de Madison,
Wisconsin, USA.

Otro programa de interés es el algoritmo FastDB, FastDB esta descrito en “Current Methods in Sequence
Comparison and Analysis, Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Applications”, pp. 127-
149, 1988, Alan R. Liss, Inc. La identidad de porcentaje de secuencia se calcula por FastDB basandose en los
siguientes parametros:

Penalizacion de desparejamiento: 1,00;

Penalizacion de hueco: 1,00;
Penalizacién de tamafio de hueco: 0,33;y
Penalizacion de union: 30,0.

Un “gen” se refiere a un polinucleétido que contiene al menos un marco de lectura abierto que es capaz de codificar
una proteina particular después de ser sometido a transcripcién y traduccion.

Un “producto génico” es una molécula que resulta de la expresion de un gen particular. Los productos génicos
incluyen, por ejemplo, un polipéptido, un aptamero, un ARN interferente, un ARNm y similares.
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Un “ARN interferente corto” o “interferente pequefio” o ARNic es un ARN bicatenario de nucledtidos que se dirige a
un gen de interés (un “gen diana”). Un “ARN bicatenario” se refiere a la estructura formada por el emparejamiento
complementario entre dos regiones de una molécula de ARN. ARNic esta “dirigido” a un gen en el que la secuencia
de nucledtidos de la parte bicatenaria del ARNic es complementaria a una secuencia de nucleétidos del gen dirigido.
En algunas realizaciones, la longitud de la doble cadena de ARNic es menor de 30 nuclettidos. En algunas
realizaciones, la doble cadena puede ser de 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,12, 110
10 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, la longitud de la doble cadena es de 19 a 25 nucleétidos de
longitud. La parte de ARN bicatenario del ARNic puede ser parte de una estructura horquilla. Ademas de la parte
bicatenaria, la estructura horquilla puede contener una parte bucle colocada entre las dos secuencias que forman la
doble cadena. El bucle puede variar en longitud. En algunas realizaciones el bucle es de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 0 13
nucleétidos de longitud. La estructura horquilla también puede contener partes salientes 3’ o 5. En algunas
realizaciones, el saliente es un saliente 3' 0 5’ de 0, 1, 2, 3, 4 0 5 nucledtidos de longitud.

Un “ARN de horquilla corta” o ARNhc, es una construccion de polinucleotido que se puede hacer para expresar un
ARN interferente tal como ARNic.

“Recombinante”, cuando se aplica a un polinucléotido significa que el polinucleétido es el producto de diversas
combinaciones de etapas de clonacién, restriccion o ligacién, y otros procedimientos que dan como resultado una
construccién que es distinta de un polinucleétido encontrado en la naturaleza. Un virus recombinante es una
particula viral que comprende un polinucleétido recombinante. Los términos incluyen respectivamente réplicas de la
construccion de polinucleétido original y progenie de la construccién de virus original.

Un “elemento control” o “secuencia control” es una secuencia de nucleétidos implicada en una interaccion de
moléculas que contribuyen a la regulacién funcional de un polinucleétido, incluyendo replicacion, duplicacion,
transcripcion, ayuste (splicing), traduccion o degradacién del polinucleétido. La regulacion puede afectar a la
frecuencia, velocidad o especificidad del proceso, y puede ser favorecedora o inhibidora en la naturaleza. Los
elementos control conocidos en la técnica incluyen, por ejemplo, secuencias reguladoras transcripcionales tales
como promotores o potenciadores. Un promotor es una region de ADN capaz bajo ciertas condiciones de unirse a
ARN polimerasa e iniciar la transcripcion de una region codificante normalmente localizada corriente abajo (en la
direccion 3’) desde el promotor.

“Operativamente ligado” o “operablemente ligado” se refiere a una yuxtaposicion de elementos genéticos, en la que
los elementos estan en una relacidon que los permite funcionar de la manera esperada. Por ejemplo, un promotor
esta operativamente ligado a una region codificante se el promotor ayuda a iniciar la transcripcion de la secuencia
codificante. Puede haber restos intermedios entre el promotor y la region codificante siempre que se mantenga esta
relacion funcional.

Un “vector de expresiéon” es un vector que comprende una region que codifica un polipéptido de interés, y se usa
para efectuar la expresion de la proteina en una célula diana prevista. Un vector de expresion también puede
comprender elementos control operativamente ligados a la regién codificante para facilitar la expresion de la proteina
en la diana. La combinacion de elementos control y un gen o genes a los cuales estan operativamente ligados para
la expresion a veces se refiere como un “casete de expresion”, un gran nimero de los cuales se conocen y estan
disponibles en la técnica o se pueden construir facilmente a partir de los componentes que estan disponibles en la
técnica.

“Heterélogo” significa derivado de una entidad genotipicamente distinta del resto de la entidad con la cual se
compara. Por ejemplo, un polinucléotido introducido por técnicas de ingenieria genética en un plasmido o vector
derivado de una especie diferente es un polinucleétidos heterélogo. Un promotor separado de su secuencia
codificante nativa y operativamente ligado a una secuencia codificante con la cual no se encuentra ligado de manera
natural es un promotor heterélogo. Por tanto, por ejemplo, un VAAr que incluye un acido nucleico heterélogo
codificante de un producto génico heterdlogo es un VAAr que incluye un acido nucleico no incluido normalmente en
un VAA de origen natural, de tipo natural, y el producto génico heterdlogo codificado es un producto génico no
codificado normalmente por un VAA de tipo natural, de origen natural.

Los términos “alteracion genética” y “modificacion genética” (y variantes gramaticales de los mismos), se usan
intercambiablemente en el presente documento para referirse a un proceso en el que un elemento genético (por
ejemplo, un polinucleétido) se introduce en una célula distinta por mitosis o meiosis. El elemento puede ser
heterdlogo a la célula, o puede ser una copia adicional o version mejorada de un elemento ya presente en la célula.
La alteracién genética se puede efectuar, por ejemplo, sometiendo a transfeccion una célula con un plasmido
recombinante u otro polinucledétido a través de cualquier proceso conocido en la técnica, tal como electroporacion,
precipitacion de fosfato de calcio, o poniendo en contacto con un complejo de polinucleétido-liposoma. La alteracion
genética también se puede efectuar, por ejemplo, por transduccién o infeccion con un virus de ADN o ARN o vector
viral. Generalmente, el elemento genético se introduce en un cromosoma o minicromosoma en la célula; pero
cualquier alteracion que cambia el fenotipo y/o genotipo de la célula y su progenie esta incluido en este término.

Se dice que una célula se altera, somete a transduccién, modifica genéticamente o transforma con una secuencia
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genética “de manera estable” si la secuencia puede realizar su funcién durante el cultivo prolongado de la célula in
vitro. Generalmente, dicha célula esta “hereditariamente” alterada (genéticamente modificada) en el sentido de que
se introduce una alteracion genética que es también heredable por la progenie de la célula alterada.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan intercambiablemente en el presente documento para
referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. Los términos también incluyen un polimero de
aminoéacidos que se ha modificado; por ejemplo, formacién de enlace disulfuro, glicosilacién, lipidacién, fosforilacién
0 conjugacién con un componente de marcacion. Los polipéptidos tales como polipéptidos antiangiogénicos,
polipéptidos neuroprotectores y similares, cuando se tratan en el contexto de administracién de un producto génico a
un sujeto mamifero, y composiciones de los mismos, se refieren al respectivo polipéptido intacto, o cualquier
fragmento o derivado genéticamente modificado del mismo, que conserva la funcién bioquimica deseada de la
proteina intacta. Igualmente, las referencias a acidos nucleicos codificantes de polipéptidos antiangiogénicos, acidos
nucleicos codificantes de polipéptidos neuroprotectores, y otros acidos nucleicos para su uso en la administracion de
un producto génico a un sujeto mamifero (que pueden referir como “transgenes” a administrar a una célula
receptora), incluyen polinucledtidos codificantes del polipéptido intacto o cualquier fragmento o derivado
genéticamente modificado que procesa la funcion bioquimica deseada.

Un plasmido, acido nucleico, vector, virus, viridn, célula hospedadora u otra sustancia “aislada” se refiere a una
preparacion de sustancia desprovista de al menos alguno de los otros componentes que también pueden estar
presentes donde la sustancia o una sustancia similar se da de manera natural o esta inicialmente preparada de la
misma. Por tanto, por ejemplo, una sustancia aislada se puede preparar usando una técnica de purificacién para
enriquecerla a partir de una mezcla fuente. El enriquecimiento se puede medir sobre una base absoluta, tal como
peso por volumen de solucién, o se puede medir en relacién con una segunda sustancia potencialmente interferente
presente en la mezcla fuente. Los enriquecimientos crecientes de las realizaciones de esta descripcién son cada vez
mas aislados. Un plasmido, acido nucleico, vector, virus, célula hospedadora u otra sustancia aislada esta en
algunas realizaciones purificadas, por ejemplo, desde aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 % puro, al
menos aproximadamente 90 % puro, al menos 95 % puro, al menos 98 % puro, o0 al menos aproximadamente 99 %
0 mas, puro.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “tratamiento”, “tratar” y similares, se refieren a obtener un
efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir completamente
0 parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o
completa de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. “Tratamiento”, como se usa en el
presente documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente en un
humano, e incluye: (a) prevenir la enfermedad de que se de en un sujeto el cual puede estar predispuesto a la
enfermedad o en riesgo de adquirir la enfermedad, pero ain no se ha diagnosticado que la tiene; (b) inhibir la
enfermedad, es decir, frenar su desarrollo; y (c) aliviar la enfermedad, es decir, causar regresion de la enfermedad.

Los términos “individual’, “hospedadora”, “sujeto” y “paciente” se usan intercambiablemente en el presente
documento, y se refieren a un mamifero, incluyendo, pero no limitandose a, primates humanos y no humanos,
incluido simios y humanos; animales mamiferos de deporte (por ejemplo, caballos), animales mamiferos de granja
(por ejemplo, ovejas, cabras, etc.); mamiferos mascotas (perros, gatos, etc.); y roedores (por ejemplo, ratones, ratas,
etc.).

Antes de que se describa mas la presente invencion, hay que entender que esta invencion no se limita a las
realizaciones particulares descritas, ya que tales, por supuesto, pueden variar. También hay que entender que la
terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir solamente realizaciones patrticulares, y no se
pretende que sea limitante, puesto que el alcance de la presente invencion estara limitado solamente por las
reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo, se entiende que cada valor intermedio, al decimal de la unidad del limite inferior
a menos que el contexto dicte claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese intervalo y cualquier
otro valor sefialado o intermedio en ese intervalo sefialado, esta incluido dentro de la invencion. Los limites
superiores e inferiores de estos intervalos mas pequefios pueden estar incluidos independientemente en los
intervalos mas pequefios, y también estan incluidos dentro de la invencion, sujeto a cualquier limite especificamente
excluido en el intervalo sefialado. Cuando el intervalo sefialado incluye uno o ambos de los limites, los intervalos que
excluyen uno o ambos de aquellos limites incluidos también estan incluidos en la invencion.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el cominmente entendido por los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Aunque también se puede usar cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente
documento en la practica o el ensayo de la presente invencion, los métodos y materiales preferidos se describen
mas adelante. Todas las publicaciones mencionadas en el presente documento revelan y describen los métodos y/o
materiales con respecto a las publicaciones en las que se citan.

Se debe indicar que tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones anexas, las formas del
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singular “un”, “una” y “el”, “la” incluyen referentes del plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.
Por tanto, por ejemplo, la referencia a “un virion de VAA recombinante” incluye una pluralidad de tales viriones y la
referencia a “la célula fotorreceptora” incluye referencia a una o mas células fotorreceptoras y equivalentes de la
misma conocidos por los expertos en la técnica, etc. Ademas, se indica que las reivindicaciones se pueden redactar
para excluir cualquier elemento opcional. De por si, esta declaracion pretende servir como base antecedente para el
uso de tal terminologia exclusiva como “solo” “solamente” y similares en relacion con la relacion de los elementos de
la reivindicacion, o el uso de una limitacion “negativa”.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, las cuales, para mayor claridad, se describen en el contexto
de realizaciones separadas, también se pueden proporcionar en combinacién en una realizacion Unica. A la inversa,
diversas caracteristicas de la invencion, las cuales, para mayor brevedad, se describen en el contexto de una
realizacién Unica, también se pueden proporcionar por separado en cualquier subcombinacion adecuada. Todas las
combinaciones de las realizaciones que conciernen a la invenciéon son abarcadas especificamente por la presente
invencion y se describen en el presente documento justo como si cada una y todas las combinaciones estuvieran
descritas individualmente y explicitamente. Ademas, todas las subcombinaciones de las diversas realizaciones y
elementos de las mismas también estan abarcados por la presente invencion y estan descritos en el presente
documento justo como si cada una y todas tales subcombinaciones estuvieran individualmente y explicitamente
descritas en el presente documento.

Las publicaciones tratadas en el presente documento se proporcionan solamente para su descripcion antes de la
fecha de presentacion de la presente aplicacion. Nada en el presente documento es ser interpretado como una
admision de que la presente invencion no tiene derecho a preceder tal publicacién debido a la invencion anterior.
Ademas, las fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicacion reales que
pueden necesitar ser confirmadas independientemente.

Descripcion detallada

La presente descripcidon proporciona viriones de virus adenoasociados (VAA) con proteina de capside alterada,
donde los viriones de VAA presentan mayor infectividad de una célula retiniana, cuando se administran por inyeccion
intravitrea, en comparacion con VAA de tipo natural cuando se administra por inyeccion intravitrea. La presente
descripcion proporciona ademas métodos de administracién de un producto génico a una célula retiniana en un
individuo, y métodos de tratamiento de enfermedad ocular.

La célula retiniana puede ser un fotorreceptor (por ejemplo, bastones; conos), una célula ganglionar de la retina
(CGR), una célula de Miller (una célula glial de Miller), una célula bipolar, una célula amacrina, una célula
horizontal, o una célula de epitelio pigmentario de la retina (EPR).

POLIPEPTIDOS DE PROTEINA DE LA CAPSIDE DE VAA VARIANTE

La presente descripcién proporciona una proteina de la capside de VAA variante, donde la proteina de la capside de
VAA variante comprende una insercion de desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11
aminoacidos en un sitio de insercion en el bucle GH o bucle IV de la proteina de la capside, en relacién con una
correspondiente proteina de la capside de VAA parental, y donde la proteina de la capside variante, cuando esta
presente en un virion de VAA, confiere infectividad incrementada de una célula retiniana en comparacion con la
infectividad de la célula retiniana por un virion de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de
VAA parental. En algunos casos, la célula retiniana es una célula fotorreceptora (por ejemplo, bastones; conos). En
otros casos, la célula retiniana es una CGR. En otros casos, la célula retiniana es una célula de EPR. En otros
casos, la célula retiniana es una célula de Miiller. Otras células retinianas incluyen células amacrinas, células
bipolares y células horizontales. En el presente documento, una ‘“insercion de desde aproximadamente 5
aminoéacidos a aproximadamente 11 aminoéacidos” también se refiere como una “insercién peptidica” (por ejemplo,
una insercién peptidica heterdloga). Una “correspondiente proteina de la capside de VAA parental” se refiere a una
proteina de la capside de VAA del mismo serotipo de VAA, sin la insercion peptidica.

El sitio de insercién esta en el bucle GH, o bucle 1V, de la proteina de la capside de VAA, por ejemplo, en una parte
accesible por disolvente del bucle GH, o bucle 1V, de la proteina de la capside de VAA. Para el bucle GH/bucle 1V de
la capside de VAA, véase, por ejemplo, Vliet y col. (2006) Mol. Ther. 14:809; Padron y col. (2005) J. Virol. 79:5.047;
y Shen y col. (2007) Mol. Ther. 15:1.955. Por ejemplo, el sitio de insercidon puede estar dentro de los aminoacidos
411 a 650 de una proteina de la capside de VAA, como se representa en las Figuras 17A 'y 17B. Por ejemplo, el sitio
de insercion puede estar dentro de los aminoacidos 570 a 611 de VAA2, dentro de los aminoacidos 571 a 612 de
VAAL, dentro de los aminodcidos 560 a 601 de VAAS5, dentro de los aminoacidos 571 a 612 de VAAG, dentro de los
aminoéacidos 572 a 613 de VAA7, dentro de los aminoacidos 573 a 614 de VAAS, dentro de los aminoéacidos 571 a
612 de VAA9, o dentro de los aminoacidos 573 a 614 de VAA10, como se representa en la Figura 6.

En algunos casos, desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos estan insertados en
un sitio de insercion en el bucle GH o bucle IV de la proteina de la capside en relacién con una correspondiente
proteina de la capside de VAA parental. Por ejemplo, el sitio de insercidon puede estar entre los aminoacidos 587 a
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588 de VAA2, o las correspondientes posiciones de la subunidad de la capside de otro serotipo de VAA. Se deberia
indicar que el sitio de insercién 587/588 se basa en una proteina de la capside de VAA2. Desde aproximadamente 5
aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos pueden estar insertados en un sitio correspondiente en un serotipo
de VAA distinto de VAA2 (por ejemplo, VAA8, VAA9, etc.). Los expertos en la técnica sabran, basandose en una
comparacion de las secuencias de aminoacidos de proteinas de la capside de diversos serotipos de VAA, donde un
sitio de insercion “correspondiente a los aminoacidos 587 a 588 de VAA2" seria una proteina de la capside de
cualquier serotipo de VAA dado. Las secuencias que corresponden a los aminoacidos 570 a 611 de la proteina de la
capside VP1 de VAA2 (véase Figura 5) en diversos serotipos de VAA se muestran en la Figura 6. Véase, por
ejemplo, N° de Acceso de GenBank NP_049542 para VAAL; N° de Acceso de GenBank AAD13756 para VAAS5; N°
de Acceso de GenBank AAB95459 para VAAG; N° de Acceso de GenBank YP_077178 para VAA7; N° de Acceso de
GenBank YP_077180 para VAAS8; N° de Acceso de GenBank AAS99264 para VAA9 y N° de Acceso de GenBank
AAT46337 para VAA10.

En algunas realizaciones, el sitio de insercion es un sitio de inserciéon Unico entre dos aminoacidos adyacentes
localizados entre los aminoacidos 570 a 614 de VP1 de cualquier serotipo de VAA , por ejemplo, el sitio de insercion
esta entre dos aminoacidos adyacentes localizados en los aminoacidos 570 a 610, aminoacidos 580 a 600,
aminodcidos 570 a 575, aminoacidos 575 a 580, amino&cidos 580 a 585, amino&cidos 585 a 590, aminoacidos 590
a 600, o aminoacidos 600 a 614, de VP1 de cualquier serotipo de VAA o variante. Por ejemplo, el sitio de insercién
puede estar entre los aminoacidos 580 y 581, aminoacidos 581 y 582, aminoacidos 583 y 584, aminoacidos 584 y
585, aminoéacidos 585 y 586, aminoacidos 586 y 587, aminoacidos 587 y 588, aminoacidos 588 y 589, o
aminoacidos 589 y 590. El sitio de inserciéon puede estar entre los aminoacidos 575 y 576, aminoacidos 576 y 577,
aminoacidos 577 y 578, aminoacidos 578 y 579, o aminoacidos 579 y 580. El sitio de insercion puede estar entre los
aminoacidos 590 y 591, aminoacidos 591 y 592, aminoacidos 592 y 593, aminoacidos 593 y 594, aminoacidos 594 y
595, aminoéacidos 595 y 596, aminoacidos 596 y 597, aminoacidos 597 y 598, aminoacidos 598 y 599, o
aminoacidos 599 y 600.

Por ejemplo, el sitio de insercion puede estar entre los aminoacidos 587 y 588 de VAA2, entre los aminoacidos 590 y
591 de VAAL, entre los aminoacidos 575 y 576 de VAAS5, entre los aminoacidos 590 y 591 de VAAS6, entre los
aminoacidos 589 y 590 de VAA7, entre los aminoacidos 590 y 591 de VAAS, entre los aminoacidos 588 y 589 de
VAAQ9, o entre los aminoacidos 588 y 589 de VAAL1O.

Como otro ejemplo, el sitio de insercién puede estar entre los aminoacidos 450 y 460 de una proteina de la capside
de VAA, como se muestra en la Figura 17A. Por ejemplo, el sitio de insercién puede estar en (por ejemplo,
inmediatamente N-terminal a) el aminoacido 453 de VAA 2, en el aminoacido 454 de VAAL, en el aminoacido 454 de
VAAG, en el aminoacido 456 de VAA7, en el aminoacido 456 de VAAS8, en el aminoacido 454 de VAA9, o en el
aminoacido 456 de VAA10, como se muestra en la Figura 17A.

En algunas realizaciones, una proteina de la capside objeto incluye un bucle GH que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99%, o 100%, de identidad
de secuencia de aminoacidos con una secuencia de aminoacidos expuesta en la Figura 18A-C.

Péptidos de insercidn

Como se indicé anteriormente, un péptido de desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11
aminoacidos de longitud esta insertado en el bucle GH de una capside de VAA. El péptido de insercién tiene una
longitud de 5 aminoécidos, 6 aminoacidos, 7 aminoacidos, 8 aminoacidos, 9 aminoacidos, 10 aminoacidos o 11
aminodcidos.

El péptido de insercion puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las férmulas
expuestas a continuacion.

Por ejemplo, un péptido de insercidon puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el sitio
de insercion es de Formula I:

Y1YoX1XoX3XsX5XeX7Y3Y 4
donde:

cada uno de Y1-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Ser, y Thr;
X1, si esta presente, se selecciona de Leu, Asn, y Lys;

Xz se selecciona de Gly, Glu, Ala, y Asp;

X3 se selecciona de Glu, Thr, Gly, y Pro;

X4 se selecciona de Thr, lle, GIn, y Lys;

Xs se selecciona de Thry Ala;
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Xe se selecciona de Arg, Asn, y Thr;
X7, si esta presente, se selecciona de Pro y Asn.

Como otro ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula lla:

Y1YX1XoX3XgXsXX7Y3Y 4
donde:

cada uno de Y1-Y4, si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;
cada uno de X3-Xs es cualquier aminoacido;

X5 es Thr;

Xs €s Arg; y

X7 es Pro.

Como otro ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula llb:

Y 1Y 2X1 XXX s X5 XeX7Y3Y 4

donde:

cada uno de Y1-Y4, si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;
X1, si esta presente, se selecciona de Leu y Asn;

Xz, si esta presente, se selecciona de Gly y Glu;

X3 se selecciona de Gluy Thr;

X4 se selecciona de Thry lle;

Xs es Thr;

Xe €S Arg; y

X7 es Pro.

Como otro ejemplo, un péptido de insercién puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminodacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula lll:

Y 1Yo X XXXy XsXgX7Y3Y 4

donde:

cada uno de Yi-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;
X1, si esta presente, es Lys;

Xz se selecciona de Alay Asp;

X3 se selecciona de Gly y Pro;

X4 se selecciona de GIn y Lys;

Xs se selecciona de Thry Ala;

Xe se selecciona de Asn y Thr;

X7, si esta presente, es Asn.

Como otro ejemplo, un péptido de insercién puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoéacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula IV:

Y YXq Ko Kg Xy XsXgX7Y5Y 4

donde:

cada uno de Y1-Y4, si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;

X1, si esta presente, es un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de
Leu, Asn, Arg, Ala, Sery Lys;

X2 es un aminoéacido negativamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Gly, Glu, Ala, Val,
Thry Asp;

X3 es un aminoacido negativamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Glu, Thr, Gly, Asp
o Pro;
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X4 se selecciona de Thr, lle, Gly, Lys, Asp y Gin;

Xs es un aminodacido polar, un alcohol (un aminoacido que tiene un grupo hidroxilo libre), o un aminoacido
hidréfobo; o se selecciona de Thr, Ser, Val y Ala;

Xe €s un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Arg, Val, Lys, Pro,
Thry Asn;y

X7, si esta presente, es un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de
Pro, Gly, Phe, Asn y Arg.

Como ejemplos no limitantes, el péptido de insercion puede comprender una secuencia de aminoacidos
seleccionada de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN (SEQ ID NO:15), KDPKTTN
(SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID NO:59), y STGKVPN
(SEQ ID NO:60).

En algunos casos, el péptido de insercion tiene desde 1 a 4 aminoacidos espaciadores (Y1-Y4) en el terminal amino
y/o en el terminal carboxilo de una cualquiera de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN
(SEQ ID NO:15), KDPKTTN (SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF
(SEQ ID NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60). Los aminoacidos espaciadores adecuados incluyen, pero no se
limitan a, leucina, alanina, glicina y serina.

Por ejemplo, en algunos casos, un péptido de insercion tiene una de las siguientes secuencias de aminoacidos:
LALGETTRPA (SEQ ID NO:45); LANETITRPA (SEQ ID NO:46), LAKAGQANNA (SEQ ID NO:47), LAKDPKTTNA
(SEQ ID NO:48), LAKDTDTTRA (SEQ ID NO:61), LARAGGSVGA (SEQ ID NO:62), LVAADTTKFA (SEQ ID NO:63),
y LASTGKVPNA (SEQ ID NO:64). Como otro ejemplo, en algunos casos, un péptido de insercién tiene una de las
siguientes secuencias de aminoacidos: AALGETTRPA (SEQ ID NO:49); AANETITRPA (SEQ ID NO:50),
AAKAGQANNA (SEQ ID NO:51), y AAKDPKTTNA (SEQ ID NO:52). Como otro ejemplo mas, en algunos casos, el
péptido de insercion tiene una de las siguientes secuencias de aminoacidos: GLGETTRPA (SEQ ID NO:53);
GNETITRPA (SEQ ID NO:54), GKAGQANNA (SEQ ID NO:55), y GKDPKTTNA (SEQ ID NO:56). Como otro ejemplo,
en algunos casos, un péptido de insercion comprende una de KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID
NO:58), AVDTTKF (SEQ ID NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60), flanqueada en el terminal C por AA y en el
terminal N por A; o comprende una de KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID
NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60) flanqueada en el terminal C por G y en el terminal N por A.

En algunas realizaciones, una capside de VAA variante objeto no incluye ninguna otra sustitucion, insercion o
delecion de aminoacido, aparte de una insercién de desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11
aminoacidos en el bucle GH o bucle IV en relacién con una correspondiente proteina de la capside de VAA parental.
En otras realizaciones, una capside de VAA variante objeto incluye inserciones, deleciones o sustituciones de desde
1 a aproximadamente 25 aminoacidos, en comparacion con la proteina de la capside de VAA parental, ademas de
una insercion de desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos en el bucle GH o
bucle IV en relacién con una correspondiente proteina de la capside de VAA parental. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un capside de VAA variante objeto incluye inserciones, deleciones o sustituciones de desde 1 a
aproximadamente 5, desde aproximadamente 5 a aproximadamente 10, desde aproximadamente 10 a
aproximadamente 15, desde aproximadamente 15 a aproximadamente 20, o desde aproximadamente 20 a
aproximadamente 25 aminoacidos, en comparacién con la proteina de la capside de VAA parental, ademas de una
insercién de desde 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos en el bucle GH o bucle IV en relacion con
una correspondiente proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un polipéptido de la capside variante objeto no incluye una, dos, tres o cuatro, de las
siguientes sustituciones de aminoacidos: Y273F, Y444F, Y500F y Y730F.

En algunas realizaciones, un polipéptido de la capside variante objeto comprende, ademas de un péptido de
insercidn anteriormente descrito, uno, dos, tres o cuatro de las siguientes sustituciones de aminoacidos: Y273F,
Y444F, Y500F y Y730F.

En algunas realizaciones, un polipéptido de la capside de VAA variante es una capside quimérica, por ejemplo, la
capside comprende una parte de una capside de VAA de un primer serotipo de VAA y una parte de una capside de
VAA de un segundo serotipo; y comprende una insercion de desde aproximadamente 5 aminoacidos a
aproximadamente 11 aminoacidos en el bucle GH o bucle IV en relacién con una correspondiente proteina de la
capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, una proteina de capside variante objeto comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al
menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia de aminoéacidos con la
secuencia de aminoacidos proporcionada en la Figura 5; y una insercién de desde aproximadamente 5 aminoacidos
a aproximadamente 11 aminoacidos en el bucle GH o bucle IV en relaciéon con una correspondiente proteina de la
capside de VAA parental.
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En algunas realizaciones, se aisla una proteina de la capside variante objeto, por ejemplo, se purifica. En algunos
casos, una proteina de la capside variante objeto esta incluida en un vector de VAA, que también se proporciona.
Tal como se describe a continuacion en detalle, una proteina de la capside variante objeto puede estar incluida en
un virién de VAA recombinante.

VIRION DE VAA RECOMBINANTE

La presente descripcién proporciona un virién de virus adenoasociado recombinante (VAAr) que comprende: a) una
proteina de la capside de VAA variante, donde la proteina de la capside de VAA variante comprende una insercion
de desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos en un sitio de insercién en el bucle
GH o bucle IV de la proteina de la capside, en relacion con una correspondiente proteina de la capside de VAA
parental, y donde la proteina de la capside variante confiere infectividad incrementada de una célula retiniana en
comparacion con la infectividad de la célula retiniana por un virion de VAA que comprende la correspondiente
proteina de la capside de VAA parental; y b) un acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia de
nucleétidos codificante de un producto génico. En algunos casos, la célula retiniana es una célula fotorreceptora (por
ejemplo, bastones y/o conos). En otros casos, la célula retiniana es una célula CGR. En otros casos, la célula
retiniana es una célula de EPR. En otros casos, la célula retiniana es una célula de Miller. En otros casos, las
células retinianas pueden incluir células amacrinas, células bipolares y células horizontales. Una “insercion de desde
aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminodacidos” también se refiere en el presente documento
a una “insercion peptidica” (por ejemplo, una insercion peptidica heteréloga). Una “correspondiente proteina de la
capside de VAA parental” se refiere a una proteina de la capside de VAA del mismo serotipo de VAA, sin la insercion
peptidica.

El sitio de insercién esta en el bucle GH, o bucle 1V, de la proteina de la capside de VAA, por ejemplo, en una parte
accesible por disolvente del bucle GH, o bucle 1V, de la proteina de la capside de VAA. Para el bucle GH, véase, por
ejemplo, van Vliet y col. (2006) Mol. Ther. 14:809; Padron y col. (2005) J. Virol. 79:5.047; y Shen y col. (2007) Mol.
Ther. 15:1.955. Por ejemplo, el sitio de insercion esta dentro de los aminoacidos 570 a 611 de VAA2, dentro de los
aminoéacidos 571 a 612 de VAA1L, dentro de los aminoacidos 560 a 601 de VAAS5, dentro de los aminoéacidos 571 a
612 de VAAB, dentro de los aminoacidos 572 a 613 de VAA7, dentro de los aminoacidos 573 a 614 de VAAS, dentro
de los aminoacidos 571 a 612 de VAA9, o dentro de los aminoacidos 573 a 614 de VAA10

Desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos estan insertados en un sitio de
insercién en el bucle GH o bucle IV de la proteina de la capside en relacién con una correspondiente proteina de la
capside de VAA parental. Por ejemplo, el sitio de insercién puede estar entre los aminoacidos 587 y 588 de VAA2, o
las correspondientes posiciones de la subunidad de la capside de otro serotipo de VAA. Se deberia indicar que el
sitio de insercion 587/588 se basa en una proteina de la capside de VAA2. Desde aproximadamente 5 aminoacidos
a aproximadamente 11 aminoacidos pueden estar insertados en un sitio correspondiente en un serotipo de VAA
distinto del VAA2 (por ejemplo, VAA8, VAA9, etc.). Los expertos en la técnica sabran, basandose en una
comparacion de las secuencias de aminoacidos de proteinas de la capside de diversos serotipos de VAA, dénde un
sitio de insercion “correspondiente a los aminoacidos 587 a 588 de VAA2" estara en una proteina de la capside de
cualquier serotipo de VAA dado. Las secuencias correspondientes a los aminoacidos 570 a 611 de proteina de la
capside VP1 de VAA2 (véase la Figura 5) en diversos serotipos de VAA se muestran en la Figura 6.

En algunas realizaciones, el sitio de insercion esta en una sitio de insercion Unico entre dos aminoacidos adyacentes
localizados entre los aminoacidos 570 y 614 de VP1 de cualquier serotipo de VAA, por ejemplo, el sitio de insercion
esta entre dos aminoacidos adyacentes localizados en los aminoacidos 570 a 614, aminoacidos 580 a 600,
aminoéacidos 570 a 575, aminoacidos 575 a 580 aminoacidos 580 a 585, aminoacidos 585 a 590, aminoacidos 590 a
600, o aminoacidos 600 a 610, de VP1 de cualquier serotipo o variante de VAA. Por ejemplo, el sitio de insercién
puede estar entre los aminoacidos 580 y 581; aminoacidos 581 y 582, aminoacidos 583 y 584, aminoacidos 584 y
585, aminoacidos 585 y 586, aminoacidos 586 y 587, aminoacidos 587 y 588, aminoacidos 588 y 589, o
aminoéacidos 589 y 590. El sitio de insercion puede estar entre los aminoacidos 575 y 576, aminoacidos 576 y 577,
aminoacidos 577 y 578, aminoacidos 578 y 579, 0 aminoacidos 579 y 580. El sitio de insercién puede estar entre los
aminoacidos 590 y 591, aminoacidos 591 y 592, aminoacidos 592 y 593, aminoacidos 593 y 594, aminoacidos 594 y
595, aminoéacidos 595 y 596, aminoacidos 596 y 597, aminoacidos 597 y 598, aminoacidos 598 y 599, o
aminoacidos 599 y 600.

Por ejemplo, el sitio de insercion puede estar entre los aminoacidos 587 y 588 de VAA2, entre los aminoacidos 590 y
591 de VAAL entre los aminoacidos 575 y 576 de VAAS5, entre los aminoacidos 590 y 591 de VAAG, entre los
aminoacidos 589 y 590 de VAA7, entre los aminoacidos 590 y 591 de VAAS, entre los aminoacidos 588 y 589 de
VAA®Q, o entre los aminoéacidos 589 y 590 de VAA1OQ.

Péptidos de insercion

Como se indico anteriormente, un virion de VAAr objeto comprende un péptido de desde aproximadamente 5
aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos de longitud insertado en el bucle GH de la capside de VAA. El
péptido de insercién tiene una longitud de 5 aminodacidos, 6 aminoacidos, 7 aminoacidos, 8 aminoacidos, 9
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aminoacidos, 10 aminoéacidos o 11 aminoacidos.

El péptido de insercion puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las féormulas

expuestas a continuacion.

Por ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el

péptido de insercion es de Férmula I

donde:

cada uno de Y1-Y4, si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Ser, y Thr;

Y YXqKoKq Xy XsXX7Y5Y 4

X1, si esta presente, se selecciona de Leu, Asn, y Lys;
Xz se selecciona de Gly, Glu, Ala, y Asp;

X3 se selecciona de Glu, Thr, Gly, y Pro;

X4 se selecciona de Thr, lle, GIn, y Lys;

Xs se selecciona de Thry Ala;
Xe se selecciona de Arg, Asn, y Thr;

X7, si esta presente, se selecciona de Proy Asn.

Como otro ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el

péptido de insercion es de Férmula lla:

donde:

cada uno de Yi-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;

Y1Y2X1XoX3XsX5XeX7Y3Y 4

cada uno de X;-X4 es cualquier aminoéacido;

Xs es Thr;
Xe €S Arg; y
X7 es Pro.

Como otro ejemplo, un péptido de insercién puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoéacidos de longitud, donde el

péptido de insercion es de Férmula llb:

donde:

cada uno de Yi-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;

Y 1Y X4 XoX Xy X5 XX7Y3Y 4

X1, si esta presente, se selecciona de Leu y Asn;
Xa, si esta presente, se selecciona de Gly y Glu;

X3 se selecciona de Gluy Thr;
X4 se selecciona de Thry lle;
X5 es Thr;

Xs €s Arg; y

X7 es Pro.

Como otro ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el

péptido de insercion es de Férmula Ill:

donde:

cada uno de Yi-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;

X1, si esta presente, es Lys;

X2 se selecciona de Alay Asp;
X3 se selecciona de Gly y Pro;
X4 se selecciona de GIny Lys;
Xs se selecciona de Thry Ala;

Y 1Y X4 XoX3XaXsX5X7Y5Y
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Xe se selecciona de Asny Thr;
X7, si esta presente, es Asn.

Como otro ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula IV:

Y1YX1XoXg X4 X5 XX 7YY

donde:

cada uno de Y1-Y4, si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;

X1, Si esta presente, es un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de
Leu, Asn, Arg, Ala, Sery Lys;

X2 es un aminoacido negativamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Gly, Glu, Ala, Val,
Thry Asp;

X3 es un aminoacido negativamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Glu, Thr, Gly, Asp
o Pro;

X4 se selecciona de Thr, lle, Gly, Lys, Asp y Gln;

Xs es un amino&cido polar, un alcohol (un aminoacido que tiene un grupo hidroxilo libre), o un aminoacido
hidréfobo; o se selecciona de Thr, Ser, Val y Ala;

Xe €S un aminodcido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Arg, Val, Lys, Pro,
Thry Asn;y

X7, si esta presente, es un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de
Pro, Gly, Phe, Asn y Arg.

Como ejemplos no limitantes, el péptido de insercion puede comprender una secuencia de aminoacidos
seleccionada de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN (SEQ ID NO:15), KDPKTTN
(SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID NO:59), y STGKVPN
(SEQ ID NO:60).

En algunos casos, el péptido de insercion tiene desde 1 a 4 aminoacidos espaciadores (Y1-Y4) en el terminal amino
y/o en el terminal carboxilo de una cualquiera de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN
(SEQ ID NO:15), KDPKTTN (SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF
(SEQ ID NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60). Aminoéacidos espaciadores adecuados incluyen, pero no se limitan
a, leucina, alanina, glicina y serina.

Por ejemplo, en algunos casos, un péptido de insercion tiene una de las siguientes secuencias de aminoacidos:
LALGETTRPA (SEQ ID NO:45); LANETITRPA (SEQ ID NO:46), LAKAGQANNA (SEQ ID NO:47), LAKDPKTTNA
(SEQ ID NO:48), LAKDTDTTRA (SEQ ID NO:61), LARAGGSVGA (SEQ ID NO:62), LVAADTTKFA (SEQ ID NO:63),
y LASTGKVPNA (SEQ ID NO:64). Como otro ejemplo, en algunos casos, un péptido de insercion tiene una de las
siguientes secuencias de aminoacidos: AALGETTRPA (SEQ ID NO:49); AANETITRPA (SEQ ID NO:50),
AAKAGQANNA (SEQ ID NO:51), y AAKDPKTTNA (SEQ ID NO:52). Como otro ejemplo mas, en algunos casos, un
péptido de insercion tiene una de las siguientes secuencias de aminoacidos: GLGETTRPA (SEQ ID NO:53);
GNETITRPA (SEQ ID NO:54), GKAGQANNA (SEQ ID NO:55), y GKDPKTTNA (SEQ ID NO:56). Como otro ejemplo,
en algunos casos, un péptido de insercién comprende una de KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID
NO:58), AVDTTKF (SEQ ID NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60), flaqueadas en el terminal C por AA y en el
terminal N por A; o comprende una de KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID
NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60) flanqueada en el terminal C por G y en el terminal N por A.

En algunas realizaciones, una capside de virion de VAAr objeto no incluye cualquier otra sustitucion, insercion o
delecion de aminoécidos, aparte de una insercion de desde aproximadamente 7 aminoacidos a aproximadamente 10
aminoacidos en el bucle GH o bucle IV en relacién con una correspondiente proteina de la capside de VAA parental.
En otras realizaciones, una capside de virion de VAAr objeto incluye inserciones, deleciones o sustituciones de
desde 1 a aproximadamente 25 aminoacidos, en comparacién con la proteina de la capside de VAA parental,
ademas de una insercion de desde aproximadamente 7 aminoacidos a aproximadamente 10 aminoacidos en el
bucle GH o bucle IV en relaciéon con una correspondiente proteina de la capside de VAA parental. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, una capside de viriébn de VAAr objeto incluye inserciones, deleciones o sustituciones de
desde 1 a aproximadamente 5, desde aproximadamente 5 a aproximadamente 10, desde aproximadamente 10 a
aproximadamente 15, desde aproximadamente 15 a aproximadamente 20, o desde aproximadamente 20 a
aproximadamente 25 aminoacidos, en comparacion con la proteina de la capside de VAA parental, ademas de una
insercién de desde aproximadamente 7 aminoacidos a aproximadamente 10 aminoacidos en el bucle GH o bucle IV
en relacion con una correspondiente proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, una capside de virion de VAAr objeto no incluye una, dos, tres o cuatro, de las siguientes
sustituciones de aminoacidos: Y273F, Y444F, Y500F y Y730F.
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En algunas realizaciones, un polipéptido de capside variante objeto comprende, ademas de un péptido de insercion
como se describié anteriormente, una, dos, tres o cuatro, de las siguientes sustituciones de aminoacidos: Y273F,
Y444F, Y500F y Y730F.

En algunas realizaciones, una cépside de virion de VAAr objeto es una capside quimérica, por ejemplo, la capside
comprende una parte de una capside de VAA de un primer serotipo de VAA y una parte de una capside de VAA de
un segundo serotipo; y comprende una insercién de desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11
aminoacidos en el bucle GH o bucle IV en relaciéon con una correspondiente proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto comprende una proteina de la capside que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad de
secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos proporcionada en la Figura 5; y una insercion de desde
aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminoéacidos en el bucle GH o bucle IV en relacion con una
correspondiente proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto comprende una proteina de la capside que incluye un bucle GH
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 85 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 %, o 100 %, de identidad de secuencia de aminoacidos con una secuencia de aminoacidos
expuesta en la Figura 18A-C.

Un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20
veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, 0 mas de 50 veces, de una célula retiniana, en comparacion con la
infectividad de la célula retiniana por un virién de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de
VAA parental.

En algunos casos, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos 15
veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o0 mas de 50 veces, de una célula retiniana,
cuando se administra por inyeccion intravitrea, en comparacion con la infectividad de la célula retiniana por un virién
de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental, cuando se administra por
inyeccion intravitrea.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, 0 mas de 50 veces, de una célula
fotorreceptora (bastén o cono), en comparacion con la infectividad de la célula fotorreceptora por un virién de VAA
gue comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virién de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de una célula
fotorreceptora (bastén o cono), cuando se administra por inyeccion intravitrea, en comparacién con la infectividad de
la célula fotorreceptora por un virion de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA
parental, cuando se administra por inyeccion intravitrea.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de una CGR, en
comparacion con la infectividad de la CGR por un virion de VAA que comprende la correspondiente proteina de la
capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o0 méas de 50 veces, de una CGR, cuando se
administra por inyeccion intravitrea, en comparacion con la infectividad de la CGR por un virion de VAA que
comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental, cuando se administra por inyeccion
intravitrea.

En algunas realizaciones, un virién de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de una célula de EPR, en
comparacion con la infectividad de la célula de EPR por un viribn de VAA que comprende la correspondiente
proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virién de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de una célula de EPR,
cuando se administra por inyeccion intravitrea, en comparacion con la infectividad de la célula de EPR por un virion
de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental, cuando se administra por
inyeccion intravitrea.
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En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de una célula de Miller,
en comparacion con la infectividad de la célula de Miller por un virion de VAA que comprende la correspondiente
proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de una célula de Miller,
cuando se administra por inyeccion intravitrea, en comparacion con la infectividad de la célula de Muller por un virién
de VAA que comprende la correspondiente proteina de la cépside de VAA parental, cuando se administra por
inyeccion intravitrea.

En algunas realizaciones, un virién de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, 0 mas de 50 veces, de una célula bipolar, en
comparacion con la infectividad de la célula bipolar por un virién de VAA que comprende la correspondiente proteina
de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o0 mas de 50 veces, de una célula bipolar,
cuando se administra por inyeccion intravitrea, en comparacion con la infectividad de la célula bipolar por un virién
de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental, cuando se administra por
inyeccion intravitrea.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, 0 mas de 50 veces, de una célula amacrina,
en comparacioén con la infectividad de la célula amacrina por un virion de VAA que comprende la correspondiente
proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o0 mas de 50 veces, de una célula amacrina,
cuando se administra por inyeccion intravitrea, en comparacién con la infectividad de la célula amacrina por un virién
de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental, cuando se administra por
inyeccion intravitrea.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o0 mas de 50 veces, de una célula horizontal,
en comparacion con la infectividad de la célula horizontal por un virién de VAA que comprende la correspondiente
proteina de la capside de VAA parental.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, al menos
15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de una célula horizontal,
cuando se administra por inyeccién intravitrea, en comparacién con la infectividad de la célula horizontal por un
virion de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental, cuando se administra por
inyeccion intravitrea.

En algunos casos, un virion de VAAr objeto presenta capacidad incrementada al menos 10 veces, al menos 15
veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o mas de 50 veces, de atravesar la membrana
limitante interna (MLI), en comparacién con la capacidad de un virion de VAA que comprende la correspondiente
proteina de la capside de VAA parental de atravesar la MLI.

En algunos casos, un virion de VAAr objeto presenta capacidad incrementada al menos 10 veces, al menos 15
veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o0 mas de 50 veces, cuando se administra por
inyeccion intravitrea, de atravesar la membrana limitante interna (MLI), en comparacién con la capacidad de un
virién de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental de atravesar la MLI cuando
se administra por inyeccion intravitrea.

Un virion de VAAr objeto puede cruzar la MLI, y también puede atravesar capas celulares, incluyendo células de
Miller, células amacrinas, etc., para alcanzar las células fotorreceptoras y/o células de EPR. Por ejemplo, un virion
de VAAr objeto, cuando se administra por inyeccion intravitrea, puede atravesar la MLI, y también puede atravesar
capas celulares, incluyendo las células de Miller, células amacrinas, etc., para alcanzar las células fotorreceptoras o
células de EPR.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto infecta selectivamente una célula retiniana, por ejemplo, un virién
de VAAr objeto infecta una célula retiniana con 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 50 veces, o0 mas de 50
veces mas de especificidad que una célula no retiniana, por ejemplo, una célula fuera del ojo. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, un virién de VAAr objeto infecta selectivamente una célula retiniana, por ejemplo, un virién de
VAAr infecta una célula fotorreceptora con 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 50 veces, o0 mas de 50 veces
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mas de especificidad que una célula no retiniana, por ejemplo, una célula fuera del ojo.

En algunas realizaciones, un virion de VAAr objeto infecta selectivamente una célula fotorreceptora, por ejemplo, un
virién de VAAr objeto infecta una célula fotorreceptora con 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 50 veces, 0 mas
de 50 veces mas de especificidad que una célula no fotorreceptora presente en el ojo, por ejemplo, una célula
ganglionar de la retina, una célula de Miiller, etc.

En algunas realizaciones, un virién de VAAr objeto presenta infectividad incrementada al menos 10 veces, 15 veces,
20 veces, 25 veces, 50 veces, 0 mas de 50 veces, de una célula fotorreceptora, cuando se administra por inyeccién
intravitrea, en comparacion con la infectividad de la célula fotorreceptora por un virion de VAA que comprende la
correspondiente proteina de la capside de VAA parental, cuando se administra por inyeccion intravitrea.

Productos génicos

Un virion de VAAr objeto comprende un acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un producto génico. En algunas realizaciones, el producto génico es un ARN interferente. En algunas
realizaciones, el producto génico es un aptamero. En algunas realizaciones, el producto génico es un polipéptido. En
algunas realizaciones, el producto génico es una nucleasa especifica a sitio que proporciona el silenciamiento
(knock-down) especifico a sitio de la funcién del gen.

ARN interferente

Cuando el producto génico es un ARN interferente (ARNi), el ARNi adecuado incluye ARNi que disminuye el nivel de
un factor apoptético o angiogénico en una célula. Por ejemplo, un ARNi puede ser un ARNhc o ARNic que reduce el
nivel de un producto génico que induce o fomenta la apoptosis en una célula. Los genes cuyos productos génicos
inducen o fomentan la apoptosis se refieren, en el presente documento, como “genes pro-apoptéticos” y los
productos de esos genes (ARNm; proteina) se refieren como “productos génicos pro-apoptéticos”. Los productos
génicos pro-apoptoticos incluyen, por ejemplo, productos del gen Bax, Bid, Bak, y Bad. Véase, por ejemplo, el
documento de patente americana N° 7.846.730.

Los ARN interferentes también podrian ser frente a un producto angiogénico, por ejemplo, VEGF (por ejemplo,
Cand5; véase, por ejemplo, la publicacion de Patente americana N° 2011/0143400; Publicacion de Patente
americana N°. 2008/0188437; y Reich y col. (2003) Mol. Vis. 9:210), VEGFR1 (por ejemplo, Sirna-027; véase, por
ejemplo, Kaiser y col. (2010) Am. J. Ophthalmol. 150:33; y Shen y col. (2006) Gene Ther. 13:225), o VEGFR2 (Kou y
col. (2005) Biochem. 44:15.064). Véase también, los documentos de Patente Americana N° 6.649.596, 6.399.586,
5.661.135, 5.639.872, y 5.639.736; y los documentos de Patente americana N° 7.947.659 y 7.919.473.

Aptameros

Cuando el producto génico es un aptamero, aptameros ilustrativos de interés incluyen un aptamero frente a factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Véase, por ejemplo, Ng y col. (2006) Nat. Rev. Drug Discovery 5:123; y Lee
y col. (2005) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:18.902. Por ejemplo, un aptamero de VEGF puede comprender la
secuencia de nucledtidos 5’-cgcaaucagugaaugcuuauacauccg-3' (SEQ ID NO:17). También adecuado para su uso es
un aptamero especifico a PDGF, por ejemplo, E10030; véase, por ejemplo, Ni y Hui (2009) Ophthalmologica
223:401; y Akiyama y col. (2006) J. Cell Physiol. 207:407).

Polipéptidos

Cuando el producto génico es un polipéptido, el polipéptido generalmente es un polipéptido que aumenta la funcién
de una célula retiniana, por ejemplo, la funcién de una célula fotorreceptora bastén o cono, una célula ganglionar de
la retina, una célula de Miller, una célula bipolar, una célula amacrina, una célula horizontal o una célula del epitelio
pigmentario de la retina. Polipéptidos ilustrativos incluyen polipéptidos neuroprotectores (por ejemplo, GDNF, CNTF,
NT4, NGF, y NTN); polipéptidos anti-angiogénicos (por ejemplo, un receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) soluble; un anticuerpo de unién a VEGF; un fragmento del anticuerpo de union a VEGF (por
ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF de cadena sencilla); endostatina, tumstatina, angiostatina; un polipéptido Flt
soluble (Lai y col. (2005) Mol. Ther. 12:659); una proteina de fusion Fc que comprende un polipéptido Flt soluble
(véase, por ejemplo, Pechan y col. (2009) Gene Ther. 16:10); factor derivado de epitelio pigmentario (PEDF); un
receptor Tie-2 soluble; etc.); tejido inhibidor de metaloproteinasa-3 (TIMP-3); una opsina sensible a la luz, por
ejemplo, una rodopsina; polipéptidos anti-apoptéticos (por ejemplo, Bcl-2, Bcl-X1); y similares. Polipéptidos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF); factor 2 de crecimiento de
fibroblastos; neurturina (NTN); factor neurotréfico ciliar (CNTF); factor de crecimiento de nervio (NGF); neurotrofina-4
(NT4); factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF; por ejemplo, un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o 100 %, de identidad de secuencia de aminoacidos a
una tramo contiguo de desde aproximadamente 200 aminoacidos a 247 aminodacidos de la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 11 (SEQ ID NO:11)); factor de crecimiento epidérmico; rodopsina; inhibidor
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de apoptosis ligado a X; y gen erizo Sonic.

Opsinas sensibles a la luz adecuadas incluyen, por ejemplo, una opsina sensible a la luz como se describe en la
Publicacion de Patente americana N° 2007/0261127 (por ejemplo, ChR2; Chop?2); Publicacion de Patente americana
N° 2001/0086421; Publicacion de Patente americana N° 2010/0015095; y Diester y col. (2011) Nat. Neurosci.
14:387.

Polipéptidos adecuados también incluyen retinosquisina (por ejemplo, un polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o 100 %, de identidad de secuencia de aminoacidos con
un tramo contiguo de desde aproximadamente 200 aminoacidos a 224 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 10 (SEQ ID NO:10). Polipéptidos adecuados incluyen, por ejemplo, proteina 1 que
interactda con el regulador de GTPasa de retinitis pigmentosa (RGPR) (véase, por ejemplo, los N° de acceso de
GenBank Q96KN7, Q9EPQ2, y Q9GLM3) (por ejemplo, un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o 100 %, de identidad de secuencia de aminoacidos con
un tramo contiguo de desde aproximadamente 1.150 aminoacidos a aproximadamente 1.200 aminoacidos, o desde
aproximadamente 1.200 aminoéacidos a 1.286 aminoéacidos, de la secuencia de aminoacidos representada en la
Figura 16 (SEQ ID NO:21); periferina-2 (Prph2) (véase, por ejemplo, N° de acceso de GenBank NP_000313 (por
ejemplo, un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 90 %,
al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o 100 %, de
identidad de secuencia de aminoacidos con un tramo contiguo de desde aproximadamente 300 aminoacidos a 346
aminoacidos de la secuencia de aminoéacidos representada en la Figura 14 (SEQ ID NO:19); y Travis y col. (1991)
Genomics 10:733); periferina (por ejemplo, un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 %, o 100 %, de identidad de secuencia de aminoacidos a un tramo contiguo de desde
aproximadamente 400 aminoacidos a aproximadamente 470 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 15 (SEQ ID NO:20); una proteina especifica a epitelio pigmentario de la retina (EPR65),
(por ejemplo, un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente
90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o 100
%, de identidad de secuencia de aminoacidos a un tramo contiguo de desde aproximadamente 200 aminoacidos a
247 aminoéacidos de la secuencia de aminodacidos representada en la Figura 12 (SEQ ID NO:12)) (véase, por
ejemplo, GenBank AAC39660; y Morimura y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:3.088); y similares.

Polipéptidos adecuados también incluyen: CHM (coroideremia (proteina 1 acompafiante Rab)), un polipéptido que,
cuando es defectuoso o esta perdido, causa coroideremia (véase, por ejemplo, Donnelly y col. (1994) Hum. Mol.
Genet. 3:1.017; y van Bokhoven y col. (1994) Hum. Mol. Genet. 3:1.041); y homdélogo de Crumbs 1 (CRB1), un
polipéptido que, cuando es defectuoso o esta perdido, causa amaurosis congénita de Leber y retinitis pigmentosa
(véase, por ejemplo, den Hollander y col. (1999) Nat. Genet. 23:217; y N° de Acceso de GenBank CAM23328).

Polipéptidos adecuados también incluyen polipéptidos que, cuando son defectuosos o estan perdidos, conducen a
acromatopsia, donde tales polipéptidos incluyen, por ejemplo, subunidad alfa del canal regulado de GMPc del cono
fotorreceptor (CNGA3) (véase, por ejemplo, N° de acceso de GenBank NP_001289; y Booij y col. (2011)
Ophthalmology 118:160-167); subunidad beta del canal catiénico regulado de GMPc del cono fotorreceptor (CNGB3)
(véase, por ejemplo, Kohl y col. (2005) Eur. J. Hum. Genet. 13(3):302); proteina de unién a nucleétido de guanina (G
proteina), polipéptido 2 de actividad de transduccion alfa (GNAT2) (ACHM4); y ACHMS5; y polipéptidos que, cuando
son defectuosos o deficientes, conducen a diversas formas de daltonismo (por ejemplo, L-opsina, M-opsina y S-
opsina). Véase, Mancuso y col. (2009) Nature 461(7.265):784-787.

Endonucleasas especificas a sitio

En algunos casos, un producto génico de interés es una endonucleasa especifica a sitio que proporciona
silenciamiento especifico a sitio de la funcién del gen, por ejemplo, cuando la endonucleasa desactiva un alelo
asociado con una enfermedad de la retina. Por ejemplo, cuando un alelo dominante codifica una copia defectuosa
de un gen que, cuando es de tipo natural, es una proteina estructural de la retina y/o proporciona funcién de la retina
normal, una endonucleasa especifica a sitio se puede dirigir al alelo defectuoso y e desactivar el alelo defectuoso.

Ademas de la desactivacién de un alelo defectuoso, también se puede usar una endonucleasa especifica a sitio para
estimular la recombinacién homéloga con un ADN donante que codifica una copia funcional de la proteina codificada
por el alelo defectuoso. Por tanto, por ejemplo, un virion de VAAr objeto tanto se puede usar para administrar una
endonucleasa especifica a sitio que desactiva un alelo defectuoso, como se puede usar para administrar una copia
funcional del alelo defectuoso, dando como resultado la reparaciéon del alelo defectuoso, proporcionando de ese
modo la produccion de una proteina retiniana funcional (por ejemplo, retinosquisina funcional, EPR65 funcional,
periferina funcional, etc.). Véase, por ejemplo, Liy col. (2011) Nature 475:217. En algunas realizaciones, un virién de
VAAr objeto comprende una secuencia de nucle6tidos heteréloga que codifica una endonucleasa especifica a sitio; y
una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica una copia funcional de un alelo defectuoso, donde la copia
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funcional codifica una proteina retiniana funcional. Las proteinas retinianas funcionales incluyen, por ejemplo,
retinosquisina, EPR65, proteina 1 que interactla con el regulador de GTPasa de retinitis pigmentosa (RGPR),
periferina, periferina-2 y similares.

Endonucleasas especificas a sitios que son adecuadas para su uso incluyen, por ejemplo, nucleasas de dedo de
zinc (ZFN); y nucleasas efectoras similares a activador de transcripcion (TALEN), donde tales endonucleasas
especificas a sitio no son de origen natural y estan modificadas para dirigir un gen especifico. Tales nucleasas
especificas a sitios se pueden modificar por ingenieria para cortar localizaciones especificas dentro de un genoma,
y, a continuacion, uniéndose a extremo no homologo puede reparar la rotura mientras inserta o deleciona diversos
nucleétidos. Tales endonucleasas especificas a sitio (también referidas como “INDEL") a continuacién echan la
proteina fuera del marco e desactivan eficazmente el gen. Véase, por ejemplo, la Publicacion de Patente americana
N° 2011/0301073.

Secuencias reguladoras

En algunas realizaciones, una secuencia de nucleétidos codificante de un producto genético de interés esta
operativamente ligada a un promotor constitutivo. En otras realizaciones, una secuencia de nucleétidos codificante
de un producto génico de interés esta operativamente ligada a un promotor inducible. En algunos ejemplos, una
secuencia de nucleétidos codificante de un producto génico de interés esta operativamente ligada a un elemento
regulador especifico a tejido o especifico a tipo celular. Por ejemplo, en algunos ejemplos, una secuencia de
nucleétidos codificante de un producto génico de interés esta operativamente ligada a un elemento regulador
especifico a fotorreceptor (por ejemplo, un promotor especifico a fotorreceptor), por ejemplo, un elemento regulador
gue confiere expresion selectiva del gen operativamente ligado en una célula fotorreceptora. Los elementos
reguladores especificos a fotorreceptor adecuados incluyen, por ejemplo, un promotor de rodopsina, un promotor de
rodopsina quinasa (Young y col. (2003) Ophthalmol. Vis. Sci. 44:4.076); un promotor del gen de beta fosfodiesterasa
(Nicoud y col. (2007) J. Gene Med. 9:1.015); un promotor del gen de retinitis pigmentosa (Nicoud y col. (2007)
supra); un potenciador del gen de la proteina interfotorreceptora de union a retinoide (IRBP) (Nicoud y col. (2007)
supra); un promotor del gen de IRBP (Yokoyama y col. (1992) Exp. Eye Res. 55:225).

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

La presente descripcidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende: a) un virién de VAAr objeto,
como se describié anteriormente; y b) un vehiculo, diluyente, excipiente o tampén farmacéuticamente aceptable. En
algunas realizaciones, el vehiculo, diluyente, excipiente o tampdén farmacéuticamente aceptable es adecuado para
Su uso en un ser humano.

Tales excipientes, vehiculos, diluyentes y tampones incluyen cualquier agente farmacéutico que se pueda
administrar sin toxicidad indebida. Excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, liquidos
tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Sales farmacéuticamente aceptables pueden incluir en las
mismas, por ejemplo, sales de acido mineral tales como clorhidratos, bromohidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y
las sales de los acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares. Ademas,
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes y emulsionantes, sustancias de tamponamiento de pH y
similares pueden estar presentes en tales vehiculos. En la técnica se conocen una amplia diversidad de excipientes
farmacéuticamente aceptables y no necesitan ser tratados en detalle en el presente documento. Excipientes
farmacéuticamente aceptables han sido ampliamente descritos en diversas publicaciones, incluyendo, por ejemplo,
A. Gennaro (2000) "Remington: The Science and Practice of Pharmacy," 202 edicion, Lippincott, Williams, & Wilkins;
“Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems” (1999) H.C. Ansel y col., eds., 72 ed., Lippincott,
Williams, & Wilkins; y “Handbook of Pharmaceutical Excipients” (2000) A.H. Kibbe y col., eds., 3% ed. Amer.
Pharmaceutical Assoc.

METODOS DE ADMINISTRACION DE UN PRODUCTO GENICO A UNA CELULA RETINIANA Y TRATAMIENTO
METODOS

La presente descripcion proporciona un método de administracion de un producto génico a una célula retiniana en
un individuo, comprendiendo el método la administracién al individuo de un virion de VAAr objeto como se describi6
anteriormente. El producto génico puede ser un polipéptido o un ARN interferente (por ejemplo, un ARNhc, un ARNic
y similares), un aptamero, o una endonucleasa especifica a sitio como se describié anteriormente. La administracion
de un producto génico a una célula retiniana puede proporcionar tratamiento de una enfermedad de la retina. La
célula retiniana puede ser un fotorreceptor, una célula ganglionar de la retina, una célula de Miiller, una célula
bipolar, una célula amacrina, una célula horizontal o una célula de epitelio pigmentario de la retina. En algunos
casos, la célula retiniana es una célula fotorreceptora, por ejemplo, una célula bastén o cono.

La presente descripcion proporciona un método de tratamiento de una enfermedad de la retina, comprendiendo el

método la administracién a un individuo que lo necesite de una cantidad eficaz de un virion de VAAr objeto como se
describié anteriormente. Un virién de VAAr objeto se puede administrar por inyeccion intraocular, por inyeccién
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intravitrea, o por cualquier otro modo conveniente o via de administracién. Otros modos convenientes o vias de
administracion incluyen, por ejemplo, intravenoso, intranasal, etc.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” caera en un intervalo relativamente amplio que se puede determinar a través
de la experimentacioén y/o los ensayos clinicos. Por ejemplo, por inyeccion in vivo, es decir, ing/eccién directamente
en el ojo, una dosis terapéuticamente eficaz estara en el orden de desde aproximadamente 10° a aproximadamente
10" de los viriones de VAAr, por ejemplo, desde aproximadamente 10° a 10% viriones de VAAr. Para la
transduccion in vitro, una cantidad eficaz de viriones de VAAr a administrar a células estara en el orden de desde
aproximadamente 10% a aproximadamente 10™ de los viriones de VAAr. Otras dosis eficaces faciimente pueden ser
establecidas por un experto en la técnica a través de pruebas rutinarias que establecen curvas de respuesta de
dosis.

En algunas realizaciones, mas de una administracién (por ejemplo, dos, tres, cuatro o0 mas administraciones) se
pueden emplear para alcanzar el nivel deseado de la expresion génica durante un periodo de diversos intervalos,
por ejemplo, diario, semanal, mensual, anual, etc.

Enfermedades oculares que se pueden tratar usando un método objeto incluyen, pero no se limitan a,
neuroretinopatia macular aguda; enfermedad de Behcet; neovascularizacion coroidea, uveitis diabética;
histoplasmosis; degeneracion macular, tal como degeneracion macular aguda, degeneracion macular relacionada
con la edad no exudativa y degeneracién macular relacionada con la edad exudativa; edema, tal como edema
macular, edema macular cistoide y edema macular diabético; coroiditis multifocal; trauma ocular que afecta a un sitio
o localizacién ocular posterior; tumores oculares; trastornos de la retina, tales como oclusion de la vena central de la
retina, retinopatia diabética (incluyendo retinopatia diabética proliferativa), vitreorretinopatia proliferativa (VRP),
enfermedad oclusiva de la arteria de la retina, desprendimiento de retina, enfermedad de retina uveitica; oftalmia
simpatética; sindrome de Vogt Koyanagi-Harada (VKH); difusién de la Gvea; una afeccion ocular posterior causada
por o influida por un tratamiento con laser ocular; afecciones oculares posteriores causadas por o influidas por una
terapia fotodinamica; fotocoagulacion, retinopatia por radiacion; trastornos de la membrana epirretiniana; oclusion de
la vena ramificada de la retina ; neuropatia éptica isquémica anterior; disfuncion diabética de la retina no retinopatia;
retinosquisis; retinitis pigmentosa; glaucoma; sindrome de Usher; distrofia cono-baston; enfermedad de Stargardt
(fundus flavimaculatus); degeneracién macular hereditaria; degeneracion coriorretiniana; amaurosis congénita de
Leber; ceguera nocturna estacionaria congénita; coroideremia; sindrome de Bardet-Biedl; telangiectasia macular;
neuropatia Optica hereditaria de Leber; retinopatia de prematuridad; y trastornos de visién de color; incluyendo
acromatopsia, protanopia, deuteranopia y tritanopia.

ACIDOS NUCLEICOS Y CELULAS HOSPEDADORAS

La presente descripcién proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina de la capside de virus adenoasociado (VAA) variante objeto como se describié anteriormente,
donde la proteina de la cépside de VAA variante comprende una insercion de desde aproximadamente 5
aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos en el bucle GH o bucle IV en relacién con una correspondiente
proteina de la capside de VAA parental, y donde la proteina de la capside variante, cuando esta presente en un
virion de VAA, proporciona infectividad incrementada de una célula retiniana en comparacion con la infectividad de la
célula retiniana por un virion de VAA que comprende la correspondiente proteina de la capside de VAA parental. Un
acido nucleico aislado objeto puede ser un vector de VAA, por ejemplo, un vector de VAA recombinante.

Péptidos de insercion

Una proteina de la capside de VAA variante codificada por un acido nucleico objeto tiene un péptido de insercion de
desde aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 11 aminoacidos de longitud insertado en el bucle GH
de una capside de VAA. El péptido de insercion tiene una longitud de 5 aminoacidos, 6 aminoacidos, 7 aminoacidos,
8 aminoécidos, 9 aminoacidos, 10 aminoacidos o 11 aminoécidos.

El péptido de insercion puede comprender una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las féormulas
expuestas a continuacion.

Por ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula :

Y1YoX XX 5 X4 XsXgX7Y1Y 4
donde:

cada uno de Y1-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Ser, y Thr;
X1, si esta presente, se selecciona de Leu, Asn, y Lys;
Xz se selecciona de Gly, Glu, Ala, y Asp;
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X3 se selecciona de Glu, Thr, Gly, y Pro;

X4 se selecciona de Thr, lle, GIn, y Lys;

Xs se selecciona de Thry Ala;

Xe se selecciona de Arg, Asn, y Thr;

X7, si esta presente, se selecciona de Proy Asn.

Como otro ejemplo, un péptido de insercién puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoéacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula lla:

Y 1Y X XXX Xe XX Y 5Y 4
donde:

cada uno de Y1-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;
cada uno de X;-X4 es cualquier aminoacido;

Xs es Thr;

Xs €s Arg; y

X7 es Pro.

Como otro ejemplo, un péptido de insercién puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoéacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula llb:

Y 1Yo X 1 XoX3 X XsXgX7Y3Y
donde:

cada uno de Yi-Y4, Si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;
X1, si esta presente, se selecciona de Leu y Asn;

Xz, si esta presente, se selecciona de Gly y Glu;

X3 se selecciona de Gluy Thr;

X4 se selecciona de Thry lle;

Xs es Thr;

Xe €S Arg; y

X7 es Pro.

Como otro ejemplo, un péptido de insercién puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoéacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula lll:

Y 1Y X1 XoX3XsX5XeX7Y3Yy
donde:

cada uno de Y1-Y4, si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;
X1, si esta presente, es Lys;

Xz se selecciona de Alay Asp;

X3 se selecciona de Gly y Pro;

X4 se selecciona de GIny Lys;

Xs se selecciona de Thry Ala;

Xe se selecciona de Asn y Thr;

X7, si esta presente, es Asn.

Como otro ejemplo, un péptido de insercion puede ser un péptido de desde 5 a 11 aminoacidos de longitud, donde el
péptido de insercion es de Férmula IV:

Y1 YXq X Xg Xy XsXX7 Y3 4
donde:
cada uno de Y1-Y4, si esta presente, se selecciona independientemente de Ala, Leu, Gly, Sery Thr;
X1, si esta presente, es un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de
Leu, Asn, Arg, Ala, Sery Lys;

X2 es un aminoéacido negativamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Gly, Glu, Ala, Val,
Thry Asp;
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X3 es un aminoacido negativamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Glu, Thr, Gly, Asp
o Pro;

X4 se selecciona de Thr, lle, Gly, Lys, Asp y Gln;

Xs es un amino&cido polar, un alcohol (un aminoacido que tiene un grupo hidroxilo libre), o un aminoacido
hidréfobo; o se selecciona de Thr, Ser, Val y Ala;

Xe €S un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de Arg, Val, Lys, Pro,
Thry Asn;y

X7, si esta presente, es un aminoacido positivamente cargado o un aminoacido no cargado; o se selecciona de
Pro, Gly, Phe, Asn y Arg.

Como ejemplos no limitantes, el péptido de insercion puede comprender una secuencia de aminoacidos
seleccionada de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN (SEQ ID NO:15), KDPKTTN
(SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID NO:59), y STGKVPN
(SEQ ID NO:60).

En algunos casos, el péptido de insercion tiene desde 1 a 4 aminoacidos espaciadores (Y1-Y4) en el terminal amino
y/o en el terminal carboxilo de una cualquiera de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN
(SEQ ID NO:15), KDPKTTN (SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF
(SEQ ID NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60). Aminoéacidos espaciadores adecuados incluyen, pero no se limitan
a, leucina, alanina, glicina y serina.

Por ejemplo, en algunos casos, un péptido de insercion tiene una de las siguientes secuencias de aminoacidos:
LALGETTRPA (SEQ ID NO:45); LANETITRPA (SEQ ID NO:46), LAKAGQANNA (SEQ ID NO:47), LAKDPKTTNA
(SEQ ID NO:48), LAKDTDTTRA (SEQ ID NO:61), LARAGGSVGA (SEQ ID NO:62), LVAADTTKFA (SEQ ID NO:63),
y LASTGKVPNA (SEQ ID NO:64). Como otro ejemplo, en algunos casos, un péptido de insercion tiene una de las
siguientes secuencias de aminoacidos: AALGETTRPA (SEQ ID NO:49); AANETITRPA (SEQ ID NO:50),
AAKAGQANNA (SEQ ID NO:51), y AAKDPKTTNA (SEQ ID NO:52). Como otro ejemplo mas, en algunos casos, un
péptido de insercion tiene una de las siguientes secuencias de aminoacidos: GLGETTRPA (SEQ ID NO:53);
GNETITRPA (SEQ ID NO:54), GKAGQANNA (SEQ ID NO:55), y GKDPKTTNA (SEQ ID NO:56). Como otro ejemplo,
en algunos casos, un péptido de insercion comprende una de KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID
NO:58), AVDTTKF (SEQ ID NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60), flanqueada en el terminal C por AA y en el
terminal N por A; o comprende una de KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID
NO:59), y STGKVPN (SEQ ID NO:60) flanqueada en el terminal C por G y en el terminal N por A.

Un vector de VAA recombinante objeto se puede usar para generar un virién de VAA recombinante objeto, como se
describié anteriormente. Por tanto, la presente descripcién proporciona un vector de VAA recombinante que, cuando
se introduce en una célula adecuada, puede proporcionar la produccion de un virion de VAA recombinante objeto.

La presente invencion proporciona ademas células hospedadoras, por ejemplo, células hospedadoras aisladas
(genéticamente modificadas), que comprenden un acido nucleico objeto. Una célula hospedadora objeto puede ser
una célula aislada, por ejemplo, una célula en cultivo in vitro. Una célula hospedadora objeto es util para producir un
virion de VAAr objeto, como se describe mas adelante. Cuando una célula hospedadora objeto se usa para producir
un virion de VAAr objeto, se refiere como “célula empaquetadora”. En algunas realizaciones, una célula
hospedadora objeto esta genéticamente modificada de manera estable con un &cido nucleico objeto. En otras
realizaciones, una célula hospedadora objeto estan genéticamente modificada de manera transitoria con un acido
nucleico objeto.

Un acido nucleico objeto se introduce de manera estable o transitoria en una célula hospedadora, usando técnicas
establecidas, que incluyen, pero no se limitan a, electroporacion, precipitacion de fosfato de calcio, transfeccién
mediada por liposoma y similares. Para transformacion estable, un acido nucleico objeto generalmente incluira
ademas un marcador seleccionable, por ejemplo, cualquiera de los diversos marcadores seleccionables bien
conocidos tales como resistencia a neomicina, y similares.

Una célula hospedadora se genera introduciendo un acido nucleico objeto dentro de alguna de diversas células, por
ejemplo, células mamiferas, incluyendo, por ejemplo, células murinas y células primates (por ejemplo, células
humanas). Células mamiferas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células primarias y lineas celulares, donde
las lineas celulares adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células 293, células COS, células HelLa, células Vero,
fibroblastos de raton 3T3, fibroblastos C3H10T1/2, células CHO y similares. Ejemplos no limitantes de células
hospedadoras adecuadas incluyen, por ejemplo, células HelLa (por ejemplo, “American Type Culture Collection”
(ATCC) N° CCL-2), células CHO (por ejemplo, ATCC N° CRL9618, CCL61, CRL9096), células 293 (por ejemplo,
ATCC N° CRL-1573), células Vero, células NIH 3T3 (por ejemplo, ATCC N° CRL-1658), células Huh-7, células BHK
(por ejemplo, ATCC N° CCL10), células PC12 (ATCC No. CRL1721), células COS, células COS-7 (ATCC Ne°
CRL1651), células RAT1, células L de raton (ATCC N° CCLI.3), células de rifion embrionario humano (HEK) (ATCC
N° CRL1573), células HLHepGZ2, y similares. Una célula hospedadora objeto también se puede producir usando un
baculovirus para infectar células de insecto tales como células Sf9, que producen VAA (véase, por ejemplo, el
documento de Patente N° 7.271.002; Publicaciéon de Patente americana 12/297.958).
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En algunas realizaciones, una célula hospedadora genéticamente modificada objeto incluye, ademas de un acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos codificante de una proteina de la capside de VAA variante,
como se describié anteriormente, un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos codificante de una
0 mas proteinas rep de VAA. En otras realizaciones, una célula hospedadora objeto comprende ademas un vector
de VAAr. Un virién de VAAr se puede generar usando una célula hospedadora objeto. Métodos de generacién de un
virién de VAAr estan descritos en, por ejemplo, la Publicacién de Patente americana N° 2005/0053922 y Publicacion
de Patente americana 2009/0202490.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proponen para proporcionar a los expertos en la técnica una descripcion completa y una
descripcion de cémo producir y usar la presente invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores
consideran su invencion ni pretenden representar que los experimentos de mas adelante son todos o los Unicos
experimentos realizados. Se han realizado esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los nimeros usados
(por ejemplo, cantidades, temperaturas, etc.) pero algunos errores experimentales y desviaciones se deberian tener
en cuenta. A menos que se indique lo contrario, partes son partes en peso, peso molecular es el peso molecular
promedio, temperatura es en grados Celsius, y la presion estd en o cerca de la atmosférica. Se pueden usar
abreviaciones estandar, por ejemplo, pb, par(es) de bases; kb, kilobase(s), pl, picolitro(s); s 0 seg, segundo(s), min,
minuto(s); h o hr, hora(s); aa, aminoacido(s); kb, kilobase(s); pb, par(es) de bases; nt, nucleétido(s); i.m.,
intramuscular(mente); i.p., intraperitoneal(mente); s.c., subcutanea(mente); y similares.

Ejemplo 1: variante de VAA con transduccién aumentada de células retinianas

El planteamiento usado era crear una genoteca de demostracién de péptido introduciendo un sitio Avrll Unico en el
genoma de VAA2 de tipo natural entre los aminoacidos 587 y 588 por mutagénesis por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Un inserto de 21 nucleétido aleatorio, 7mer For, se usé para sintetizar los insertos de ADNdc,
junto con el cebador antisentido 7mer Rev. Los insertos resultantes de ADNdc se clonaron en el sitio Avrll del
genoma después de la digestién con Nhel, produciendo una genoteca de demostracion de 7mer diversa que, a
continuacion, se empaquet6 (Perabo y col., 2003; Miller y col., 2003). El virus se gener6 de modo que cada genoma
viral se empaqueté o se sometié a encapsidacién dentro de la proteina de la capside variante que ese genoma
codificaba. A este respecto, las mejoras funcionales identificadas a través de la seleccién pueden estar ligadas a la
secuencia de genoma codificante de esta funcion mejorada contenida dentro de la capside del virus.

Esta genoteca se someti6 a seleccion positiva dentro de ratones rho-GFP (Wensel y col. (2005) Vision Res.
45:3.445). Brevemente, en una ronda de seleccién, se inyectaron inravitreamente ratones rho-GFP adultos con 2 pl
de genoteca purificada por iodixanol, dializada con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) con una titulacién
gendmica de aproximadamente 1x10* genomas virales (gv)/ml. Se pasé una aguja desechable 30 1/2 gauge
ultrafina a través de la esclerética del ojo del animal, en el ecuador y préximo a los limbos, dentro de la cavidad
vitrea. La inyeccion de 2 pl de virus se realizé con observacion directa de la aguja en el centro de la cavidad vitrea.
Una semana después de la inyeccion, los ojos se sometieron a enucleacion y las retinas se disociaron usando un
tratamiento con luz, papaina proteasa, seguido por aislamiento por clasificador de célula activada por fluorescencia
(FACS) de poblaciones fotorreceptoras. A continuacion, lo viriones favorables se amplificaron por PCR a partir de
extracciones genémicas posteriores y se clonaron mas y se reempaquetaron para inyeccion.

Iteraciones adicionales de esta seleccion se realizaron, reduciendo el conjunto de variantes a un subconjunto con las
mutaciones mas permisivas. Después de tres iteraciones, se realiz6 una ronda de PCR propensa a error para crear
una generacion adicional de variantes para la seleccién. En total, este proceso se repitié para dos generaciones. A
este respecto, este proceso de evolucion dirigida cred variantes de VAA permisivas a fotorreceptor por la aplicacion
de seleccion positiva y mutagénesis inducida, similar al proceso de la evolucién natural.

Posteriormente, los genes cap de cincuenta variantes se secuenciaron para determinar las variantes mas
prominentes y eficaces para tener mutaciones permisivas para la transduccién intravitrea de fotorreceptor. De los 50
clones, 46 dieron secuencias legibles de un inserto 7mer. Notablemente, casi dos tercios de los clones contenian el
mismo motivo de 7mer distinto (~588LGETTRP~; SEQ ID NO:13). Interesantemente, la préxima variante mas
prominente (~588NETITRP~; SEQ ID NO:14) también contenia un motivo flanqueador similar que consistia en un
resto de arginina positivamente cargado en entre una treonina polar y un resto de prolina no polar (TRP).

Tabla 1
Clon Frecuencia aproximada (%) Frecuencia
D®LGETTRPU(SEQ ID NO:13) 64 31
CPNETITRPU(SEQ ID NO:14) 12 5
[P®KAGQANND(SEQ ID NO:15) 6 3
PPKDPKTTNO(SEQ ID NO:16) 4 2
[P®KDTDTTRO(SEQ ID NO:57) 2
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PPRAGGSVG (SEQ ID NO:58) 1
PPAVDTTKF (SEQ ID NO:59) 1
P®STGKVPN (SEQ ID NO:60) 1

Tabla 1. La secuenciacion de variantes aisladas a partir de evolucion dirigida revela un alto grado de convergencia
en las genotecas virales. Todas las variantes derivadas de la genoteca 7mer de VAA2, con aproximadamente 64 %
de variantes que contienen el mismo motivo 7mer (~588LGETTRP~ (SEQ ID NO:13).

Entre las secuencias del inserto 7mer, habia preferencias moderadas en posiciones particulares, por ejemplo, un
aminoacido positivamente cargas en la posicion 1; un aminoacido negativamente cargado en la posicion 2; un
alcohol (por ejemplo, un aminoacido que tiene un grupo alcohol (un grupo hidroxilo libre), tal como Thr o Ser) en la
posicion 5.

Los insertos 7mer estaban flanqueados por espaciadores, como se muestran en la Tabla 2:

Clon Frecuencia
P®LALGETTRPAL(SEQ ID NO:45) 31
CPPLANETITRPAL(SEQ ID NO:46) 5

PPLAKAGQANNAL(SEQ ID NO:47)
[P®LAKDPKTTNAO(SEQ ID NO:48)
[P®LAKDTDTTRAO(SEQ ID NO:61)
[P®LARAGGSVGAL(SEQ ID NO:62)
P®LVAADTTKFAO(SEQ ID NO:63)
CPPLASTGKVPNAO(SEQ ID NO:64)

RPN NW

Figura 1. Modelo proteina de la capside tridimensional representativo de VAA2 que contiene un heptamero aleatorio
(mostrado en naranja) después del aminoacido 587. Esta area de la capside de VAA2 probablemente participa en la
unién a receptor de superficie celular.

Teniendo en cuenta el alto grado de convergencia de genoteca a partir de la selecciéon anteriormente descrita, una
forma recombinante de ~***LGETTRP~ de VAA2 (SEQ ID NO:13; nombrada 7M8) se clon6 y empaqueté el vector
con un transgen scCAG-GFP para visualizar su perfil de transduccién. Tres semanas después de la inyeccién
intravitrea en ratones adultos, se observé expresion fuerte en numerosos tipos celulares, incluyendo células
ganglionares de la retina (CGR) y células de Miller. Importantemente, se observo transduccion de fotorreceptores
en retinas inyectadas con 7M8, visto por la expresion de GFP en nucleos de la capa nuclear externa (CNE) (flechas
rojas) y en segmentos externos (Figura 2, flecha azul), mientras que VAA2 no mostré expresion discernible de
fotorreceptor.

Figura 2. La variante 7M8 de VAA2 (derecha) demuestra mayores niveles de transduccion de fotorreceptor
intravitrea en relacién con VAA2 (izquierda). El microscopio confocal de secciones de retina transversales tres
semanas después de la inyeccion intravitrea de 2 pl de 1x10™ gv/iml de 7M8 de VAA2 y scCAG GFP de VAA2 en
ratones adultos. Las flechas rojas (arriba) indican el nicleo fotorreceptor y la flecha azul (arriba) indica segmentos
exteriores de fotorreceptor.

Teniendo en cuenta estas ganancias en la transduccion de la célula de la retina, se hizo un intento de incrementar la
especificidad en la expresion a través del uso de un transgen ssRho-eGFP que contenia un promotor de rodopsina
especifico a fotorreceptor para resolver mejor las eficacias de transduccidon especificamente en fotorreceptores
(Figura 3). De hecho, el uso de un promotor Rho especifico a fotorreceptor limitd la expresion de GFP a los
fotorreceptores. Se hizo un intento de mejorar la eficacia de transduccién de 7M8 combinando un planteamiento de
disefio racional con el planteamiento anterior de evolucion dirigida. Por lo tanto, cuatro restos de tirosina expuestos
de superficie se mutaron a fenilalaninas en la capside de 7M8 (Y273F, Y444F, Y500F y Y730F) que previamente se
ha mostrado que incrementan la infectividad del fotorreceptor (Petrs-Silva y col., 2009). Interesantemente, la adicion
de mutaciones disminuyé el numero de fotorreceptores sometidos a transduccién en comparacién con el virus
original mostrado por clasificacion FAC de los fotorreceptores GFP(+) de retinas infectadas con 7m8 o 7m8-4YF
(Figura 4).

Figura 3. Imagenes de fluorescencia representativas de criocortes de retina que muestran expresion de GFP
resultante de 7m8 que lleva el gen de GFP bajo el control del promotor CAG ubicuo (izquierda) o un promotor de
Rho especifico a fotorreceptor (derecha).

Figura 4. Las células fotorreceptoras GFP(+) por millon de células de retina contadas por citometria de flujo. 7m8

transduce mas de dos veces la cantidad de fotorreceptores en comparacién con 7m8 que lleva 4 mutaciones de
tirosina (arriba).
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Ejemplo 2: Tratamiento de retinosquisis

Usando la construccion de expresion 7m8-rho-RS1, se administré una proteina retinosquisina funcional (RS1) a
ratones deficientes en retinosquisina (ratones deficientes en Rslh; Rslh es el homélogo de ratén de la RS1 humana).
El vector comprende una secuencia de nucleétidos codificante de una proteina retinosquisina funcional bajo control
transcripcional de un promotor de rodopsina. Véase las Figuras 13A-C, donde la secuencia de nucledtidos en negrita
y subrayada (nucleétidos 4.013-4.851) son el promotor de rodopsina; y los nucleétidos 4.866-5.540 (con las
secuencias de inicio atg y de parada tga mostradas en negrita) codifican una proteina RS1 humana.

La construccion 7m8-rho-RS1 se administr6 de manera intravitrea a ratones Rslh-/- en P15. Los ratones Rslh-/- se
generaron a través de alteracion dirigida de exdn 3 del gen Rslh, como se describe (Weber y col. (2002) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 99:6222). Los ratones Rslh-/- son deficientes en el producto proteico Rslh, tienen un ERG
electronegativo (por ejemplo, una onda b reducida con conservacion relativa de la onda a) y division de las capas de
la retina, similar a lo visto en pacientes de retinosquisis humana. La inyeccion del vector 7m8-rho-RS1 en los Rslh-/-
conduce a altos niveles de expresién de RS1 panretiniana de fotorreceptores en la retina. La expresion de RS1
conduce a morfologia mejorada de la retina con un descenso en el nUmero y tamafio de cavidades en la retina como
se ve en la imagen por tomografia de coherencia éptica de dominio espectral (SD-OCT) (Figuras 7A-I), un rescate
de la onda b de ERG (Figuras 8A-D), y conservacion estructural a largo plazo de la retina (Figuras 9A-E).

Figuras 7A-1. Imagenes de SD-OCT de alta resoluciéon representativas de retinas inyectadas con 7m8-rho-GFP
(columna izquierda), 7mo8-rho-RS1 (columna del medio), o animales de tipo natural no inyectados (columna
derecha). Se tomaron imagenes del fondo a través de la capa nuclear interna de la retina superior y excluyen otras
capas (a-c). Las imagenes transversales de la retina superior (d-f) e inferior (g-i) se tomaron usando la cabeza del
nervio éptico como punto de referencia.

La retina RS1 no tratada incrementa en general el espesor cuando se mide desde la membrana limitante interna
(MLI) a los fotorreceptores, como los progresos patologicos debido a la division por esquisis de la retina interna. Este
proceso es distinto del observado en la mayoria de las enfermedades degenerativas de la retina (EDR) que no
forman esquisis, pero presentan muerte progresiva de célula fotorreceptora en la CNI y estrechamiento
concomitante de retina y pérdida de amplitud de ERG. En RS1, la CNE se estrecha ya que los fotorreceptores
mueren de la enfermedad, pero esto es distinto del cambio del espesor general de la retina. Generalmente se piensa
que una terapia con éxito para RS1 volvera el espesor general de la retina al tipo natural y aliviara la pérdida de
fotorreceptor en la CNE. En la mayoria de EDR aparte de RS1, la pérdida de fotorreceptores, marcados por el
estrechamiento de la CNE, se iguala por un descenso en la produccidn fisiolégica de retina medida por la amplitud
de ERG. RS1 es uno de los muy pocos ejemplos de una enfermedad de la retina en la que la patologia incrementa
el espesor de la retina con concomitante pérdida de amplitud de ERG. En resumen, restaurar el producto génico de
RS1, un “pegamento” de retina extracelular; - estrecha la parte de atras de la retina al espesor de tipo natural y la
amplitud de ERG vuelve a niveles normales cercanos ya que soluciona la esquisis.

La Figura 8a muestra una comparacion de rescate funcional de ojos de Rs1-/- no tratados con ojos inyectados con
VAA2-rho-RS1, 7m8-rho-GFP y 7m8-rho-RS1 tanto un mes (izquierda) como 4 meses (derecha) después de la
inyeccion. Un mes después de la inyeccion, 7m8-rho-RS1 condujo a rescate considerable de la amplitud de onda b
de ERG, mientras que VAA2-rh0.RS1 era estadisticamente indistinguible de los ojos no tratados.

Después de 4 meses, la amplitud de 7m8-rho-RS1 se incrementa mas hacia la amplitud de tipo natural (derecha). La
Figura 8b muestra que rastros de ERG representativos de ojos inyectados con 7m8-rho-RS1 muestran amplitud
mejorada de la onda a y onda b y una forma de onda mas cercana a los ojos de tipo natural, en comparacion con los
ojos inyectados con 7m8-rho-GFP. La Figura 8c muestra la amplitud de la onda b escotépica de campo completo
resultante de un estimulo de alta intensidad (1 log cd x s/mz) registrada sobre una base mensual comenzando un
mes después de la inyeccién en P15 para cada condicion. Se registraron tres respuestas y se calculd la media para
cada ojo en cada momento.

Las amplitudes medias de la onda b de ERG se trazaron como una funcién del momento después de la inyeccion.
n=7 se usO para ambas condiciones. La Figura 8d muestra un andlisis de las respuestas de ERG bajo condiciones
escotopicas (rastros superiores, intervalo del estimulo desde -3 a 1 log cd x s/mz) y fotépicas (rastros inferiores,
intervalo desde -0,9 a 1,4 log cd x s/mz) indica funcion mejorada de bastén y cono durante un intervalo de
intensidades de estimulos.

Figuras 9A-E. Mejoras constantes en el espesor de la retina medido a los 10 meses después del tratamiento con
7m8-rho-RS1. Imagenes de SD-OCT transversales representativas de retinas tratadas con a) 7m8-rho-RS1 o b) o
7m8-rho-GFP 10 meses después de la inyeccion centradas en la cabeza del nervio 6ptico. Medidas de c) espesor de
la retina, d) espesor de CNE, y e) espesor del segmento interior y exterior se trazan como una funcion de la distancia
desde la cabeza del nervio optico.
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Ejemplo 3: variante de VAA usada para administrar una proteina a células retinianas en el macaco

Se generd un virién de VAA2 recombinante (7m8 que lleva GFP bajo el control de un promotor de conexina 36). El
virion de VAA2 recombinante incluyé una variante proteina de la capside de VAA con una insercion de péptido
LALGETTRPA entre los aminoacidos 587 y 588 de la capside de VAA2, y GFP bajo control transcripcional de un
promotor de conexina 36, que se expresa en interneuronas. El virion de VAA2 se inyectd de manera intravitrea en el
0jo de un macaco. Los datos se muestran en la Figura 18.

La Figura 18 proporciona una imagen de fluorescencia del fondo que muestra la expresion de GFP en la parte de
atras de la retina 9 semanas después de la administracién de 7m8 que lleva GFP bajo el control de un promotor de
conexina 36. En comparacion con el serotipo de VAA2 parental (Yin y col, IOVS 52(5); 2775), se vio un nivel superior
de expresion en el anillo foveal, y se vio fluorescencia visible en la retina central fuera de la fovea.
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Gln

Asn

Ser

120

Ile

Ser

Asp

Ser

Arg

200

Leu

33

Leu

Thr
25

Asp

Leu

Ser

Tyr

Ser

105

Gln

Leu

val

Gln

Thr

185

Leu

Leu

Leu
10

Glu

Cys

Asp

Gly

Val

90

Gln

Trp

Thr

Gln

Thr

170

Val

Ile

Glu

Leu

Asp

Gln

Cys

Glu

75

Gly

Gly

Leu

Gln

Tyr

155

Gly

Gln

Pro

Cys

Leu

Glu

Gly

Ile

60

val

Trp

Phe

Gln

Gly

140

Arg

Asn

Asn

Leu

val
220

Leu

Gly

Gly

Pro

Thr

Tyr

Gly

Ile

125

Arg

Thr

Asn

Len

Gly

205

Ser

Phe

Glu
30

Pro

Glu

Pro

Ser

Cys

110

Asp

Cys

Asp

Arg

Len
130

Trp

Lys

Gly
15

Asp

Asn

Cys

Asp

Ser

95

Ala

Leu

Asp

Glu

val

175

Arg

His

Cys

Tyr

Pro

Ala

Pro

Gln

80

Trp

Trp

Lys

Ile

Arg

160

Phe

Pro

val

Ala



Met

Lys

Ala

Pro

His

63

Glu

Ser

Tyr

His

Ser

145

Gly

Leu

Lys

Arg

Arg

225

Leu

Thr

Ala

Tyr

Lys

50

vVal

Glu

Ser

Lys

Ser

130

Glu

Gly

Lys

Glu

Thr

210

Ile

Thr

Ile

Ala

Pro

35

Ala

Ile

Asn

Gln

Asn

115

Asp

Trp

Thr

Gln

Gly

195

Thr

Gly

Ile

Leu

Pro
20

Gly

Gly

Glu

Asn

Val

100

Tyr

Pro

val

val

Tyr

180

Cys

Gln

Trp

Lys

Phe

Met

Val

Ser

Glu

Lys

85

Pro

Leu

Ala

Thr

Thr

165

Phe

Arg

Ser

Arg

Arg
245

ES 2638342 T3

Leu

Lys

Arg

Arg

Leu

70

Asp

Leu

Asp

Arg

Ala

150

Val

Tyr

Gly

Tyr

Phe

230

Gly

Thr

Glu

Thr

Gly

55

Leu

Ala

Glu

Ala

Arg

135

Ala

Leu

Glu

Ile

val

215

Ile

Arg

Met

Ala

His

40

Leu

Asp

Asp

Pro

Ala

120

Gly

Asp

Glu

Thr

Asp

200

Arg

Arg

34

Val

Asn
25

Gly

Thr

Glu

Leu

Pro

105

Asn

Glu

Lys

Lys

Lys

185

Lys

Ala

Ile

Ile
10

Ile

Thr

Ser

Asp

Tyr

90

Leu

Met

Leu

Lys

Val

170

Cys

Arg

Leu

Asp

Ser

Arg

Leu

Leu

His

75

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

155

Pro

Asn

His

Thr

Thr
235

Tyr

Gly

Glu

Ala
60

Lys

Ser

Phe

Met

val

140

Ala

Val

Pro

Trp

Met

220

Ser

Phe

Gln

Ser

45

Asp

Val

Arg

Leu

Met

125

Cys

Val

Ser

Met

Asn

205

Asp

Cys

Gly

Gly

Val

Thr

Arg

Val

Leu

119

Val

Asp

Asp

Lys

Gly

190

Ser

Ser

val

Cys
15

Gly

Asn

Phe

Pro

Met

95

Glu

Leu

Ser

Met

Gly

175

Tyr

Gln

Lys

Cys

Meat

Leu

Gly

Glu

Asn

80

Leu

Glu

Arg

Ile

Ser

16Q

Gln

Thr

Cys

Lys

Thr
240



<210> 12

<211>533

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

ES 2638342 T3

35



Met

Glu

Arg

Leu

Ala

63

Arg

Arg

Lys

Thr

Ala

145

Glu

Ala

Gly

Ile

Ile

225

His

Ser

Thr

Ile

Phe

50

Leu

Arg

Ile

Asn

Asp

130

Cys

Thr

Thr

Asn

Pro

210

Val

Ser

Ile

Val

Pro

35

Glu

Leu

Phe

Val

Ile

115

Asn

Thr

Ile

Ala

Cys

195

Pro

Val

Phe

Gln

Glu

20

Leu

Val

His

Ile

Ile

100

Phe

Ala

Glu

Lys

His

180

Phe

Leu

Gln

Gly

Val

Glu

Trp

Gly

Lys

Arg

85

Thr

Sar

Leu

Thr

Gln

165

Pro

Gly

Gln

Phe

Leu

ES 2638342 T3

Glu

Leu

Leu

Ser

Phe

70

Thr

Glu

Arg

Val

Asn

150

Vval

His

Lys

Ala

Pro

230

Thr

His

Ser

Thr

Glu

55

Asp

Asp

Phe

Phe

Asn

135

FPhe

Asp

Ile

Asn

Asp

215

Cys

Pro

Pro

Ser

Gly

40

Pro

Phe

Ala

Gly

Phe

120

val

Ile

Leu

Glu

Fhe

200

Lys

Ser

Asn

36

Ala

Pro

25

Ser

Phe

Lys

Tyr

Thr

105

Ser

Tyr

Thr

Cys

Asn

185

Ser

Glu

Asp

Tyr

Gly

10

Leu

Leu

Tyr

Glu

Val

90

Cys

Tyr

Pro

Lys

AsSn

170

Asp

Ile

Asp

Arg

Ile

Gly

Thr

Leu

His

Gly

75

Arg

Ala

Phe

Val

Ile

155

Tyr

Gly

Ala

Pro

Phe

235

Val

Tyr

Ala

Arg

Leu

60

His

Ala

Phe

Arg

Gly

140

Asn

val

Thr

Tyr

Ile

220

Lys

Phe

Lys

His

Cys

45

Phe

val

Met

Pro

Gly

125

Glu

Pro

Ser

val

AsSn

205

Ser

Pro

val

Lys

Val

30

Gly

Asp

Thr

Thr

Asp

110

Val

Asp

Glu

Val

Tyr

190

Ile

Lys

Ser

Glu

Leu

15

Thr

Pro

Gly

Tyr

Glu

95

Pro

Glu

Tyr

Thr

Asn

175

Asn

vVal

Ser

Tyr

Thr

Phe

Gly

Gly

Gln

His

80

Lys

Cys

Val

Tyr

Leu

160

Gly

Ile

Lys

Glu

val

240

Pro



val

Ala

Leu

Arg

305

Asgn

Val

Val

vVal

Thr

385

Ile

Glu

Tyr

Lys

Ser

465

Glu

Lys

Asn

His

230

Thr

Gly

Tyr

Lys

Leu

370

Leu

Trp

Phe

Ala

Leu

450

Tyr

Asp

Ile

Tyr

275

Ile

Ser

Phe

Asn

Lys

355

Pro

Pro

Leu

Pro

Tyr

435

Asn

Pro

Asp

Asn

260

Met

Ala

Pro

Leu

Tyr

340

Asn

Leu

Asn

Glu

Gln

420

Gly

val

Ser

Gly

245

Leu

Asp

Asp

Phe

Ile

325

Leu

Ala

Asn

Thr

Pro

405

Ile

Leu

Lys

Glu

Val
485

ES 2638342 T3

Phe

Cys

Lys

Asn

310

Val

Tyr

Arg

Ile

Thr

390

Glu

Asn

Gly

Thr

Pra

470

Val

Lys

Phe

Lys

295

Leu

Asp

Leu

Lys

Asp

375

Ala

Val

Tyr

Leu

Lys

455

Ile

Leu

Phe

Glu

280

Arg

Phe

Leu

Ala

Ala

360

Lys

Thr

Leu

Gln

Asn

440

Glu

Phe

Ser

37

Leu

265

Ser

Lys

His

Cys

Asn

345

Pro

Ala

Ala

Phe

Lys

425

His

Thr

Val

Val

250

Ser

Asn

Lys

His

Cys

330

Len

Gln

Asp

Ile

Ser

410

Tyr

Phe

Trp

Ser

Val
430

Ser

Glu

Tyr

Ile
315

Trp

Arg

Pro

Thr

Leu

395

Gly

Cys

Val

Val

His

475

Val

Trp

Thr

Leu

300

Asn

Lys

Glu

Glu

Gly

380

Cys

Pro

Gly

Pro

Trp

460

Pro

Ser

Ser

Met

285

Asn

Thr

Gly

Asn

val

365

Lys

Ser

Arg

Lys

Asp

445

Gln

Asp

Pro

Leu

270

Gly

Asn

Tyr

Phe

Trp

350

Arg

Asn

Asp

Gln

Pro

430

Arg

Glu

Ala

Gly

255

Trp

Val

Lys

Glu

Glu

335

Glu

Arg

Leu

Glu

Ala

415

Tyr

Leu

Pro

Leu

Ala
485

Gly

Trp

Tyr

Asp

320

Phe

Glu

Tyr

val

Thr

400

Phe

Thr

Cys

Asp

Glu

480

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2638342 T3

Gln Lys Pro Ala Tyr Leu Leu Ile Leu Asn Ala Lys Asp Leu Ser Glu
500 505 510

Val Ala Arg Ala Glu Val Glu Ile Asn Ile Pro Val Thr Phe His Gly
515 520 525

Leu Phe Lys Lys Ser
530

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13

Leu Bly Glu Thr Thr Arg Pro
1 5

<210> 14

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 14

Asn Glu Thr Ile Thr Arg Pro
1 5

<210> 15

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 15

Lys Ala Gly Gln Ala Asn Asn
1 5

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 16

Lys Asp Pro Lys Thr Thr Asn
1 5

38



ES 2638342 T3

20

39

<210> 17

<211> 27

<212> RNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 17

cgcaaucagu gaaugcuuau acauccg 27

<210> 18

<211> 5541

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 18
agcettggate caatcaacct ctggattaca aaatttgtga aagattgact ggtattctta 60
actatgttge tecttttacg ctatgtggat acgetgettt aatgectttg tatcatgeta 120
ttgecttecoceg tatggettte attttectecet ccttgtataa atcctggttg ctgtetettt 180
atgaggagtt gtggcccgtt gtcaggcaac gtggecgtggt gtgcactgtg tttgctgacg 240
caacccccac tggttgggge attgccacca cctgtcaget cctttcoceoggg acttteogett 300
tceceoectece tattgecacg goggaactea tegecgecetg ccttgeoecge tgetggacag 360
gggetcogget gttgggeoact gacaattcoeg tggtgttgte ggggaagetg acgtcoeottte 420
catggctget cgeoetgtgtt geocacctgga ttotgegegg gacgtcoette tgeotacgtece 480
ctteocggeoect caatccageg gacctteoctt ccocgeggect getgcocegget ctgeoggeoctce 540
ttcocgeogtet tcocgagatctg cctcogactgt gocttctagt tgecageccat ctgttgtttg 600
cccecteccocece gtgectteoet tgaccctgga aggtgoccact ccoccactgtcee tttcoctaata 660
aaatgaggaa attgeatege attgtetgag taggtgteat tetattetgg ggggtggggat 720
ggggcaggac agcaagagggg aggattggga agacaatage aggecatgetqg gggactegag 780
ttaagggcega attecegatt aggatcettece tagageatgg ctacgtagat aagtageatg 840
gcgggttaat cattaactac aaggaacccc tagtgatgga gttggccact ccctctetge 900
gcgetegete gotcactgag googggogac caaaggtcoge ccgacgcoccg ggctttgoec 9460
gggcggectc agtgagcgag cgagcogogcea gocttaatta acctaattca ctggecgtceg 1020
ttttacaacg tegtgactgg gaaaacectg gegttaceca acttaatcege cttgeageac 1080
atccecettt cgecagetgg cgtaatageg aagaggecceg caccgatcege ccttcoccaac 1140



agttgegeag
gtgtggtggt
togoetttott
gggggctecc
attagggtga
cgctggagtt
ctatcteggt
aaaatgagect
ttteaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgeect
atcagttggg
agagtttteg
gogoggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttectgacaac
atgtaacteg
gtgacaccac
tacttactet
gaccacttet
gtgagcgtgyg
togtagttat
ctgagatagy
tactttagat
ttgataatet
cogtagaaaa
tgcaaacaaa
cteotttttec

tgtageegta

cctgaatgge
tacgcgcage
cectteottt
tttagggttc
tggttcacgt
cacgttecte
ctattetttt
gatttaacaa
catectttegg
tatgtatecg
gagtatgagt
tocetgttttt
tgcacgagtg
ccccecgaagaa
atccegtatt
cttggttgag
attatgecagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgta
agcttoecgg
gcgeteggeco
gtotegeggt
ctacacgacg
tgcctcactyg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaceqg

gaaggtaact

gttaggecac

ES 2638342 T3

gaatgggacg
gtgaccgecta
ctogecacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
aaatttaacyg
ggaaatgtge
cteoatgagac
attcaacatt
gctcaceccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgcecggge
tactecaccag
getgocataa
cocgaaggage
tgggaaccgy
gtaatggtaa
caacaattaa
cttcoggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atacecttaac
tecttettgag
ctaccagegyg
ggcttocagea

cacttcaaga

cgocctgtag
cacttgccag
togeoggett
ctttacggea
cgeccegata
tecttgtteeca
ggatttttee
cgaattttaa
geggaacaog
aataaccctyg
tecegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggec
caactatgga
ggtaactgtec
aatttaaaag
gtgagtttte
atcctttttt
tggtttgttt
gagocgeagat

actectgtage

40

cggcgeatta
cgecctagey
teccocgteaa
cctocgaccece
gacggttttt
aactggaaca
gattteggee
caaaatatta
tatttgttta
ataaatgett
cottattece
gaaagtaaaa
caatagtggt
ttttaaagtt
cggtogoecge
gcatcttacg
taacactgeyg
tttgracaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgetgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtyg
gttocactga
tectgogegta
geoggatcaa
accaaatact

acogoctaca

agcgcggcydg
cccgeteoctt
gctctaaate
aaaaaacttyg
cgeoectttga
acactcaacc
tattggttaa
acgtttataa
tttttetaaa
caataatatt
ttttttgegyg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gecaacttac
atgggggatc
aacgacgagec
actggcgaac
aaagttgeayg
tetggageag
coctecegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gegteoagace
atctgotgetk
gagotaccaa
gtcectteotag

tacotegeote

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29240

3000



tgctaatcct
actcaagacyg
cacagccoag
gagaaagogo
toggaacagg
ctgtegggtt
ggagectatyg
gttttgetea
cctttgagtyg
gogaggaage
attaatgeag
ttaatgtgag
gtatgttgtyg
attacgccag
gcecocgggoegt
gggagtggee
cttatctacg
cccacctagco
ctgcaaccece
ctgottette
cttteocatcet
tgaattccaa
ccagaaacgg
gtgtggggac
gtgacgagat
gcacagaggc
gacagacaayg
agtaccttet
gccaattagyg
cccagatget
gggtcagaac

ccaccatgte

gttaccagtyg
atagttaceg
cttggagega
cacgettoce
agagogoacy
teogecacete
gaaaaaogoeo
catgttottt
agctgatacce
ggaagagoge
ctggcacgac
ttagctecact
tggaattgtg
atttaattaa
cgggcgacct
aactccatca
tagccatget
cacctggcaa
caggcagtaa
ccacatttga
ttgtattecec
ttccatgeaa
aagctgecagg
tggatgactc
gagagactgg
ccatggtoce
tcatgcagaa
cctecetgac
ccctcagttt
gattcagcoeca
ccagagtoat

acgcaagata
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gekgetgeca
gataaggegc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagette
tgacttgage
agoaacgogy
cotgogttat
getogeocgea
ccaatacgea
aggtttcceyg
cattaggcac
agcggataac
ggctgegege
ttggtogece
ctaggggttc
ctaggaagat
actgctocctt
ggccetgtet
gtcctectea
aggggcctge
caaggattgg
ttgcageece
cagaggtaac
gagaataaac
tatttcaaac
gttaggggac
ctcaggettce
ctgcagcoggy
ggagcttagg
cccctgaatt

gaaggcetttt

gtggegataa
ageggteggy
cogaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtoegattttt
cotttttacy
cooctgatte
googaacgac
aaccgectet
actggaaagc
cccaggettt
aatttecacac
tcgectegete
ggcctcagtg
cttgtagtta
cggaattege
ctctcaaagg
ccacaaccte
gcccctgage
aaataaatgt
gctcocetggge
tgcccteatg
ttgtggggga
cagaaagtct
ccaggecace
cttetecteo
ctoctagtgt
gattaatatyg
agggggaggt
ctgoagatat

tgttattact

41

gtegtgtott
ctgaacgggg
at.acctacag
gtatooggta
cgoectggtat
gtgatgeteg
gttectggee
tgtggataac
cgagcgcagce
cecogegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagc
actgaggeceg
agcgagcgag
atgattaacc
ccttaageta
cccaaacatg
acagccacec
tcctetggge
ttaatgaacg
cctaggctat
gagctcetee
acgaacaggt
ctagetgteac
agactgagct
cttttectgyg
caccttggec
attatgaaca
cactttataa
ccatcacact

toetetttgge

accgggttygy
ggttegtgea
cgtgagetat
ageggeaggyg
ctttatagte
tcaggggggce
ttttgetgeg
cgtattaceg
gagtcagtga
tggecgatte
cgcaacgcaa
cttccggetc
tatgacecatg
cccgggcaaa
cgcgcagaga
cgccatgeta
gcagatcotte
gccktcccaga
tggacggaat
agggctgttt
aacaagagag
gtgtctggea
tgtcagagga
aaggggctgt
agaggacata
gggaccttgg
atggatectg
cotettagaa
cocccaatet
gggtctgggg
ggoggeocgeg

tatgaagcca

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



10

cattgggatt
agtgegattyg
gtataccaga
accagatcac
acaaggcccy
gtagccagtg
aggggegetg
agegectgaa
acteggaceyg

tcogocteat

gcgtcagcaa

ategtetace
ccaaggagga
atgoecatat
ctgctotaac
gctcaacagt
gttacagata
tgacatcgat
ctggatttac
cacctecacy
coccgetggge

gtgtgectga

ES 2638342 T3

gaggatgaag
cecaatgete
cacaagcocte
ceggagoagt
caaggctttg
gatctgaagg
gagtggatga
tacaaggace
gttecagaace
tggcacgtce

a

<210> 19

<211> 346

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19

Met Ala Leu Leu Lys Val
1 5

Lys

Ala Gln Gly Leu Trp Leu Met
20

Ile Tle Phe Ser Leu Gly Leu

Ser Asp
50

Ile Gly

65

Ile Cys

Trp Leu

Phe Leu

35

Val Met Asn Asn Ser

Met Gly Val

55

Leu Ser
70

Tyr Asp Ala Leu Asp

85

Lys Pro Tyr Leu Ala

100

Val Ala Leu Cys Cys

115

gogaggaced
tgtggtetge
tgggtttega
atgtgggotg

ggtgtgcetg

agatcaaagt
ccaagtacag
agactggaaa
tgetgeggee

goattgccat

Phe Asp Gln Lys

ctggtaccaa
aggtgcocace
gtcaggggag
gtattecttog
gctectecaag
gatttcaggy
cgtgcagtac
caaccgggte
coccatcate

ccggatggag

Lys

10

Asn Trp Phe Ser Val

25

Phe Leu Lys

40

Ile Glu

Glu Ser His Phe Val

60
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Lys

325

Gln

ES 2638342 T3

Leu

Cys

150

Cys

Asn

Ser

Cys

Asn

230

Trp
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Val

Leu

Ser
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Trp
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Leu

Phe

175

Glu

Asp

Ile

Gln

Leu

255

Leu

Gln

Ser

Phe

Glu
335

Thr
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Asn

110

Arg

Gln
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Met

Asp

Glu
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Met

Glu
165

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

70

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

150

Arg

1270

1285

Glu

Arg

Thr

Arg

55

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

135

Thr

Phe

Glu

Leu

Gln

40

Gly

Pro

Asn

Arg

Asp

120

Glu

Asp

Gly

51

Ser

Val

Met

25

Asn

Ser

Cys

Ser

Glu

105

Glu

Ser

Glu

Thr

Pro

10

Asn

Gln

Pro

Tyr

Asn

20

Ser

Asp

Ala

Glu

Val
170

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

75

Phe

Ile

Lys

Gly

Glu

155

Ala

1275

His

Leu

Gly

Gly

Gln

Thr

Ile

Phe

Ala

140

Ile

Val

Ser

Ile

Ser

45

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

125

Ser

Lys

Asn

Ile Tyr Lys

Ser

Asp

30

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro

110

Pro

Asn

Ala

Phe

Tyr

15

Gln

Gln

Val

Val

Gly

Gly

Met

Thr

Thr

Gln
175

Ala

Tyr

Asn

Gln

Ser

80

Ala

Thr

Ser

Ala

Asn

160

Ser
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Ser Ser Thr Asp

180

Pro Gly Met Val

185

Trp Ala Lys Ile

210

Met Gly Gly Phe

225

<210> 23
<211> 240
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado-6

<400> 23

Thr

His

Leu

Lys

Pro

65

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu
145

Phe

Ser

Tyr

Asp

50

Lys

Thr

Lys

Met

Val

130

Asp

Ser

Gln

Tyr

35

Leu

Asn

Lys

Tyr

Ala

115

Met

Asn

Tyr

Ser

20

Leu

Leu

Trp

Thr

Asn

100

Ser

Ile

Val

Pro

Trp

Pro

Gly

Thr

Leu

Asn

Phe

Leu

Asp

Leu

His

Phe

Met

ES 2638342 T3

Ala

Gln

His

Leu
230

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

10

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile
150

Thr

Asp

Thr

215

Lys

Glu

Arg

Thr

Arg

55

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

135

Thr

Gly

Arg

200

Asp

Azn

Asp

Leu

Gln

40

Gly

Pro

Asn

Arg

Asp

120

Glu

Asp

52

Asgp

185

Asp

Gly

Pro

Val

Met

25

Asn

Ser

Cys

Ser

Glu

105

Lys

Ser

Glu

Val

Val

His

Pro

Pro

10

Asn

Gln

Pro

Tyr

Asn

20

Ser

Asp

Ala

Glu

His

Tyr

Phe

Pro
235

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

15

Phe

Ile

Lys

Gly

Glu
155

Ala

Leu

His

220

Gln

His

Leu

Gly

Gly

60

Gln

Thr

Ile

Phe

Ala

140

Ile

Met

Gln

205

Pro

Ile

Ser

Ile

Ser

45

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

125

Ser

Lys

Gly

190

Gly

Ser

Leu

Ser

Asp

30

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro

110

Pro

Asn

Ala

Ala

Pro

Pro

Ile

Tyr

15

Gln

Gln

Val

Val

Gly

Gly

Met

Thr

Thr

Leu

Ile

Leu

Lys
240

Ala

Tyr

Asn

Gln

Ser

80

Ala

Thr

Ser

Ala

Asn
160
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Pro Val Ala

Ser Ser Thr

Pro Gly Met
195

Trp Ala Lys
210

Met Gly Gly
225

<210> 24
<211> 240
<212> PRT

Thr

Asp

180

val

Ile

Phe

<213> Virus adeno-asociado-3

<400> 24
Phe Ser Tyr
1

Ser Gln Ser

Tyr Tyr Leu
35

Ser Arg Leu
50

Ala Arg Asn
65

Lys Thr Ala

Ser Lys Tyr

Ala Met Ala
115

Gly Asn Leu
130

Thr

Leu

20

Asn

Leu

Trp

Asn

His

100

Ser

Ile

Glu
165

Pro

Trp

Pro

Gly

Phe

Asp

Arg

Phe

Leu

Asp

85

Leu

His

Phe

ES 2638342 T3

Arg

Ala

Gln

His

Leu
230

Glu

Arg

Thr

Ser

Pro

70

Asn

Asn

Lys

Gly

Phe

Thr

Asp

Thr

215

Lys

Asp

Leu

Gln

Gln

55

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys
135

Gly

Gly

Arg

200

Asp

His

vVal

Mat

Gly

Ala

Pro

Asn

Arg

Asp

120

Glu

53

Thr

Asp

185

Asp

Gly

Pro

Pro

Asn

25

Thr

Gly

Cys

Ser

Asp

105

Glu

Gly

Val

170

Val

Val

His

Pro

Phe

10

Pro

Thr

Pro

Tyr

Asn

90

Ser

Glu

Thr

Ala

His

Tyr

Phe

Pro
235

His

Leu

Ser

Gln

Arg

75

Phe

Leu

Lys

Thr

Val

Val

Leu

His

220

Gln

Ser

Ile

Gly

Ser

60

Gln

Pro

Val

Phe

Ala
140

Asn

Met

Gln

205

Pro

Ile

Ser

Asp

Thr

45

Met

Gln

Trp

Asgsn

Phe

125

Ser

Leu

Gly

1390

Gly

Ser

Leu

Tyr

Gln

30

Thr

Ser

Arg

Thr

Pro

110

Pro

Asn

Gln

175

Ala

Pro

Pro

Ile

Ala

15

Tyr

Asn

Leu

Leu

Ala

95

Gly

Met

Ala

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys
240

His

Leu

Gln

Gln

Ser

80

Ala

Pro

His

Glu
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Leu
145

Pro

Ser

Pro

Trp

Met
225

<210> 25
<211> 240
<212> PRT

Asgp

Val

Asn

Gly

Ala

210

Gly

Azn

Ala

Thr

Met

195

Lys

Gly

Val

Thr

Ala

180

Val

Ile

Phe

<213> Virus adeno-asociado-2

<400> 25

Phe

Ser

Tyr

Arg

Arg

65

Thr

Lys

Met

Ser

Gln

Tyr

Leu

50

Asn

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Ser

Leu

35

Gln

Trp

Ala

His

Ser
115

Thr

Leu

20

Ser

Phe

Leu

Asp

Leu

100

His

Met

Glu

165

Pro

Trp

Pro

Gly

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

Asn

85

Asn

Lys

ES 2638342 T3

Ile

150

Gln

Thr

Gln

His

Leu
230

Glu

Arg

Thr

Gln

Gly

70

Asn

Gly

Asp

Thr

Tyr

Thr

Asp

Thr

215

Lys

Asp

Leu

Asn

Ala

55

Pro

Asn

Arg

Asp

Asgp

Gly

Gly

Arg

200

Asp

His

val

Met

Thr

40

Gly

Cys

Ser

Asp

Glu
120

54

Glu

Thr

Thr

185

Asp

Gly

Pro

Pro

Asn

25

Pro

Ala

Tyr

Glu

Ser

105

Glu

Glu

Val

170

Val

Val

His

Pro

Phe

10

Pro

Ser

Ser

Arg

Tyr

90

Leu

Lys

Glu

155

Ala

Asn

Tyr

Phe

Pro
235

His

Leu

Gly

Asp

Gln

75

Ser

val

Phe

Ile

Asn

His

Leu

His

220

Gln

Ser

Ile

Thr

Ile

60

Gln

Trp

Asn

Phe

Arg

Asn

Gln

Gln

205

Pro

Ile

Ser

Asp

Thr

45

Arg

Arg

Thr

Pro

Pro
125

Thr

Leu

Gly

190

Gly

Ser

Met

Tyr

Gln

30

Thr

Asp

Val

Gly

Gly

110

Gln

Thr

Gln

175

Ala

Pro

Pro

Ile

Ala

15

Tyr

Gln

Gln

Ser

Ala

95

Pro

Ser

Asn
160

Ser

Ile

Lys
240

His

Leu

Ser

Ser

Lys

80

Thr

Ala

Gly
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Val Leu
130

Glu Lys
145

Val Ala

Asn Arg

Gly Met

Ala Lys
210

Gly Gly
225

<210> 26
<211> 243
<212> PRT

Ile

Val

Thr

Gln

Val

195

Ile

Phe

Phe

Met

Glu

Ala

180

Trp

Pro

Gly

<213> Virus adeno-asociado-8

<400> 26
Asn Fhe
1

Tyr Ala

Gln Tyr

Asn Thr
50

Asn Gln
65

Val Ser

Ala Gly

Gln

His

Leu

35

Gln

Ala

Thr

Thr

Phe

Ser

20

Tyr

Thr

Lys

Thr

Lys
100

Gly

Ile

Gln

165

Ala

Gln

His

Leu

Thr

Gln

Tyr

Leu

Asn

Thr

85

Tyr

ES 2638342 T3

Lys

Thr

150

Tyr

Thr

Asp

Thr

Lys
230

Tyr

Ser

Leu

Gly

Trp

70

Gly

His

Gln

135

Asp

Gly

Ala

Arg

Asp

215

His

Thr

Leu

Ser

Phe

55

Leu

Gln

Leu

Gly

Glu

Ser

Asp

Asp

200

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

Asn

Asn

55

Ser

Glu

Val

Val

185

Val

His

Pro

Glu

Arg

25

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly
105

Glu

Glu

Ser

170

Asn

Tyr

Phe

Pro

Asp

10

Leu

Gln

Gly

Pro

Asn

90

Arg

Lys

Ile

155

Thr

Thr

Leu

His

Gln
235

val

Met

Thr

Gly

Cys

75

Ser

Asn

Thr

140

Arg

Asn

Gln

Gln

Pro

220

Ile

Pro

Asn

Thr

Pro

60

Tyr

Asn

Ser

Asn

Thr

Leu

Gly

Gly

205

Ser

Leu

Phe

Pro

Gly

Asn

Arg

Phe

Leu

val

Thr

Gln

vVal

150

Pro

Pro

Ile

His

Leu

30

Gly

Thr

Gln

Ala

Ala
110

Asp

Asn

Arg

175

Leu

Ile

Leu

Lys

Ser

15

Ile

Thr

Met

Gln

Trp

Asn

Ile

Pro

160

Gly

Prao

Trp

Met

Asn
240

Ser

Asp

Ala

Ala

aArg

80

Thr

Pro
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Gly

Ser

Ala
145

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro
225

Ile

<210> 27
<211> 243
<212> PRT

Ile

Asn

130

Asp

Asn

Gln

Len

Ile

210

Len

Lys

Ala

115

Gly

Tyr

Pro

Gln

Pro
195

Trp

Met

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 27

Aszn Phe Gln

1

Tyr Ala His

Gln Tyr Leu

35

Asn Thr Gln

30

Met

Ile

Ser

Val

Asn

180

Gly

Ala

Gly

Phe

Ser

20

Tyr

Thr

Ala

Len

Asp

Ala

165

Thr

Met

Lys

Gly

Thr

Gln

Tyr

Leu

ES 2638342 T3

Thr

Ile

Val

150

Thr

Ala

Val

Ile

Fhe
230

Tyr

Ser

Leu

Gly

Hisg

Phe

135

Met

Glu

Pro

Trp

Pro

215

Gly

Thr

Leu

Ser

Phe
55

Lys

120

Gly

Len

Glu

Gln

Gln

200

Hisg

Len

Phe

Asp

Arg

40

Ser

56

Asp

Lys

Thr

Tyr

Ile

185

Asn

Thr

Lys

Glu

Arg

25

Thr

Gln

Asp

Gln

Ser

Gly

170

Gly

Arg

Asp

His

Asp

10

Leu

Gln

Gly

Glu

Asn

Glu

155

Ile

Thr

Asp

Gly

Pro
235

Val

Met

Thr

Gly

Glu

Ala

140

Glu

Val

Val

Val

Asn

220

Pro

Fro

Asn

Thr

Pro
60

Arg

125

Ala

Glu

Ala

Asn

Tyr

205

Phe

Pro

Phe

Pro

Gly

45

Asn

Phe

Arg

Ile

Asp

Ser

190

Len

Hisg

Gln

His

Leu

30

Gly

Thr

Phe

Asp

Lys

Asn

175

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

15

Ile

Thr

Met

Pro

Asn

Thr

160

Leu

Gly

Gly

Ser

Len
240

Ser

Asp

Ala

Ala



10

Asn Gln
65

Val Ser

Ala Gly

Gly Ile

Ser Asn
130

Ala Asp
145

Thr Asn

Gln Gly

Ala Leu

Prc Ile
210

Pro Leu
225

Ile Lys

<210> 28
<211> 241
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado-rh8

<400> 28

Ala

Thr

Thr

Ala

115

Gly

Tyr

Pro

Gln

Pro
155

Trp

Met

Asn

Lys

Thr

Lys

100

Met

Ile

Ser

Val

Arg

180

Gly

Ala

Gly

Asn

Thr

85

Tyr

Ala

Leu

Asp

Ala

165

Gln

Met

Lys

Gly

ES 2638342 T3

Trp

70

Gly

His

Thr

Ile

Val

150

Thr

Ala

Val

Ile

Phe
230

Leu

Gln

Leu

His

Phe

135

Met

Glu

Ala

Trp

Pro

215

Gly

Pro

Asn

Asn

Lys

120

Gly

Leu

Glu

Gln

Gln

200

His

Leu

Gly

Asn

Gly

105

Asp

Lys

Thr

Tyr

Ile

185

Asn

Thr

Lys

Pro

Asn

20

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

170

Gly

Arg

Asp

His

Cys

75

Ser

Asn

Glu

Asn

Glu

155

Ile

Thr

Asp

Gly

Pro
235

Tyr

Asn

Ser

Glu

Ala

1490

Glu

VvVal

val

Val

Asgsn

220

Pro

Arg

Phe

Leu

Arg

125

Ala

Glu

Ala

Asn

Tyr

205

Phe

Pro

Gln

Ala

Ala

1190

Phe

Arg

Tle

Asp

Ser

190

Leu

His

Gln

Gln

Trp

85

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

175

Gln

Gln

Pro

Ile

Arg

80

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

160

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu
240Q

Phe Gln Phe Ser Tyr Thr Phe Glu Asp Val Pro Phe Hig Ser Ser Tyr

1

5

10

15

Ala His Ser Gln Ser Leu Asp Arg Leu Met Asn Pro Leu Ile Asp Gln

20

57

25

30



Tyr

Gln

Ala

63

Thr

Ala

Ala

Gly

Tyr

145

Pro

Ala

Pro

Trp

Met

225

Asn

<210> 29
<211> 243
<212> PRT

Leu

Thr

50

Arg

Thr

Lys

Val

130

Ser

Val

Asn

Gly

Ala
210

Gly

Tyr

35

Leu

Asn

Thr

Phe

Ala

115

Leu

Gln

Ala

Thr

Met

135

Lys

Gly

Tyr

Ala

Trp

Asn

Lys

100

Ser

Ile

Val

Thr

Gln

180

Val

Ile

Phe

<213> Virus adeno-asociado-10

<400> 29

Leu

Phe

Val

Gln

85

Leu

His

Phe

Leu

Glu

165

Ala

Trp

Pro

Gly

ES 2638342 T3

Val

Ser

Pro

70

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

150

Glu

Gln

Gln

His

Leu
230

Arg

Gln

55

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

135

Thr

Tyr

Thr

Asn

Thr

215

Lys

Thr

40

Ala

Pro

Asn

Arg

Asp

120

Gln

Asp

Gly

Gly

Arg

200

Asp

His

58

Gln

Gly

Cys

Ser

Asp

105

Asp

Gly

Glu

Ala

Leu

185

Asp

Gly

Pro

Thr

Pro

Tyr

Asn

90

Ser

Asp

Ala

Glu

Val

170

val

val

Asn

Pro

Thr

Ser

Arg

75

Phe

Leu

Gly

Glu

155

Ala

His

Tyr

Fhe

Pro
235

Gly

Ser

Gln

Ala

Met

Fhe

Asn

140

Ile

Ile

Asn

Leu

His

220

Gln

Thr

45

Met

Gln

Trp

Asn

Fhe

125

Asp

Lys

Asn

Gln

Gln

205

Pro

Ile

Gly

Ala

Arg

Thr

Pro

110

Pro

Gly

Ala

Asn

Gly

190

Gly

Ser

Leu

Gly

Asn

Val

Gly

95

Gly

Ser

val

Thr

Gln

175

val

Pro

Pro

Ile

Thr

Gln

Ser

80

Ala

val

Ser

Asp

Asn

160

Ala

Ile

Ile

Len

Lys
240



Asn

Tyr

Gln

Gly

Ala

65

val

Gly

Gly

Ser

Val

145

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

225

Ile

Phe

Ala

Tyr

Thr

50

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

130D

Asp

Asn

Gln

Leu

Ile

210

Lenu

Lys

Glu

His

Leu

35

Gln

Ala

Thr

Thr

Ala

115

Gly

Tyr

Pro

Ala

Pro

135

Trp

Met

Asn

Phe

Ser

20

Tyr

Gln

Lys

Thr

Lys

100

Met

Val

Ser

Val

Asn

180

Gly

Ala

Gly

Ser

Gln

Tyr

Leu

Asn

Leu

85

Tyr

Ala

Leu

Ser

Ala

165

Thr

Met

Lys

Gly

ES 2638342 T3

Tyr

Ser

Leu

Leu

Trp

Ser

His

Thr

Met

val

150

Thr

Gly

val

Ile

Phe
230

Thr

Leu

Ser

Phe

55

Leu

Gln

Leu

His

Phe

135

Met

Glu

Prao

Trp

Pro

215

Gly

FPhe

Asp

Arg

Ser

Pro

Asgsn

Asgn

Lys

120

Gly

Leu

Gln

Ile

Gln

200

His

Leu

59

Glu

Arg

25

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

105

Asp

Lys

Thr

Tyr

Val

185

Asn

Thr

Lys

Asp

10

Leu

Gln

Ala

Pro

Asn

90

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

170

Gly

Arg

Asp

His

Val

Met

Ser

Gly

Cys

75

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

153

val

Asn

Asp

Gly

Pro
235

Pro

Asn

Thr

Pro

60

Tyr

Asn

Ser

Glu

Ala

140

Glu

Val

Val

Val

Asn

220

Pro

Phe

Pro

Gly

Ala

Arg

Phe

Leu

Arg

125

Gly

Glu

Ala

Asn

Tyr

205

Phe

Pro

His

Leu

30

Gly

Asn

Gln

Ala

val

110

Phe

Arg

Ile

Asp

Ser

150

Leu

His

Gln

Ser

15

Ile

Thr

Met

Gln

Trp

95

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

175

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

Asp

Gln

Ser

Arg

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

160

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu
240



<210> 30
<211> 24

2

<212> PRT
<213> Virus adeno-asociado-7

<400> 30

Phe

1

Ala

Tyr

Gly

Glu

65

Val

Gly

Gly

Ser

Thr

145

Asn

Ala

Leu

Ile

Glu

His

Leu

Asn

50

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

130

Leu

Pro

Ala

Pro

Trp
210

Phe

Ser

Tyr

35

Arg

Ala

Lys

Thr

Ala

115

Gly

Glu

Val

Asn

Gly

195

Ala

Ser

Gln

20

Tyr

Glu

Lys

Thr

Lys

100

Met

Val

Asn

Ala

Thr

180

Met

Lys

Tyr

Ser

Leu

Asn

Leu

85

Tyr

Ala

Leu

Val

Thr

165

Ala

Val

Ile

ES 2638342 T3

Ser

Leu

Ala

Gln

Trp

70

Asp

His

Thr

Ile

Leu

150

Glu

Ala

Trp

Pro

Phe

Asp

Arg

Phe

55

Leu

Gln

His

Phe

135

Met

Glu

Gln

Gln

His
215

Glu

Arg

Thr

40

Tyr

Pro

Asn

Asn

Lys

120

Gly

Thr

Tyr

Thr

Asn

200

Thr

60

Asp

Leu

25

Gln

Gln

Gly

Asn

Gly

105

Asp

Lys

Asn

Gly

Gln

185

Arg

Asp

Val

10

Met

Ser

Gly

Pro

Asn

90

Arg

Asp

Thr

Glu

Ile

170

Val

Asp

Gly

Pro

Asn

Asn

Gly

Cys

75

Ser

Asn

Glu

Gly

Glu

155

Val

Val

Val

Asn

Phe

Pro

Pro

Pro

60

Phe

Asn

Ser

Asp

Ala

140

Glu

Ser

Asn

Tyr

Phe
220

His

Leu

Gly

45

Ser

Arg

Phe

Arg

125

Thr

Ile

Ser

Asn

Leu

205

His

Ser

Ile

30

Gly

Thr

Gln

Ala

Val

110

Phe

Asn

Arg

Asn

Gln

190

Gln

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Met

Gln

Trp

95

Asn

Phe

Lys

Pro

Leu

175

Gly

Gly

Ser

Tyr

Gln

Ala

Ala

Arg

Thr

Pro

Pro

Thr

Thr

160

Gln

Ala

Pro

Pro
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ES 2638342 T3

Len Met Gly Gly Phe Gly Leu lLys His Pro Pro Pro Gln Ile Leun Ile

225

Lys Asn

<210> 31
<211> 240
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado-9

<400> 31

Phe

1

Ala

Tyr

Gln

Gly

65

Thr

Ser

Ala

Gly

Ala

145

Pro

Ala

Gln

His

Leu

Thr

50

Arg

Thr

Ser

Met

Ser

130

Asp

Val

Gln

Phe

Ser

Tyr

35

Leu

Aszsn

Val

Trp

Ala

115

Leu

Lys

Ala

Ala

Ser

Gln

20

Tyr

Lys

Tyr

Thr

Ala

100

Ser

Ile

Val

Thr

Gln
180

Tyr

Ser

Leu

Phe

Ile

Gln

85

Leu

His

Phe

Met

Glu

165

Ala

230

Glu

Leu

Ser

Ser

Pro

70

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

150

Ser

Gln

Phe

Asp

Lys

Val

53

Gly

Asn

Gly

Glu

Lys

135

Thr

Tyr

Thr

Glu

Arg

Thr

40

Ala

Pro

Asn

Gly

120

Gln

Asn

Gly

Gly

61

Asn

Leu

25

Ile

Gly

Ser

Ser

Asn

105

Glu

Gly

Glu

Gln

Trp
185

Val

10

Met

Asn

Pro

Tyr

Glu

80

Ser

Asp

Thr

Glu

Val

170

Val

235

Pro

Asn

Gly

Ser

Arg

75

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu

155

Ala

Gln

Phe

Fro

Ser

Asn

60

Gln

Ala

Met

Phe

Arg

140

Ile

Thr

Asn

His

Leu

Gly

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

125

Asp

Lys

Aszn

Gln

Ser

Ile

30

Gln

Ala

Arg

Pro

Pro

110

Fro

Asn

Thr

His

Gly
130

Ser

15

Asp

Asn

Val

Val

Gly

85

Gly

Leu

Val

Thr

Gln

175

Ile

240

Tyr

Gln

Gln

Gln

Ser

g0

Ala

Pro

Ser

Asp

Asn

160

Ser

Leu
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<210> 32
<211>23

ES 2638342 T3

Pro Gly Met Val Trp Gln Asp

195

Trp Ala Lys Ile Pro His

210

Met Gly Gly Phe Gly Met

225

9

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 32

Gln

1

Hisg

Len

Thr

Arg

65

Thr

Ser

Ser

Asp
145

Phe

Ser

Tyr

Leu

50

Asn

Val

Trp

Ala

Len

130

Lys

Ser

Gln

Tyr

35

Lys

Tyr

Thr

Ala

Ser

115

Ile

Val

Tyr

Ser

20

Len

Phe

Ile

Gln

Leu

100

Hisg

Phe

Met

Glu

Leu

Ser

Ser

Pro

Asn

85

Asn

Lys

Gly

Ile

230

Phe

Agp

lys

Val

Gly

70

Asn

Gly

Glu

lys

Thr
150

Thr
215

Lys

Glu

Arg

Thr

Ala

55

Pro

Asn

Arg

Gly

Gln

135

Asn

Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile

200

Asp Gly Asn Phe

His
220

205

Fro

Ser Pro Leu

His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys

235

Asn Val Pro Phe
10

Leu Met Asn Pro
25

Ile Asn Gly Ser
40

Gly Pro Ser Asn

Ser Tyr Arg Gln
75

Ser Glu Phe Ala
90

Asn Ser Leu Met
105

Glu Asp Arg Phe
120

Gly Thr Gly Arg

Glu Glu Glu Ile
155

62

Hisg

Leu

Gly

Met

60

Gln

Trp

Asn

Phe

Asp

140

Lys

Ser

Ile

Gln

45

Ala

Arg

Pro

Pro

Pro

125

Asn

Thr

Ser

Asp

Asn

Val

Val

Gly

Gly

110

Leu

Val

Thr

Tyr

15

Gln

Gln

Gln

Ser

Ala

95

Pro

Ser

Asp

Asn

240

Ala

Tyr

Gln

Gly

Thr

80

Ser

Ala

Gly

Ala

Pro
160
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Val

Gln

Gly

Ala

Gly
225

<210> 33
<211> 240
<212> PRT

Ala

Ala

Met

Lys

210

Gly

Thr

Gln

Val

185

Ile

Phe

Glu

Ala
180

Pro

Gly

<213> Virus adeno-asociado-5

<400> 33

Asn

Phe

Gln

Phe

Phe

65

Val

Len

Asn

Phe

Phe

Ala

Tyr

Asn

50

Pro

Asn

Glu

Asn

Asn
130

Glu

Pro

Len

35

Lys

Gly

Arg

Gly

Leu

115

Ser

Phe

Ser

20

Tyr

Asn

Pro

Ala

Ala

100

Gln

Gln

Ser

165

Ala

Gln

His

Met

Thr

Gln

Arg

Len

Met

Ser

85

Ser

Gly

Pro

ES 2638342 T3

Tyr

Thr

Asp

Thr

Lys
230

Tyr

Asn

Phe

Ala

Gly

70

Val

Tyr

Ser

Ala

Gly

Gly

Arg

Asgp

215

His

Asn

Leu

Val

Gly

55

Arg

Ser

Gln

Asn

Asn
135

Gln

Trp

Asp

200

Gly

Pro

Phe

Phe

Ser

40

Arg

Thr

Ala

Val

Thr

120

Pro

63

Val

Val

185

Val

Azn

Pro

Glu

Lys

25

Thr

Tyr

Gln

Phe

Pro

105

Tyr

Gly

Ala

170

Gln

Tyr

Phe

Pro

Glu

10

Leu

Asn

Ala

Gly

Ala

90

Pro

Ala

Thr

Thr

Azn

Leu

His

Gln
235

vVal

Ala

Asn

Asn

Trp

75

Thr

Gln

Leu

Thr

Azn

Gln

Gln

Pro

220

Ile

Pro

Asn

Thr

Thr

60

Asn

Thr

Pro

Glu

Ala
140

His

Gly

Gly

205

Ser

Leu

Phe

Pro

Gly

Tyr

Leu

Asn

Asn

Asn

125

Thr

Gln

Ile

190

Pro

Pro

Ile

His

Leu

30

Gly

Lys

Gly

Arg

Gly

110

Thr

Tyr

Ser

175

Leu

Ile

Leu

Lys

Ser

15

Val

Val

Asn

Ser

Met

95

Met

Met

Len

Gly

Pro

Trp

Met

Ser

Asp

Gln

Trp

Gly

80

Glu

Thr

Ile

Glu
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Gly
145

vVal

Thr

Gly

Ala

Gly
225

<210> 34
<211> 250
<212> PRT

Asn

Ala

Thr

Ser

Lys
210

Gly

Met

Tyr

Ala

Val

195

Ile

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 34

Thr

His

Leu

Lys

Pro

65

Lys

Ser

Phe

Ser

Tyr

Asp

Lys

Thr

Lys

Ser

Gln

Tyr

35

Leu

Asn

Lys

Tyr

Leu

Asn

Pro

180

Trp

Pro

Gly

Tyr

Ser

20

Leu

Leu

Trp

Thr

Asn
100

Ile

Val

165

Ala

Met

Glu

Leu

Thr

Leu

Asn

Phe

Leu

Asp

Leu

ES 2638342 T3

Thr

150

Gly

Thr

Glu

Thr

Lys
230

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

10

Asn

Asn

Ser

Gly

Gly

Arg

Gly

215

His

Glu

Arg

Thr

Arg

Gly

Asn

Gly

Glu

Gln

Thr

Asp

200

Ala

Pro

Glu

Leu

Gln

40

Gly

Pro

Asn

Arg

64

Ser

Meat

Tyr

185

Val

His

Pro

Val

Met

25

Asn

Ser

Cys

Ser

Glu
105

Glu

Ala

170

Asn

Tyr

Phe

Pro

Pro

10

Asn

Gln

Pro

Tyr

Asn

90

Ser

Thr

155

Thr

Leu

Leu

His

Met
235

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

15

Phe

Ile

Gln

Asn

Gln

Gln

Pro

220

Met

His

Leu

Gly

Gly

Gln

Thr

Ile

Pro

Asn

Glu

Gly

205

Ser

Len

Ser

Ile

Ser

45

Met

Gln

Trp

Asn

Val

Gln

Ile

130

Pro

Pro

Ile

Ser

Asp

Ala

Ser

Arg

Thr

Pro
110

Asn

Ser

175

Val

Tle

Ala

Lys

Tyr

15

Gln

Gln

Val

Val

Gly

Gly

Arg

160

Ser

Pro

Trp

Met

Asn
240

Ala

Tyr

Asn

Gln

Ser

80

Ala

Thr
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Ala

Gly

Leu
145

Pro

Ser

Thr

Asp

Thr
225

Lys

<210> 35
<211> 250
<212> PRT

Met

Val

130

Asp

Val

Ser

Gly

Arg

210

Asp

Asn

Ala

115

Met

Asn

Ala

Thr

Asp

195

Asp

Gly

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 35

Thr

His

Lys

Pro

Phe

Ser

Tyr

Asgp

50

Lys

Ser

Gln

Tyr

35

Leu

Asn

Ser

Ile

Val

Thr

Asp

180

val

Val

His

Pro

Tyr

Ser
20

Trp

His

Phe

Met

Glu

165

Leu

His

Tyr

Phe

Pro
245

Thr

Azn

Phe

ES 2638342 T3

Lys

Gly

Ile

150

Arg

Ala

Ala

Leu

His

230

Gln

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

Asp

Lys

135

Thr

Phe

Leu

Met

Gln

215

Pro

Ile

Glu

Arg

Thr

Arg

55

Gly

Asp

120

Glu

Asp

Gly

Gly

Gly

200

Gly

Ser

Leu

Asp

Gln
40

Gly

Pro

65

Glu

Ser

Glu

Thr

Glu

185

Ala

Pro

Pro

Ile

Val

Met

25

Azn

Ser

Cys

Asp

Ala

Glu

val

170

Thr

Leu

Ile

Leu

Lys
250

Pro

10

Asn

Gln

Pro

Tyr

Lys

Gly

Glu

155

Ala

Thr

Pro

Trp

Met
235

Phe

Pro

Ser

Ala

Arg

Phe

Ala

140

Ile

Val

Arg

Gly

Ala

220

Gly

His

Gly

Gly
60

Gln

Phe

125

Ser

Lys

Asn

Pro

Met

205

Lys

Gly

Ser

Ile

Ser

45

Met

Gln

Pro

Asn

Ala

Phe

Ala

130

Val

Ile

Phe

Ser

Asp

Ala

Ser

Arg

Met

Thr

Thr

Gln

175

Pro

Trp

Pro

Gly

Tyr

15

Gln

Gln

Val

Val

Ser

Ala

Asn

160

Ser

Ala

Gln

His

Leu
240

Ala

Tyr

Azn

Gln

Ser
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65

Lys Thr Lys

Ser Lys Tyr

Ala Met Ala
115

Gly Val Met
130

Leu Asp Asn
145

Pro Val Ala

Ser Ser Thr

Thr Gly Asp
195

Asp Arg Asp
210

Thr Asp Gly
225

Lys His Pro

<210> 36

<211> 250

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 36

Thr

Asn

100

Ser

Ile

val

Thr

Asp

180

val

val

His

Pro

Asp

85

Leu

His

Phe

Met

Glu

165

Leu

His

Tyr

Phe

Pro
245

ES 2638342 T3

70

Asn

Asn

Lys

Ile

150

Arg

Ala

vVal

Leu

His

230

Gln

Asn

Gly

Asp

Lys

135

Thr

Phe

Leu

Met

Gln

215

Pro

Ile

Asn

Arg

Asp

120

Glu

Asp

Gly

Gly

Gly

200

Gly

Ser

Leu

66

Ser

Glu

105

Lys

Ser

Glu

Thr

Glu

185

Ala

Pro

Pro

Ile

Asn

80

Ser

Asp

Ala

Glu

Val

170

Thr

Leu

Ile

Leu

Lys
250

75

Phe

Ile

Lys

Glu

155

Ala

Thr

Pro

Trp

Met
235

Thr

Ile

Phe

Ala

140

Ile

Val

Arg

Gly

Ala

220

Gly

Trp

Asn

Phe

125

Ser

Lys

Asn

Pro

Met

205

Lys

Gly

Thr

Pro

1190

Pro

Asn

Ala

Leu

Ala

1390

Val

Tle

Phe

Gly

95

Gly

Met

Thr

Thr

Gln

175

Pro

Trp

Pro

Gly

80

Ala

Thr

Ser

Ala

Asn

160

Ser

Ala

Gln

His

Leu
240



Phe

Ser

Tyr

Arg

Arg

65

Thr

Lys

Met

Val

Glu

145

Val

Asn

Ala

Arg

Asp

225

His

Ser

Gln

Tyr

Leu

50

Asn

Ser

Tyr

Ala

Len

130

Lys

Ala

Len

Asp

Asp

210

Gly

Pro

Tyr

Ser

Leu

35

Gln

Trp

Ala

His

Ser

115

Ile

Val

Thr

Ala

Val

155

Val

His

Pro

Thr

Leu
20

Ser

Phe

Len

Asp

Leu

100

His

Phe

Met

Glu

Len

180

Asn

Tyr

Phe

Pro

Phe

Asp

Arg

Ser

Pro

Asn

85

Asn

Lys

Gly

Ile

Gln

165

Gly

Thr

Leu

His

Gln
245

ES 2638342 T3

Glu

Arg

Thr

Gln

Gly

70

aAsn

Gly

Asp

Lys

Thr

150

Tyr

Glu

Gln

Gln

Pro

230

Ile

Asp

Leu

Asn

Ala

55

Pro

Asn

Arg

Asp

Gln

135

Asp

Gly

Thr

Gly

Gly

215

Ser

Leu

Val

Met

Thr

40

Gly

Cys

Ser

Asp

Glu

120

Gly

Glu

Ser

Thr

Val

200

Pro

Pro

Ile

67

Pro

Asn
25

Pro

Ala

Tyr

Glu

Ser

105

Glu

Ser

Glu

Val

Arg

185

Leu

Ile

Leu

Lys

Phe
10

Pro

Ser

Ser

Arg

Tyr

90

Leu

Lys

Glu

Glu

Ser

170

Pro

Pro

Trp

Asn
250

His

Leu

Gly

Asp

Gln

75

Ser

Val

Phe

Lys

Ile

155

Thr

Ala

Gly

Ala

Gly
235

Ser

Ile

Thr

Ile

60

Gln

Trp

Asn

Phe

Thr

140

Arg

Asn

Arg

Met

Lys

220

Gly

Ser

Asp

Thr

45

Arg

Arg

Thr

Pro

Prao

125

Asn

Thr

Len

Gln

Val

205

Ile

Phe

Tyr

Gln
30

Thr

Asp

val

Gly

Gly

110

Gln

val

Thr

Gln

Ala

130

Trp

Pro

Gly

Ala
15

Tyr

Gln

Gln

Ser

Ala

95

Pra

Ser

Asp

Asn

aArg

175

Ala

Gln

His

Leu

His

Leu

Ser

Ser

Lys

B8O

Thr

Ala

Gly

Ile

Pro

140

Gly

Thr

Asp

Thr

Lys
240
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<210> 37

<211> 253

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 37

ES 2638342 T3

68



Tyr

Gln

Asn

Azn

65

Val

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Thr

Gln

Pro

Trp

Pro
225

Phe Gln Phe

Ala His Ser
20

Tyr Leu Tyr
35

Thr Gln Thr
50

Gln ARla Lys

Ser Thr Thr

Gly Thr Lys
100

Ile Ala Met
115

Asn Gly Ile
130

Asp Tyr Ser

Azn Pro val

Gln Gln Asn
180

Gln Ile Gly
185

Gln Asn Arg
210

His Thr Asp

Thr

Gln

Tyr

Azn

Thr

85

Tyr

Ala

Asp

Ala

165

Leu

Thr

Asgp

Gly

ES 2638342 T3

Tyr

Ser

Leu

Gly

Trp

70

Gly

His

Thr

Ile

val

150

Thr

Ala

val

Val

Asn
230

Thr

Ser

Phe

55

Gln

His

Phe

135

Met

Glu

Leu

Asn

Tyr

215

Phe

Phe

Asgp

Arg

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

120

Gly

Leu

Glu

Gly

Ser

200

Leu

His

Glu

Arg

25

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

105

Asgp

Lys

Thr

Tyr

Glu

185

Gln

Gln

Pro

Asp

10

Leu

Gln

Gly

Pro

Asn

20

Arg

Asgp

Gln

Ser

Gly

170

Thr

Gly

Gly

Ser

val

Met

Thr

Gly

Cys

15

Ser

Asn

Glu

Asn

Glu

155

Ile

Thr

Ala

Pro

Pro
235

Pro

Azn

Thr

Pro

60

Tyr

Asn

Ser

Glu

Ala

140

Glu

Val

Arg

Ile
220

Phe

Pro

Gly

Asn

Arg

Phe

Arg

125

Ala

Glu

Ala

Pro

Pro
205

Trp

Met

His

Leu

30

Gly

Thr

Gln

Ala

Ala

110

Phe

Arg

Ile

Asgp

Ala

190

Gly

Ala

Gly

Ser

15

Ile

Thr

Met

Gln

Trp

95

Asn

Phe

Asp

Lys

Azn

175

Thr

Met

Lys

Gly

Gly Leu Lys His Pro Pro Pro Gln Ile Leu Ile Lys Asn
245

69

250

Ser

Asgp

Ala

Ala

Arg

80

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

160

Ala

Val

Ile

Phe
240
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<210> 38
<211>25

2

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 38

Asn

Tyr

Gln

Asn

Asn

65

Val

Ala

Gly

Ser

Ala

145

Thr

Gln

Phe

Ala

Tyr

Thr

50

Gln

Ser

Gly

Ile

Asn

130

Asp

Asn

Gly

Gln

His

Leu

35

Gln

Ala

Thr

Thr

Ala

115

Gly

Tyr

Pro

Gln

Phe

Ser

20

Tyr

Thr

Lys

Thr

Lys

100

Met

Ile

Ser

Val

Arg
180

Thr

Gln

Tyr

Leu

Asn

Thr

85

Tyr

Ala

Leu

Asp

Ala

165

Gly

ES 2638342 T3

Tyr

Ser

Leu

Gly

Trp

70

Gly

Hisg

Thr

Ile

Val

150

Thr

Leu

Thr

Len

Ser

Phe

55

Len

Gln

Leu

His

Phe

135

Met

Glu

Gly

Phe

Asp

Arg

40

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

120

Gly

Leu

Glu

Glu

70

Glu

Arg

25

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

105

Asp

Lys

Thr

Tyr

Thr
185

Asp

10

Len

Gln

Gly

Pro

Asn

90

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

170

Thr

Val

Met

Thr

Gly

Cys

75

Ser

Asn

Glu

Asn

Glu

155

Ile

Arg

Pro

Asn

Thr

Pro

60

Tyr

Asn

Ser

Glu

Ala

140

Glu

Val

Pro

Phe

Pro

Gly

45

Asn

Arg

Phe

Leu

Arg

125

Ala

Glu

Ala

Ala

Hisg

Len

30

Gly

Thr

Gln

Ala

Ala

110

Phe

Arg

Ile

Asp

Gln
190

Ser
15

Ile

Thr

Gln

Trp

95

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

175

Ala

Ser

Asp

Ala

Ala

Arg

80

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

160

Len

Ala
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Gln

Gln

His
225

Leu

<210> 39
<211> 251
<212> PRT

Ile Gly Thr

195

Asn Arg Asp

210

Thr Asp Gly

Lys

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 39

Phe

Ala

Tyr

Gln

Ala

65

Thr

Ala

Ala

Gly

Gln

His

Leu

Thr

50

Arg

Thr

Lys

Met

Val
130

Phe

Ser

Tyr

35

Leu

Asn

Thr

Phe

Ala

115

Leu

Pro

Ser

Gln

20

Tyr

Ala

Trp

Asn

Lys

100

Ser

Ile

Val

Val

Asn

Pro
245

Tyr

Ser

Leu

Phe

Val

Gln

85

Leu

His

Phe

ES 2638342 T3

Asn

Tyr

Phe

230

Pro

Thr

Leu

Val

Ser

Pro

70

Asn

Asn

Lys

Gly

Ser

Leu

215

His

Gln

Phe

Asp

Arg

Gln

55

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys
135

Gln

200

Gln

Pro

Ile

Glu

Arg

Thr

40

Ala

Pro

Asn

Arg

Asp

120

Gln

71

Gly

Gly

Ser

Leu

Asp

Leu

25

Gln

Gly

Cys

Ser

Asp

105

Asp

Gly

Ala

Pro

Pro

Ile
250

val

10

Met

Thr

Pro

Tyr

Asn

90

Ser

Asp

Ala

Leu

Ile

Leu

235

Lys

Pro

Asn

Thr

Ser

Arg

75

Phe

Leu

Arg

Gly

Pro

220

Met

Asn

Phe

Pro

Gly

Ser

60

Gln

Ala

Met

Phe

Asn
140

Gly
205

Ala

Gly

His

Leu

Thr

45

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

125

Asp

Met Val Trp

Lys Ile Pro

Gly Phe Gly

Ser

Ile
30

Gly

Ala

Arg

Thr

Pro

110

Pro

Gly

Ser

15

Asp

Gly

Asn

Val

Gly

95

Gly

Ser

Val

240

Tyr

Gln

Thr

Gln

Ser

80

Ala

val

Ser

Asp



10

Tyr
145

Pro

Ala

Thr

Asn

Thr
225

Lys

<210> 40
<211> 253
<212> PRT

Ser

val

Asn

Gly

Arg

210

Asp

His

Gln

Ala

Leu

Leu

195

Asp

Gly

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Thr

Ala

180

Vval

val

Asn

Pro

<223> Polipéptido sintético

<400> 40

Asn

1

Tyr

Gln

Gly

Ala

65

Val

Gly

Phe

Ala

Tyr

Thr

50

Gln

Ser

Ala

Glu

His

Leu

35

Gln

Ala

Thr

Thr

Phe

Ser

20

Tyr

Gln

Lys

Thr

Lys

Leu

Glu

165

Leu

His

Tyr

Phe

Pro
245

Ser

Gln

Tyr

Leu

Asn

Leu

85

Tyr

ES 2638342 T3

Ile

150

Glu

Gly

Asn

Leu

His

230

Gln

Tyr

Ser

Leu

Leu

Trp
70

Ser

His

Thr

Tyr

Glu

Gln

Gln

215

Pro

Ile

Thr

Leu

Ser

Phe

55

Leu

Gln

Leu

Asp

Gly

Thr

Gly

200

Gly

Ser

Leu

Phe

Asp

Arg

40

Ser

Pro

Asn

Asn

72

Glu

Ala

Thr

185

Val

Pro

Pro

Ile

Glu

Arg

25

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

Glu

Val

170

Arg

Ile

Tle

Leu

Lys
250

Asp

10

Leu

Gln

Ala

Pro

Asn

90

Arg

Glu

155

Ala

Pro

Pro

Trp

Met

235

Asn

Val

Met

Ser

Gly

Cys

75

Ser

Asp

Ile

Ile

Ala

Gly

Ala

220

Gly

Pro

Asn

Thr

Pro

60

Tyr

Asn

Ser

Lys

Asn

Thr

Met

205

Lys

Gly

Fhe

Pro

Gly

45

Ala

Arg

Phe

Len

Ala

Asn

Gln

130

Val

Tle

Phe

His

Leu

30

Gly

Asn

Gln

Ala

Val

Thr

Gln

175

Ala

Trp

Pro

Gly

Ser

15

Ile

Thr

Met

Gln

Trp
95

Asn

Asn

160

Ala

Gln

Gln

His

Leu
240

Ser

Asp

Gln

Ser

Arg

80

Thr

Pro



10

Gly Val Ala
115

Ser Ser Gly
130

Val Asp Tyr
145

Thr Asn Pro

Gln Gln Leu

Pro Ile Val
195

Trp Gln Asn
210

Pre His Thr
225

Gly Leu Lys

<210> 41

<211> 252

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 41

100

Met

Val

Ser

Val

Ala

180

Gly

Arg

Asp

His

Ala

Leu

Ser

Ala

165

Leu

Aszsn

Asp

Gly

Pro
245

ES 2638342 T3

Thr

Met

Val

150

Thr

Gly

Val

Val

Asn

230

Pro

His

Phe

135

Met

Glu

Glu

Aszsn

Tyr

215

Phe

Pro

Lys

120

Gly

Leu

Gln

Thr

Ser

200

Leu

His

Gln

73

105

Asp

Lys

Thr

Tyr

Thr

185

Gln

Gln

Pro

Ile

Asp

Gln

Ser

Gly

170

Arg

Gly

Gly

Ser

Leu
250

Glu

Gly

Glu

155

Val

Fro

Ala

Pro

Pro

235

Ile

Glu

Ala

140

Glu

Val

Ala

Leu

Ile

220

Leu

Lys

Arg

125

Gly

Glu

Ala

Ala

Fro
205

Trp

Met

Aszn

110

Phe

Arg

Ile

Asp

Aszn

190

Gly

Ala

Gly

Phe

Asp

Lys

Asn

175

Thr

Met

Lys

Gly

Pro

Aszn

Thr

160

Leu

Gly

Val

Ile

Phe
240



Phe

Ala

Tyr

Gly

Glu

65

Val

Gly

Gly

Ser

Thr

145

Asn

Ala

Gln

Gln

Hisg

225

Leu

Glu

Hisg

Len

Asn
50

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

130

Leu

Pro

Ala

Thr

Asn

210

Thr

Lys

Phe

Ser

Tyr

35

Arg

Ala

Lys

Thr

Ala

115

Gly

Glu

Val

Asn

Gln

195

Arg

Asp

Hisg

Ser

Gln

20

Tyr

Glu

Lys

Thr

Lys

100

Met

Val

Asn

Ala

Leu

180

Val

Asp

Gly

Pro

Tyr

Ser

Len

Leu

Asn

Leu

85

Tyr

Ala

Leu

Val

Thr

165

Ala

Val

Val

Asn

Pro
245

ES 2638342 T3

Ser

Leu

Ala

Gln

Trp

70

Asp

Hig

Thr

Ile

Leu

150

Glu

Leu

Asn

Tyr

Phe

230

Pro

Phe

Asp

Arg

Phe
55

Len

Gln

Leu

His

Phe

135

Met

Glu

Gly

Asn

Len

215

Hisg

Gln

Glu

Arg

Thr

40

Tyr

Pro

Asn

Asn

Lys

120

Gly

Thr

Tyr

Glu

Gln

200

Gln

Pro

Ile

74

Asp

Leu

25

Gln

Gln

Gly

Asn

Gly

105

Asp

Lys

Asn

Gly

Thr

185

Gly

Gly

Ser

Leu

Val

10

Met

Ser

Gly

Pro

Asn

90

Arg

Asp

Thr

Glu

Ile

170

Thr

Ala

Pro

Pro

Ile
250

Pro

Asn

Asn

Gly

Cys

75

Ser

Asn

Glu

Gly

Glu

155

Val

Arg

Leu

Ile

Leu

235

Lys

Phe

Pro

Pro

Pro
60

Phe

Asn

Ser

Asp

Ala

140

Glu

Ser

Pro

Pro

Trp

220

Met

Asn

Hisg

Leu

Gly

45

Ser

Arg

Phe

Leu

Arg

125

Thr

Ile

Ser

Ala

Gly

205

Ala

Gly

Ser

Ile

30

Gly

Thr

Gln

Ala

Val

110

Phe

Asn

Arg

Asn

Thr

130

Met

Lys

Gly

Ser

15

Asp

Thr

Met

Gln

Trp

95

Asn

Phe

Lys

Pro

Len

175

Ala

Val

Ile

Phe

Tyr

Gln

Ala

Ala

Arg

80

Thr

Pro

Pro

Thr

Thr

160

Gln

Ala

Trp

Pro

Gly
240



10

<210> 42

<211> 249

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 42

Phe Gln Phe Ser Tyr Glu Phe Glu Asn Val Pro Phe His Ser Ser Tyr

1

5

ES 2638342 T3

75

10

15



5

Ala

Tyr

Gln

Gly

Thr

Ser

Ala

Gly

Ala

145

Pro

Ala

Gly

Arg

Asp

225

His

<210> 43
<211> 248
<212> PRT

His

Leu

Thr

50

Arg

Thr

Ser

Met

Ser

130

Asp

val

Gln

Trp

Asp

210

Gly

Pro

Ser

Tyr

35

Leu

Asn

val

Trp

Ala

115

Leu

Lys

Ala

Leu

Val

195

val

Asn

Pro

Gln

20

Tyr

Lys

Tyr

Thr

Ala

100

Ser

Ile

Val

Thr

Ala

1380

Gln

Tyr

Phe

Pro

Ser

Leu

Phe

Ile

Gln

B3

Leu

His

Phe

Met

Glu

165

Leu

Asn

Leu

His

Gln
245

ES 2638342 T3

Leu

Ser

Ser

Pro

70

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

150

Ser

Gly

Gln

Gln

Pro

230

Ile

Asp

Lys

Val

55

Gly

Asn

Gly

Glu

Lys

135

Thr

Tyr

Glu

Gly

Gly

215

Ser

Leu

Arg

Thr

40

Ala

Pro

Asn

Arg

Gly

120

Gln

Asn

Gly

Thr

Ile

200

Pro

Pro

Ile

76

Leu

25

Ile

Gly

Ser

Ser

Asn

105

Glu

Gly

Glu

Gln

Thr

185

Leu

Ile

Leu

Lys

Met

Asn

Pro

Tyr

Glu

90

Ser

Asp

Thr

Glu

val

170

Arg

Pro

Trp

Met

Asn

Gly

Ser

Arg

75

Phe

Leu

Arg

Gly

Glu

155

Ala

Pro

Gly

Ala

Gly
235

Pro

Ser

Asn

60

Gln

Ala

Met

Phe

Arg

140

Ile

Thr

Ala

Met

Lys

220

Gly

Leu

Gly

45

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

125

Asp

Lys

Asn

Gln

Val

205

Ile

Phe

Ile

30

Gln

Ala

Arg

Pro

Pro

110

Pro

Asn

Thr

His

Ala

190

Trp

Pro

Gly

Asp

Asn

Val

val

Gly

95

Gly

Leu

val

Thr

Gln

175

Gln

Gln

His

Met

Gln

Gln

Gln

Ser

80

Ala

Pro

Ser

Asp

Asn

140

Ser

Thr

Asp

Thr

Lys
240



ES 2638342 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 43

77



Gln

His

Len

Thr

Arg

65

Thr

Ser

Met

Ser

Asp

145

Val

Gln

Trp

Asp

Gly
225

Pro

Phe

Ser

Tyr

Leu

50

Asn

Val

Trp

Ala

Len

130

Lys

Ala

Ala

Val

Val
210

Asn

Pro

Ser

Gln

Tyr

35

Lys

Tyr

Thr

Ala

Ser

115

Ile

Val

Thr

Ala

Gln

195

Tyr

Phe

Pro

Tyr

Ser

20

Len

Phe

Ile

Gln

Leu

100

His

Phe

Met

Glu

Len

180

Asn

Len

Hisg

Gln

Glu

Len

Ser

Ser

Pro

Asn

85

Asn

Lys

Gly

Ile

Ser

165

Gly

Gln

Gln

Pro

Ile
245

ES 2638342 T3

Fhe

Asp

lys

Val

Gly

70

Asn

Gly

Glu

lys

Thr

150

Tyr

Glu

Gly

Gly

Ser
230

Leu

Glu

Arg

Thr

Ala

55

Pro

Asn

Arg

Gly

Gln

135

Asn

Gly

Thr

Ile

Pro
215

Pro

Ile

Asn

Len

Ile

40

Gly

Ser

Ser

Asn

Glu

120

Gly

Glu

Gln

Thr

Leu

200

Ile

Leu

Lys

78

Val

Met

25

Asn

Pro

Tyr

Glu

Ser

105

Asp

Thr

Glu

Val

Arg

185

Pro

Trp

Met

Pro

10

Asn

Gly

Ser

Arg

Phe

90

Leu

Gly

Glu

Ala

170

Pro

Gly

Ala

Gly

Phe

Pro

Ser

Asn

Gln

75

Ala

Met

Phe

Arg

Ile

155

Thr

Ala

Met

Lys

Gly
235

His

Len

Gly

Met

60

Gln

Trp

Asn

Phe

Asp

140

Lys

Asn

Gln

Val

Ile
220

Phe

Ser

Ile

Gln

45

Ala

Arg

Pro

Pro

Pro

125

Asn

Thr

His

Ala

Trp
205

Pro

Gly

Ser

Asp

30

Asn

Val

Val

Gly

Gly

110

Len

Val

Thr

Gln

Ala

190

Gln

His

Met

Tyr

15

Gln

Gln

Gln

Ser

Ala

95

Pro

Ser

Asp

Asn

Ser

175

Thr

Asp

Thr

Lys

Ala

Tyr

Gln

Gly

Thr

80

Ser

Ala

Gly

Ala

Pro

160

Gly

Gly

Arg

Asp

His
240



10

<210> 44
<211>25

0

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 44

Asn

Phe

Gln

Phe

Phe

65

Val

Leu

Asn

Phe

Gly

145

Val

Phe

Ala

Tyr

Asn

50

Pro

Asn

Glu

Asn

Asn

130

Asn

Ala

Glu

Pro

Len

35

Lys

Gly

Arg

Gly

Leu

115

Ser

Met

Tyr

Phe

Ser

20

Tyr

Asn

Pro

Ala

Ala

100

Gln

Gln

Leu

Asn

Thr

Gln

Arg

Leu

Met

Ser

85

Ser

Gly

Pro

Ile

Val
165

ES 2638342 T3

Tyr

Asn

Phe

Ala

Gly

Val

Tyr

Ser

Ala

Thr

150

Gly

Asn

Leu

Val

Gly

55

Arg

Ser

Gln

Asn

Asn

135

Ser

Gly

Phe

Phe

Ser

40

Arg

Thr

Ala

Val

Thr

120

Pro

Glu

Gln

79

Glu

Lys
25

Glu
10

Leu

Thr Asn

Tyr

Gln

Ala

Gly

Phe Ala

Pro

105

Tyr

Gly

Ser

Met

90

Pro

Ala

Thr

Glu

Ala
170

val

Ala

Asn

Asn

Trp

75

Thr

Gln

Leu

Thr

Thr

155

Thr

Pro

Asn

Thr

Thr

60

Asn

Thr

Pro

Glu

Ala

140

Gln

Asn

Phe

Pro

Gly

Tyr

Leu

Asn

Asn

Asn

125

Thr

Pro

Asn

Hisg

Leu

30

Gly

Lys

Gly

Arg

Gly

110

Thr

Tyr

Val

Gln

Ser

15

Val

Val

Asn

Ser

Met

95

Met

Met

Len

Asn

Ser
175

Ser

Asp

Gln

Trp

Gly

Glu

Thr

Ile

Glu

Arg

160

Leu



10

15

20

25

30

35

40

ES 2638342 T3

Ala Leu Gly Glu Thr Thr Arg Pro Ala Ser Thr Thr Ala
180 185

Gly Thr Tyr Asn Leu Gln Glu Ile Val Pro Gly Ser Val
195 200 205

Arg Asp Val Tyr Leu Gln Gly Pro Ile Trp Ala Lys Ile
210 215 220

Gly Ala His Phe His Pro Ser Pro Ala Met Gly Gly Phe
225 230 235

His Pro Pro Pro Met Met Leu Ile Lys Asn
245 250

<210> 45

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 45

Leu Ala Leu Gly Glu Thr Thr Arg Pro Ala
1 5 10

<210> 46

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 46

Leu Ala Asn Glu Thr Ile Thr Arg Fro Ala
1 5 10

<210> 47

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 47

Leu Ala Lys Ala Gly Gln Ala Asn Asn Ala
1 5 10

<210> 48

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

80

Pro Ala

190

Trp Met

Pro Glu

Gly Leu

Thr

Glu

Thr

Lys
240
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2638342 T3

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 48

Leu Ala Lys Asp Pro Lys Thr Thr Asn Ala
1 5 10

<210> 49

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 49

Ala Ala Leu Gly Glu Thr Thr Arg Pro Ala
1 5 10

<210> 50

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 50

Ala Ala Asn Glu Thr Ile Thr Arg Pro Ala
1 5 10

<210>51

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 51

Ala Ala Lys Ala Gly Gln Ala Asn Asn Ala
1 5 10

<210> 52

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 52

Ala Ala lys Asp Pro Lys Thr Thr Asn Ala
1 5 10

<210> 53

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 53

<210> 54

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 54

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 55

<210> 56

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 56

<210> 57

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 57

<210> 58

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Gly Leu Gly Glu Thr Thr Arg Pro Ala

1

Gly Asn Glu Thr Ile Thr Arg Pro Ala

1

Gly Lys Ala Gly Gln Ala Asn Asn Ala

1

Gly Lys Asp Pro Lys Thr Thr Asn Ala

1
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<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 58

<210> 59

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 5

<210> 60

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 60

<210>61

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 61

Len Ala Lys Asp Thr Asp Thr Thr Arg Ala

1

<210> 62

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 62

Leu Ala Arg Ala Gly Gly 8Ser Val Gly Ala

1

<210> 63

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2638342 T3

Arg Ala Gly Gly Ser Val Gly
1 5

Ala Val Asp Thr Thr Lys Phe
1 5

Ser Thr Gly Lys Val Pro Asn

1 5

5

5
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<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 63

Leu Ala Ala Val Asp Thr Thr Lys Phe Ala
1 5 10

<210> 64

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 64

Leu Ala Ser Thr Gly Lys Val Pro Asn Ala
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un virién de virus adenoasociado recombinante (VAAr), o una composicion farmacéutica que comprende dicho
virion, para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad ocular en un individuo que lo necesite, en donde
la composicién comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable y en donde el virion del virus adenoasociado
recombinante (VAAr) comprende:

a) una proteina de la capside de VAA variante, en donde la proteina de la capside de VAA variante comprende
una insercion de un péptido en el bucle GH de la proteina de la capside en relacidon con una correspondiente
proteina de la capside de VAA parental, en donde la insercidn comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN (SEQ ID NO:15),
KDPKTTN (SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID
NO:59) y STGKVPN (SEQ ID NO:60); y

b) un acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un producto génico;

en donde la proteina de la capside variante infecta una célula retiniana.

2. El virion de VAAr o la composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el sitio de
insercidn esta dentro de los aminoacidos 570 a 611 de la proteina de la capside de VAA2 expuesta en SEQ ID NO:1,
o la correspondiente posicion en la proteina de la capside de otro serotipo de VAA.

3. El virion de VAAr o la composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2,
en donde la célula retiniana es un fotorreceptor, una célula ganglionar de la retina, una célula de Miiller, una célula
bipolar, una célula amacrina, una célula horizontal o una célula de epitelio pigmentario de la retina

4. El virion de VAAr o la composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde dicho tratamiento es por inyeccion intraocular.

5. El virion de VAAr o la composicién farmacéutica para su uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde dicho tratamiento es por inyeccion intravitrea.

6. El virion de VAAr o la composicién farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
en donde la enfermedad ocular es glaucoma, retinitis pigmentosa, degeneracién macular, retinosquisis, amaurosis
congénita de Leber, retinopatia diabética, acromatopsia o daltonismo.

7. Un virién de virus adenoasociado recombinante (VAAr) que comprende:

a) una proteina de la capside de VAA variante, en donde la proteina de la capside de VAA variante comprende
una insercion de un péptido en el bucle GH de la proteina de la capside en relacién con una correspondiente
proteina de la capside de VAA parental, en donde la insercién comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de LGETTRP (SEQ ID NO:13), NETITRP (SEQ ID NO:14), KAGQANN (SEQ ID NO:15),
KDPKTTN (SEQ ID NO:16), KDTDTTR (SEQ ID NO:57), RAGGSVG (SEQ ID NO:58), AVDTTKF (SEQ ID
NO:59) y STGKVPN (SEQ ID NO:60), y en donde la proteina de la capside variante confiere infectividad de
una célula retiniana; y

b) un acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un producto génico.

8. El virion de VAAr de la reivindicacion 7, en el que el sitio de insercion esta dentro de los aminoacidos 570 a 611
del conjunto de proteina de la capside de VAA2 expuesto en SEQ ID NO:1, o la correspondiente posicién en la
proteina de la capside de otro serotipo de VAA.

9. El virion de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, en donde la célula retiniana es un fotorreceptor,
una célula ganglionar de la retina, una célula de Miller, una célula bipolar, una célula amacrina, una célula horizontal
0 una célula del epitelio pigmentario de la retina.

10. El virion de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde el producto génico es un ARN
interferente, un aptamero o un polipéptido.

11. El virién de VAAr de la reivindicacion 10, en el que el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en: factor
neurotréfico derivado de la glia, factor 2 de crecimiento de fibroblastos, neurturina, factor neurotréfico ciliar, factor de
crecimiento del nervio, factor neurotréfico derivado del cerebro, factor de crecimiento epidérmico, rodopsina,
inhibidor ligado a X de apoptosis, retinosquisina, EPR65, proteina 1 que interactia con GTPasa de retinitis
pigmentosa, periferina, periferina 2, una rodopsina y Sonic hedgehog.
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12. Una composicién farmacéutica que comprende:

a) un virion de virus adenoasociado recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11; y
b) un excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. Un &cido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de la capside
de virus adenoasociado (VAA) variante, en donde la proteina de la capside de VAA variante es como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11.

14. Una célula hospedadora genéticamente modificada aislada que comprende el acido nucleico de la reivindicacion
13.
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OTVVvA

8UI BVVA

T 8VYVA
8 YVA
AL/
€ YVA
9 YVA
TYVA
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