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DESCRIPCION

Transgén sintético de la metiimalonil-CoA mutasa para el tratamiento de la acidemia metilmalénica (MMA) de clase
MUT

Campo de la invencion

La invencion objeto se refiere a la modificacion del gen de la metilmalonil-CoA mutasa humana de manera que se
aumente su expresion en células eucariotas. En comparacion con el gen MUT humano natural, las secuencias
genéticas sintéticas objeto (synMUT) tienen codones optimizados para aumentar la expresién al administrarse.

Antecedentes

La acidemia metilmalonica (MMA) es un trastorno autosomico recesivo producido por defectos en la enzima
metilmalonil-CoA mutasa (MUT) localizada en las mitocondrias (Manoli, et al. 2010 Methylmalonic Acidemia (en
Gene Reviews, eds. Pagon, et al.)). La incidencia de MMA estimada es de 1 por cada 25.000-48.000. La MUT es
una enzima que cataliza la conversion de L-metilmalonil-CoA a succinil-CoA. Esta reaccién es una de varias
reacciones enzimaticas necesarias para metabolizar aminoacidos de cadena ramificada, acidos grasos de cadena
impar, y propionato producidos por la flora intestinal (Chandler, et al. 2005 Mol Genet Metab 86:34-43). La
deficiencia de MUT, la causa mas comun de MMA, se caracteriza por la acumulacién de acido metilmalénico y otros
metabolitos relacionados con la enfermedad. La enfermedad se maneja con dieta de restriccién de precursores y
cofactores de aminoacidos pero carece de una terapia definitiva. La MMA puede dar lugar a una inestabilidad
metabdlica, convulsiones, ictus, y fallo renal, y puede ser letal incluso aunque los pacientes se hayan manejado
apropiadamente, enfatizando la necesidad de nuevas terapias para esta enfermedad. Incluso aunque la MMA es
rara, todos los bebés nacidos en los EE. UU. se exploran para esta afeccion de recién nacidos, enfatizando la
necesidad de desarrollar terapias mejores.

Sumario

Como se ha expuesto anteriormente, los Unicos tratamientos para MMA disponibles actualmente son las dietas de
restriccion. Los pacientes siguen siendo inestables metabélicamente mientras siguen con dieta de restriccion y
experimentan una progresion de la enfermedad, a pesar de la terapia médica. Estos episodios dan como resultado
numerosas hospitalizaciones y pueden ser fatales. El transgén sintético de la metilmalonil-CoA mutasa humana
(synMUT) se puede utilizar como un farmaco mediante el suministro genético mediado virica o no viricamente, para
restaurar la funcion de MUT en los pacientes de MMA, evitar la inestabilidad metabdlica, y mejorar la progresion de
la enfermedad. Debido a que esta enzima también puede ser importante en otros trastornos de oxidacién de
aminoacidos de cadena ramificada, el suministro genético del gen MUT sintético se podria utilizar para tratar
afecciones distintas de la MMA por MUT.

Adicionalmente, el transgén synMUT se puede utilizar para la produccion in vitro de MUT para su uso en terapia de
reposicion enzimatica para la MMA. La terapia de reposicion enzimatica se consigue mediante la administracion de
la proteina MUT sintética por via oral, subcutanea, intramuscular, intravenosa, o0 mediante otras vias de suministro
terapéutico.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion se dirige a un polinucleétido sintético (synMUT) de metilmalonil-CoA mutasa
(MUT) que se selecciona de entre el grupo que consiste en:

a) un polinucledtido que comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1;

b) un polinucledtido que tiene la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1;

¢) un polinucledtido que tiene una secuencia de acido nucleico con al menos aproximadamente el 80 % de
identidad con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1;

d) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 o0 una
secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, en el que
el polinucleétido no tiene la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 3;y

e) un polinucledtido que codifica un fragmento activo de la proteina metilmalonil-CoA mutasa (MUT), en el que el
polinucleétido en su totalidad no comparte el 100 % de identidad con una parte de la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 3.

En una realizacion, el fragmento incluye solo los restos de aminoacidos 33-750, que se codifican entre los
nucleétidos 63-2250 en el synMUT, y que representa la forma activa, procesada de MUT.

Por activo se quiere decir, por ejemplo, la capacidad de la enzima para catalizar la isomerizacion de la metilmalonil-
CoA a succinil-CoA. La actividad se puede ensayar utilizando métodos bien conocidos en la técnica (como se
describe en el contexto de la funcion proteina posteriormente).

En una realizacién de un polinucleétido sintético de acuerdo con la invencién, la secuencia de acido nucleico codifica



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 468 T3

un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o una secuencia de aminoacidos con al
menos aproximadamente el 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion, el polinucleoétido sintético presenta una expresion aumentada con respecto a la expresion de la
secuencia de polinucleétido de metilmalonil-CoA mutasa humana (SEQ ID NO: 3) en un sujeto. En otra realizacién
mas, el polinucleétido sintético que tiene una expresién aumentada comprende una secuencia de acido nucleico que
comprende codones que se han optimizado con respecto a la secuencia de polinucleétidos de la metilmalonil-CoA
mutasa humana de origen natural (SEQ ID NO: 3). En otra realizacién mas de un polinucleétido sintético de acuerdo
con la invencién, la secuencia de acido nucleico tiene al menos aproximadamente un 80 % de los codones que se
utilizan menos comidnmente remplazados con codones que se utilizan mas comdnmente.

En una realizacion de un polinucleoétido sintético de acuerdo con la invencion, el polinucleétido es un polinucleétido
gue tiene una secuencia de acido nucleico con al menos aproximadamente un 85 % de identidad con la secuencia
de acido nucleico de SEQ ID NO: 1. En otra realizacion, el polinucleétido es un polinucleétido que tiene una
secuencia de acido nucleico con al menos aproximadamente un 90 % de identidad con la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 1. En otra realizacion mas, el polinucleétido es un polinucleétido que tiene una secuencia
de acido nucleico con al menos aproximadamente un 95 % de identidad con la secuencia de acido nucleico de SEQ
ID NO: 1.

En una realizacion de un polinucleoétido sintético de acuerdo con la invencion, la secuencia de acido nucleico es una
secuencia de ADN. En otra realizacion, la secuencia de acido nucleico es una secuencia de ARN o una secuencia
de acido nucleico modificada peptidica. En otra realizacién, el polinucleétido sintético de acuerdo con la invencién
codifica un fragmento de MUT activo, los aminoacidos 33-750 de synMUT, que se corresponden con los pares de
bases 67-2250 de synMUT.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un vector de expresion que comprende el polinucleétido sintético descrito
en el presente documento. En otra realizacién de un vector de acuerdo con la invencion, el polinucleétido sintético
esta unido operativamente a una secuencia de control de la expresion. En otra realizacion mas, el polinucleétido
sintético tiene codones optimizados.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método de tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada
por la metilmalonil-CoA mutasa o bajos niveles de actividad metilmalonil-CoA mutasa, comprendiendo el método la
administracion a un sujeto el polinucledtido sintético descrito en el presente documento.

En un aspecto adicional mas la invencion se refiere a un método de tratamiento de una enfermedad o afeccion
mediada por metilmalonil-CoA mutasa, comprendiendo el método la administracién a un sujeto de una metilmalonil-
CoA mutasa producida utilizando el polinucleétido sintético descrito en el presente documento. En otra realizacion de
un método de tratamiento de acuerdo con la invencioén, la enfermedad o afecciéon es la acidemia metilmalénica
(MMA).

En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende el polinucleétido sintético de la
reivindicacion 1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un animal transgénico cuyo genoma comprende una secuencia de
polinucleétido que codifica la metilmalonil-CoA mutasa o un fragmento funcional de la misma. En otro aspecto mas,
la invencion se refiere a un método para producir dicho animal transgénico, que comprende: proporcionar un vector
de expresion exégeno que comprende un polinucleétido que comprende un promotor unido operativamente a un
polinucleétido que codifica la metilmalonil-CoA mutasa o un fragmento funcional de la misma; introducir el vector en
un ovocito fertilizado; y trasplantar el ovocito en un animal hembra.

En un aspecto, la invencion se refiere a un animal transgénico cuyo genoma comprende el polinucleétido sintético
descrito en el presente documento. En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para producir dicho animal
transgénico, que comprende: proporcionar un vector de expresién exdégeno que comprende un polinucleétido que
comprende un promotor unido operativamente al polinucleétido sintético descrito en el presente documento;
introducir el vector en un ovocito fertilizado; y trasplantar el ovocito en un animal hembra.

Los métodos para producir animales transgénicos se conocen en la técnica e incluyen, sin limitacién, transformar
células madre embrionarias en un cultivo tisular, inyectar el transgén en el pronicleo de un huevo fertilizado de un
animal (microinyeccion de ADN), modificacién genética/genémica, suministro virico (por ejemplo, transferencia
genética mediada por retrovirus).

Los animales transgénicos de acuerdo con la invencién incluyen, sin limitacién, roedores (ratén, rata, ardilla, cobaya,
hamster, castor, puercoespin), rana, hurén, conejo, pollo, cerdo, oveja, cabra, vaca, primates y similares.

En otro aspecto, la invencién se refiere a la mejora preclinica o rescate del estado de enfermedad, por ejemplo,
acidemia metilmalonica, que presenta el sujeto que la padece. Esto puede incluir sintomas, tales como letargia,
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letalidad, acidosis metabodlica, y perturbaciones bioquimicas, tal como niveles aumentados de acido metilmalénico en
la sangre, orina y fluidos corporales.

En otro aspecto mas, la invencién se refiere a un método para producir un animal modificado genéticamente como
fuente de synMUT recombinante. En otro aspecto, se puede llevar a cabo edicion gendmica, o edicién genémica con
nucleasas modificadas (GEEN) con los nucleétidos synMUT de la presente invencién permitiendo que el ADN
synMUT se inserte, sustituya, o retire de un genoma utilizando nucleasas modificadas artificialmente. Se puede
utilizar cualquier nucleasa modificada conocida tal como nucleasas en dedos de Zinc (ZFN), Nucleasas efectoras
tipo activador de la transcripcidon (TALEN), el sistema CRISPR/Cas, y meganucleasa modificada re-modificada en
endonucleasa de asentamiento. De manera alternativa, se pueden utilizar los nucle6tidos de la presente invencién
gue incluyen synMUT, en combinacién con un CASP/CRISPR, ZFN, o TALEN para modificar la correccién en el
locus de las células del paciente sea in vivo 0 ex vivo, entonces, en una realizacion, se usa esas células corregidas,
tal como un fibroblasto o linfoblasto, para crear un iPS u otra célula madre para su uso en terapia celular.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra la lista de frecuencias de codén en el proteoma humano.

La Figura 2 ilustra un synMUT con codén optimizado (SEQ ID NO: 1) de la invencién objeto.

La Figura 3 ilustra la secuencia de aminoacidos de MUT de Homo sapiens de origen natural (SEQ ID NO: 2) y el
gen MUT de Homo sapiens de origen natural (SEQ ID NO: 3).

La Figura 4 ilustra un alineamiento de MUT (SEQ ID NO: 3) con la secuencia synMUT con codones optimizados
objeto (SEQ ID NO: 1).

La Figura 5 ilustra las variantes exdnicas que se ven en MUT que estan presentes en synMUT. El nimero 1
presentado indica cambios que se ven en MUT en un analisis exoma que se encuentran en synMUT. El nimero
2 presentado en la figura indica variantes de synMUT Unicas a una posicién en la que existen variantes MUT.

La Figura 6 ilustra la expresion de la proteina MUT después de la transfeccién de células HEK-293 in vitro con
proteina fluorescente verde (GFP), polinucledtido de metilmalonil-CoA mutasa humana optimizado (synMUT)
(SEQ ID NO: 1), o el gen de la metilmalonil-CoA mutasa humana de origen natural (MUT) (SEQ ID NO: 3).

La Figura 7 presenta un mapa de la construcciéon AAV-HCR-hAAT-synMUT.

La Figura 8 ilustra el aumento de supervivencia de ratones Mut” después del tratamiento con la construccion
AAV8-HCR-hAAT-synMUT.

La Figura 9 ilustra la reduccion de metabolitos circulantes en ratones Mut” después del tratamiento con la
construccion AAV8-HCR-hAAT-synMUT.

La Figura 10 muestra la expresion de MUT en el higado después de la terapia genética con AAV8-HCR-hAAT-
synMUT.

La Figura 11 muestra una incidencia de carcinoma hepatocelular después del suministro de AAV a ratones que
eran Mut™" sin tratar (n = 51), tratados con 1-2 x 10** GC de AAV8-CBA-MUT (n = 13) 0 1-2 x 10** GC de AAVS-
hAAT-synMUT (n = 5) por inyeccion intrahepatica en el nacimiento. * = P < 0,01, NS = no significativo
estadisticamente a partir del grupo de control sin tratar.

Descripcion detallada

Ahora se hara referencia en detalle a las realizaciones representativas de la invencién. Aunque la invencion se
describira en conjuncion con las realizaciones enumeradas, se entendera que la invencién no tiene la intencién de
limitarse a esas realizaciones. Por el contrario, la invencién intenta cubrir todas las alternativas, modificaciones, y
equivalentes que se puedan incluir en el alcance de la presente invencion como se define en las reivindicaciones.

Definiciones

A menos de que se defina otra cosa, los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente documento,
tienen el mismo significado que es entendido normalmente por un experto en la técnica a la que pertenece la
invencion. Aunque se pueden utilizar en la practica o ensayo de la invencion cualquiera de los métodos, dispositivos,
y materiales similares o equivalentes a los que se describen en el presente documento, se describen a continuacion
los métodos, dispositivos, y materiales preferidos.

Como se utiliza en la presente solicitud, incluyendo las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares de “uno”,
“una” y “el” incluyen las referencias en plural, a menos de que el contenido dicte claramente otra cosa, y se utilizan
de manera intercambiable con “al menos uno”, y “uno 0 mas”. Por lo tanto, la referencia a “un polinucleétido” incluye
una pluralidad de polinucleétidos o genes, y similares.

Como se utiliza en el presente documento, el término “aproximadamente” representa una modificacion o variacién
insignificante del valor numérico de manera que la funcién basica del articulo al que se refiere el valor numérico no
cambia.

Como se utiliza en el presente documento, el término “comprende”, “que comprende”, “incluye”, “que incluye”,
“contiene”, “que contiene”, y cualquier variacion de los mismos, se tiene la intencion de que cubran una inclusién no
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excluyente, de manera que un procedimiento, método, producto-por-procedimiento, 0 composiciéon de material que
comprende, incluye, o contiene un elemento de la lista de elementos, no incluye solo esos elementos sino que
puede incluir otros elementos no enumerados expresamente o inherentes a dicho procedimiento, método, producto-
por-procedimiento, o composicion de material.

En el contexto del synMUT, los términos “gen” y “transgén” se utilizan de manera intercambiable. Un “transgén” es
un gen que se ha transferido de un organismo a otro.

El término “sujeto”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un animal domesticado, un animal de
granja, un primate, un mamifero, por ejemplo un ser humano.

La frase “sustancialmente idéntico”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una secuencia de
aminoacidos que presenta una alta identidad con una secuencia de aminoacidos de referencia (por ejemplo, al
menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 %
de identidad) y mantiene la actividad biol6gica de interés (la actividad enzimatica).

Las secuencias de polinucleétido codificantes synMUT permiten el aumento de expresion del gen synMUT con
respecto a las secuencias MUT humanas de origen natural. Estas secuencias de polinucleétido se disefian para no
alterar la secuencia de aminoacidos MUT humana de origen natural. También se han modificado u optimizado para
gue tengan un aumento de la eficacia transcripcional, traduccional, y de repliegue proteico. Esta modificacion se
consigue utilizando tendencias de codones humanos, evaluando el contenido de GC, CpG y GpC negativos,
optimizando la interaccién entre el codén y anti-codoén, y eliminando los sitios de corte y empalme criptico y los
motivos de inestabilidad de ARN. Debido a que las secuencias son nuevas, facilitan la deteccién utilizando ensayos
basados en acidos nucleicos.

Como se utiliza en el presente documento “MUT"” se refiere a una metilmalonil-Coenzima A mutasa humana, y “Mut”
se refiere a la metilmalonil-Coenzima A mutasa de ratdn. Esta proteina cataliza la isomerizacion de metilmalonil-CoA
a succinil-CoA. Este proceso necesita 5’-desoxiadenosilcobalamina, un derivado de la vitamina B12. La succinil-CoA
es un componente del ciclo del &cido citrico o ciclo del acido tricarboxilico (TCA). Se hace referencia al gen que
codifica la metilmalonil-CoA mutasa humana de origen natural como MUT. El polinucleétido que codifica la MUT
sintética se conoce como synMUT.

Se hace referencia al MUT humano de origen natural como MUT, mientras que el MUT sintético se denomina
synMUT, incluso aunque los dos son idénticos a nivel de aminoacidos.

“Optimizacion de codon” se refiere al procedimiento de alteracion de una secuencia de polinucledtido de origen
natural para aumentar la expresién en un organismo diana, por ejemplo, seres humanos. En la solicitud objeto, el
gen MUT humano se ha alterado para sustituir codones que se encuentran menos frecuentemente en genes
humanos por los que se encuentran méas frecuentemente y/o por codones que se encuentran frecuentemente en
genes humanos que se expresan de manera alta.

Como se utiliza en el presente documento, “determinar”, “determinacion”, “detectar”, o similares se utilizan de
manera intercambiable en el presente documento y se refiere a la deteccidon o cuantificacion (medicién) de una
molécula utilizando un método adecuado, que incluye inmunohistoquimica, fluorescencia, quimiofluorescencia,
marcado radioactivo, resonancia de plasmones de superficie, ondas acusticas de superficie, espectrometria de
masas, espectroscopia infrarroja, espectroscopia Raman, microscopia de fuerza atémica, microscopia de barrido de
efecto tanel, métodos de deteccion electroquimica, resonancia magnética nuclear, puntos cuanticos, y similares.
“Detectar” y sus variaciones se refiere a la identificacion u observacion de la presencia de una molécula en una
muestra biol6gica, y/o la medicién del valor de la molécula.

Como se utiliza en el presente documento, un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de
los disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y
de absorcion retardada, y similares que son fisioldgicamente compatibles. Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente
aceptables incluyen uno o mas de entre agua, solucion salina, solucion salina tampén de fosfato, dextrosa, glicerol,
etanol y similares, asi como combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, puede ser preferible incluir
agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro sodico en la
composicion.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a las dosificaciones y durante periodos de
tiempo necesaria para conseguir el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un
vector que comprende el polinucledtido sintético de la invencion puede variar de acuerdo con factores tales como el
estado de la enfermedad, edad, sexo, y peso del individuo y la capacidad el vector para dar lugar a una respuesta
deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es en la que cualquiera de los efectos
perjudiciales o toxicos del vector estan superados por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una “cantidad
profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios,
para alcanzar el resultado profilactico deseado. Normalmente, como la dosis profilactica se utiliza en sujetos antes o
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en un estado mas temprano de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad
terapéuticamente eficaz.

Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la respuesta 6ptima deseada (por ejemplo, una
respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, se puede administrar una Gnica embolada, se pueden administrar
varias dosis divididas en el tiempo, o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente segun indiquen las
exigencias de la situacién terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en formas
de dosificacién unitarias para facilitar la administracion y la uniformidad de dosificacién. La forma de dosificacion
unitaria como se utiliza en el presente documento se refiere a unidades separadas fisicamente adecuadas como
dosificaciones unitarias para sujetos mamiferos que se van a tratar; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada del polinucleétido sintético o un fragmento del mismo de acuerdo con la invencion calculada para
producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con un vehiculo farmacéutico.

Realizaciones adicionales de la invencion
El polinucleodtido sintético

En una realizacién de la invencién, se emple6 la optimizacion de codones para crear un alelo MUT sintético y
altamente activo. Este método implica la determinacion de la frecuencia relativa de un codén en los genes
codificantes de proteinas en el genoma humano. Por ejemplo, la isoleucina se puede codificar por AUU, AUC o AUA,
pero en el genoma humano el AUC (47 %), AUU (36 %), y AUA (17 %) se utilizan variablemente para codificar la
isoleucina en las proteinas. Por lo tanto, en el contexto de la secuencia apropiada, se cambiaria AUA por AUC para
permitir que este codén sea traducido mas eficazmente en células humanas. La Figura 1 presenta las estadisticas
de uso del codén para una gran parte de los genes humanos codificantes de proteinas y sirve como base para el
cambio de codones a lo largo del ADNc MUT.

Por lo tanto, la invencién comprende polinucleétidos sintéticos que codifican la metilmalonil-CoA mutasa (MUT) que
se selecciona de entre el grupo que consiste en la secuencia de acido nucleico de la Figura 2 (SEQ ID NO: 1) y una
secuencia de polinucleétido que tiene al menos aproximadamente un 80 % de identidad con la misma. Para los
polinucleétidos que tienen al menos aproximadamente un 80 % de identidad con SEQ ID NO: 1, en algunas
realizaciones, tienen al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, o al menos un
99 % de identidad.

En una realizacién, el polinucleétido sintético objeto codifica un polipéptido con el 100 % de identidad con la proteina
MUT humana de origen natural, de manera alternativa incluye alelos de origen natural (Figura 3). El alineamiento por
BLAST de MUT (NM_000255.3) con synMUT revela 1721/2253 (un 76 %) identidades (Figura 4); existen presentes
532 bases en synMUT y no en MUT (NM_000255.3) (Figura 4). Para validar adicionalmente que la secuencia de
synMUT seleccionada era suficientemente Unica, se analizaron 8600 exones depositados en el servidor de variantes
NHLBI exoma (http://evs.gs.washington.edu/EVS/) utilizando el BLAST especializado en alineamiento del NCBI para
comparar las dos secuencias. Unos 67 cambios en el nucleétido de origen natural en la secuencia codificante MUT
daban como resultado alelos sinénimos, variantes sin sentido, y mutaciones sin sentido (Tabla 1). En nueve de estas
67 localizaciones variantes, (synMUT) poseia nucledtidos Unicos que no estaban presentes en la base de datos
exoma (Figura 5). Por lo tanto el (synMUT) codifica 58 variantes, presentes con una frecuencia variable (Tabla 1),
identificadas en la base de datos exoma, y 474 pares de bases Unicas, no presentes en los 8600 exomas humanos
comparados con MUT (NM_000255.3).
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En otro aspecto, SEQ ID NO: 3 codifica la proteina MUT que tiene el 100 % de identidad con la proteina MUT
humana de origen natural, o que tiene al menos un 90 % de identidad de aminoacidos con la proteina MUT humana
de origen natural. En una realizacion preferida, el polinucleétido codifica una proteina MUT que tiene al menos un
95 % de identidad de aminoacidos con la proteina MUT humana de origen natural.

En una realizacion, un polipéptido de acuerdo con la invencién mantiene al menos un 90 % de la funcién de la
proteina MUT humana de origen natural, es decir, la capacidad para catalizar la conversion de L-metilmalonil-CoA a
succinil-CoA. En otra realizacién, la proteina MUT codificada mantiene al menos un 95 % de la funcién de la proteina
MUT humana de origen natural. Esta funcion proteica se puede medir, por ejemplo, mediante la eficacia de rescate
de un fenotipo neonatal en ratones knock-out Mut (Chandler, et al. 2010 Mol Ther 18:11-6) (Figure 9), la disminucién
de metabolitos circulantes incluyendo el acido metilmalénico (Chandler, et al. 2010 Mol Ther 18:11-6; Carrillo-
Carrasco, et al. 2010 Hu Gene Ther 21:1147-54; Senac, et al. 2012 Gene Ther 19:385-91) (Figura 10), la medicién
del cuerpo completo (Chandler, et al. 2010 Mol Ther 18:11-6; Senac, et al. 2012 Gene Ther 19:385-91) o la
capacidad oxidativa del l-C-lspropionato hepatico (Carrillo-Carrasco, et al. 2010 Hu Gene Ther 21:1147-54), o la
correccion de la incorporacion de l-C-”’propionato macromolecular en cultivo celular (Chandler, et al. 2007 BMC
Med Genet 8:64).

En algunas realizaciones, el polinucleétido sintético presenta una expresién mejorada con respecto a la expresiéon de
la secuencia de polinucleétido de metilmalonil-CoA mutasa humana de origen natural. La expresion mejorada es
debido a que el polinucleétido comprende codones que se han optimizado con respecto a la secuencia de
polinucleétido de la metilmalonil-CoA mutasa humana de origen natural. En un aspecto, el polinucleétido sintético
tiene al menos aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un
35 %, al menos aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un
50 %, al menos aproximadamente un 55 %, al menos aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un
65 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un
80 % de codones menos utilizados cominmente sustituidos por codones mas usados comunmente. En realizaciones
adicionales, el polinucleétido tiene al menos un 85 %, 90 %, 0 95 % de sustitucion de codones menos usados
comunmente por codones mas usados cominmente, y demuestra una expresion equivalente o aumentada de MUT
en comparacion con SEQ ID NO: 3.

En algunas realizaciones, las secuencias de polinucledtido sintético de la invencién codifican preferentemente un
polipéptido que mantiene al menos aproximadamente el 80 % de aumento de la expresiéon de MUT (como se
demuestra por la expresién del polinucleétido de SEQ ID NO: 1 en un huésped apropiado). En realizaciones
adicionales, el polipéptido mantiene al menos un 85 %, 90 %, o0 95% o 100 % de aumento de la expresion
observada con un polinucleétido de SEQ ID NO: 1.

En el disefio del synMUT de la presente invencion, se sopesan las siguientes consideraciones. Por ejemplo, los
cambios menores que se hagan en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3, disminuyen el potencial de alterar
la estructura secundaria de la secuencia, que puedan tener un impacto significativo en la expresion genética. La
introduccion de sitios de restriccion indeseables también se reduce, facilitando la subclonacion de MUT en el vector
plasmido de expresion. Sin embargo, un nimero mayor de cambios en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3
permite una identificacion mas conveniente del mensaje traducido y expresado, por ejemplo, el ARNm in vivo. De
manera adicional, un mayor nimero de cambios en la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3 proporciona un
aumento de la probabilidad de una expresion mayor. Estas consideraciones se sopesaron cuando se llegd a SEQ ID
NO: 1. Las secuencias de polinucleétido que codifican synMUT permite un aumento de expresiéon del gen synMUT
con respecto a las secuencias MUT humanas de origen natural. También se modificaron para que tuvieran un
aumento de eficacia transcripcional, traduccional, y de replegamiento proteico. Esta modificacion se consigue
utilizando tendencias de codén humanas, evaluando el contenido de GC, CpG, y GpC negativo, optimizando la
interaccion entre el coddn y el anti-codon, y eliminando sitios cripticos de corte y empalme y motivos de inestabilidad
de ARN. Debido a que las secuencias son nuevas, facilitan la deteccion utilizando ensayos basados en acido
nucleico.

MUT tiene un total de 750 aminoéacidos y (synMUT) contiene aproximadamente 750 codones correspondientes a
dichos aminoacidos. De estos codones, en SEQ ID NO: 1, se han cambiado aproximadamente 463 codones de los
del MUT humano natural, sin embargo, como se ha descrito, SEQ ID NO: 1, a pesar de los cambios desde SEQ ID
NO: 3, codifica la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2 para MUT. Los codones de SEQ ID NO: 1 se cambian,
de acuerdo con las posiciones de aminoacidos equivalentes de SEQ ID NO: 2, en las posiciones 2, 4, 5, 6, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 26,27,29, 30, 31, 32, 33, 36, 38, 39, 40, 41, 42, 44, 45, 47, 48, 49, 52,
59, 60, 63, 64, 65, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 80, 81, 82, 83, 85, 90, 92, 93, 95, 96, 97, 98, 100, 103, 106,
107, 108, 110, 111, 112, 113, 117, 119, 120, 122, 128, 129, 130, 134, 135, 136, 137, 138, 141, 134, 147, 149, 150,
151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 160, 162, 164, 166, 170, 171, 173, 174, 177, 179, 180, 183, 184, 185, 187, 189,
190, 191, 192, 194, 195, 196, 198, 199, 200, 201, 203, 204, 206, 207, 208, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217,
218, 219, 220, 221, 222, 224, 225, 227, 228, 230, 234, 235, 241, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 254, 255,
256, 257, 220, 262, 263, 264, 270, 271, 272, 273, 278, 279, 280, 281, 284, 285, 286, 287, 289, 290, 292, 294, 298,
299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 308, 312, 314, 315, 316, 318, 319, 320, 323, 325, 326, 328, 330, 332, 333,
335, 337, 342, 343, 344, 345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 355, 357, 358, 360, 362, 363, 364, 365, 369, 370,
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372, 373, 377, 378, 379, 381, 382, 384, 385, 388, 389, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 400, 401, 403, 405, 406,
407, 409, 411, 412, 413, 414, 416, 417, 418, 419, 420, 422, 424, 427, 432, 433, 434, 436, 437, 438, 432, 434, 435,
439, 450, 453, 456, 457, 458, 459, 462, 463, 464, 466, 467, 468, 469, 472, 473, 474, 475, 476, 477, 478, 479, 480,
481, 482, 483, 485, 486, 487, 488, 489, 494, 495, 499, 500, 502, 504, 505, 507, 508, 509, 511, 512, 513, 516, 517,
518, 520, 523, 524, 525, 527, 528, 529, 530, 532, 533, 534, 535, 536, 537, 538, 539, 542, 544, 545, 547, 548, 551,
553, 555, 556, 558, 560, 561, 563, 566, 567, 570, 571, 572, 573, 574, 575, 576, 577, 578, 581, 584, 585, 586, 588,
590, 591, 592, 594, 597, 598, 599, 600 604, 605, 606, 609, 610, 612, 613, 614, 615, 616, 617, 618, 619, 621, 624,
625, 626, 628, 629, 633, 635, 636, 637, 638, 640, 641, 642, 644, 646, 627, 630, 633, 634, 635, 636, 637, 638, 661,
662, 663, 664, 667, 668, 669, 670, 671, 672, 673, 674, 675, 677, 679, 681, 682, 683, 686, 689, 691, 692, 693, 694,
696, 697, 698, 701, 702, 703, 705, 707, 710, 711, 714, 715, 716, 717, 718, 719, 720, 721, 722, 723, 724, 725, 726,
727,728, 729, 731, 732, 733, 734, 735, 736, 740, 743, 745, 746, 748, 749, 750 de SEQ ID NO: 2, con respecto a la
secuencia SEQ ID NO: 3 humana natural. En esta realizacion, se habia mantenido la secuencia de aminoacidos de
la MUT humana natural.

Se puede apreciar que la reversion del synMUT disefiado a los codones que se encuentran en MUT se puede
esperar que dé como resultado secuencias de acido nucleico que cuando se incorporan en vectores apropiados,
pueden presentar también las propiedades deseadas de SEQ ID NO: 1, por ejemplo, dichas variantes de reversion
parcial pueden tener una expresién de MUT equivalente a partir de un vector insertado en un huésped apropiado,
que SEQ ID NO: 1. Por ejemplo, la invencién incluye acidos nucleicos en los que se revierte al menos
aproximadamente 1 codoén alterado, al menos aproximadamente 2 codones alterados, al menos aproximadamente 3,
codones alterados, al menos aproximadamente 4 codones alterados, al menos aproximadamente 5 codones
alterados, al menos aproximadamente 6 codones alterados, al menos aproximadamente 7 codones alterados, al
menos aproximadamente 8 codones alterados, al menos aproximadamente 9 codones alterados, al menos
aproximadamente 10 codones alterados, al menos aproximadamente 11 codones alterados, al menos
aproximadamente 12 codones alterados, al menos aproximadamente 13 codones alterados, al menos
aproximadamente 14 codones alterados, al menos aproximadamente 15 codones alterados, al menos
aproximadamente 16 codones alterados, al menos aproximadamente 17 codones alterados, al menos
aproximadamente 18 codones alterados, al menos aproximadamente 20 codones alterados, al menos
aproximadamente 25 codones alterados, al menos aproximadamente 30 codones alterados, al menos
aproximadamente 35 codones alterados, al menos aproximadamente 40 codones alterados, al menos
aproximadamente 50 codones alterados, al menos aproximadamente 55 codones alterados, al menos
aproximadamente 60 codones alterados, al menos aproximadamente 65 codones alterados, al menos
aproximadamente 70 codones alterados, al menos aproximadamente 75 codones alterados, al menos
aproximadamente 80 codones alterados, al menos aproximadamente 85 codones alterados, al menos
aproximadamente 90 codones alterados, al menos aproximadamente 95 codones alterados, al menos
aproximadamente 100 codones alterados, al menos aproximadamente 110 codones alterados, al menos
aproximadamente 120 codones alterados, al menos aproximadamente 130 codones alterados, al menos
aproximadamente 130 codones alterados, al menos aproximadamente 140 codones alterados, al menos
aproximadamente 150 codones alterados, al menos aproximadamente 160 codones alterados, al menos
aproximadamente 170 codones alterados, al menos aproximadamente 180 codones alterados, al menos
aproximadamente 190 codones alterados, al menos aproximadamente 200 codones alterados, al menos
aproximadamente 220 codones alterados, al menos aproximadamente 240 codones alterados, al menos
aproximadamente 260 codones alterados, al menos aproximadamente 280 codones alterados, al menos
aproximadamente 300 codones alterados, al menos aproximadamente 320 codones alterados, al menos
aproximadamente 340 codones alterados, al menos aproximadamente 360 codones alterados, al menos
aproximadamente 380 codones alterados, al menos aproximadamente 400 codones alterados, al menos
aproximadamente 420 codones alterados, al menos aproximadamente 440 codones alterados, al menos
aproximadamente 460 codones alterados, o al menos aproximadamente 480 de las posiciones de codén alteradas
en SEQ ID NO: 1 se revierten a codones nativos de acuerdo con SEQ ID NO: 3, una secuencia de codones
alternativa para una secuencia de aminoacidos como se muestra en la Figura 1, o con SEQ ID NO: 3 que contiene
SNP (alelos) como se ha sefialado en la Tabla 1, y que tienen una expresion equivalente a SEQ ID NO: 1. De
manera alternativa, al menos aproximadamente un 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %,
40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o 100 % de las posiciones de coddn
alteradas en SEQ ID NO: 1 se revierten a la secuencia nativa de acuerdo con SEQ ID NO: 3, una secuencia de
codones alternativa para la secuencia de aminoacidos que se muestra en la Figura 1, o con SEQ ID NO: 3 que
contiene SNP como se sefiala en la Tabla 1, y que tienen una expresién equivalente a SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos de la presente invencién no comparten el 100 % de identidad con SEQ
ID NO: 3. En otras palabras, en algunas realizaciones, los polinucle6tidos que tienen un 100 % de identidad con
SEQ ID NO: 3 se excluyen de las realizaciones de la presente invencion.

El polinucleétido sintético puede estar compuesto de ADN y/o ARN o un &cido nucleico modificado, tal como un
acido nucleico peptidico, y podria conjugarse para mejorar las propiedades biolégicas.
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Terapia

En otro aspecto, la invencién comprende un método de tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por la
metilmalonil-CoA mutasa, La enfermedad o afeccion puede, en una realizacion, ser una acidemia metilmaldnica
(MMA). Este método comprende la administracion a un sujeto que necesita el mismo de una construccién de
polinucleétido sintético de metilmalonil-CoA mutasa que comprende los polinucleétidos sintéticos (synMUT) descritos
en el presente documento. La enzima MUT se procesa tras la transcripcion, traduccién, y translocalizacion en el
espacio interno mitocondrial. Durante este proceso de importacién y maduracién, se eliminan los aminoacidos 1-32
para producir el péptido MUT maduro, que comprende los restos 33-750. Por lo tanto, en otra realizacion, la
invencion incluye la parte de la enzima synMUT localizada dentro de la matriz mitocondrial, especificamente , los
restos 33-750 que se corresponden con los nucleétidos 62-2250 de synMUT, unidos a un vehiculo, una secuencia
lider mitocondrial heterdloga o sintética, una pequefia molécula cargada o lipéfila para dirigirse a la mitocondria;
conjugada o modificada covalentemente a un péptido que se dirige a la matriz mitocondrial; o encapsulado para
suministrar este fragmento de synMUT a un organulo subcelular, tipo celular, o tejido.

La terapia de sustitucion enzimatica consiste en la administracion de la enzima funcional (metilmalonil-CoA mutasa)
a un sujeto de manera que la enzima administrada catalizara las reacciones en el cuerpo que la propia enzima
deficiente o eliminada no puede. En la terapia enzimatica, la enzima deficiente se puede sustituir in vivo o repararse
in vitro utilizando el polinucleétido sintético de acuerdo con la invencién. La molécula enzimatica funcional se puede
aislar producirse in vitro, por ejemplo. Los métodos para producir enzimas recombinantes in vitro se conocen en la
técnica. Los sistemas de expresion enzimatica in vitro incluyen, sin limitacién, los sistemas basados en células
(bacterianas (por ejemplo, Escherichia coli, Corynebacterium, Pseudomonas fluorescens), levaduras (por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), células de insecto (por ejemplo, células de insecto infectadas con
Baculovirus, expresion no litica en células de insecto), y sistemas en eucariotas (por ejemplo, Leishmania)) y
sistemas libres de células (utilizando ARN polimerasa purificada, ribosomas, tARN, ribonucleétidos). Al igual se
conocen en la técnica sistemas de expresion viricos in vitro. La enzima aislada o producida de acuerdo con los
métodos repetidos anteriormente, presenta, en realizaciones especificas, una homologia del 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 98 %, 99 %, 0 100 % con la metilmalonil-CoA mutasa (por ejemplo, humana) de origen natural.

La terapia genética puede implicar la terapia genética in vivo (introduccion directa del material genético en la célula o
el cuerpo) o transferencia genética ex vivo, que habitualmente implica alterar genéticamente las células antes de la
administracion. En un aspecto, la edicion gendémica, o edicibn gendémica con nucleasas modificadas (GEEN) se
puede llevar a cabo con los nucledtidos synMUT de la presente invencion permitiendo que el ADN synMUT se
inserte, sustituya o retire de un genoma utilizando nucleasas modificadas artificialmente. Se puede utilizar cualquier
nucleasa modificada conocida tal como nucleasas en dedos de Zinc (ZFN), Nucleasas efectoras tipo activador de la
transcripcion (TALEN), el sistema CRISPR/Cas, y meganucleasa modificada re-modificada en endonucleasa de
asentamiento. De manera alternativa, se pueden utilizar los nucleétidos de la presente invencién que incluyen
synMUT, en combinaciéon con CASP/CRISPR, ZFN, o TALEN para la correccion modificada en el locus en una
célula de paciente sea in vivo 0 ex vivo, luego, en una realizacién, utilizar esa célula corregida, tal como un
fibroblasto o linfoblasto, para crear un iPS u otra célula madre para su uso en terapia celular.

Administracion/suministro y formas de dosificacion

Las vias de suministro de un polinucleétido sintético de metilmalonil-CoA mutasa (MUT) de acuerdo con la invencion
puede incluir, sin limitacion, inyecciones (sistémicas o en el sitio diana), por ejemplo, inyeccién intradérmica,
subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, intraocular, subretiniana, en la arteria renal, en la vena hepatica,
intramuscular; fisica, incluyendo transfecciéon mediada por ultrasonidos, vibracién molecular inducida por un campo
eléctrico, transfeccion fotoquimica, pistola genética (bombardeo de particulas); parenteral y oral (incluyendo
aerosoles para inhalacion y similares). Los métodos relacionados incluyen la utilizacion de células modificadas
genéticamente, terapia antisentido, y ARN de interferencia.

Los vehiculos para el suministro de un polinucleétido sintético de la metilmalonil-CoA mutasa (synMUT) de acuerdo
con la invencion, puede incluir, sin limitacion, vectores viricos (por ejemplo, AAV, adenovirus, baculovirus, retrovirus,
lentivirus, espumavirus, herpes virus, virus de la leucemia Moloney de ratén, virus vaccinia, y virus de hepatitis) y
vectores no viricos (por ejemplo, ADN desnudo, mini-circulantes, liposomas, complejos ligando-polilisina-ADN,
nanoparticulas, polimeros catiénicos, incluyendo polimeros policationicos tales como dendrimeros, complejos
peptidicos sintéticos, cromosomas artificiales y polimeros polidispersados). Por lo tanto, las formas de dosificacion
que se contemplan incluyen inyectables, particulas en aerosol, capsula, y otras formas de dosificacion oral.

En ciertas realizaciones, el vector que se utiliza para la terapia genética comprende un casete de expresion. El
casete de expresion puede, por ejemplo, consistir en un promotor, el polinucleétido sintético, y una sefial de
adenilacion. Los promotores viricos incluyen, por ejemplo, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus
ubicuo (CMV-IE), el promotor de beta-activa de pollo (CBA), el promotor del virus de simio 40 (SV40), el promotor de
repeticion del extremo largo del virus de sarcoma de Rous (RSV-LTR), el promotor LTR del virus de leucemia murina
Moloney (MoMLYV), y otros promotores LTR retroviricos. Los promotores pueden variar con el tipo de vector virico
que es utilice y se conocen bien en la técnica.
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En una realizacion especifica, el synMUT podria situarse bajo el control transcripcional de un promotor ubicuo o
especifico de tejido, con un intrén 5', sefial de poliadenilacién, y un elemento de estabilidad de ARNm, tal como el
elemento regulador post-transcripcional de marmota. El uso de un promotor especifico de tejido puede restringir la
expresion transgénica no deseada, asi como facilitar la expresién transgénica persistente. El transgén terapéutico se
podria entonces suministrar como un ADN revestido o desnudo en la circulacion sistémica, vena porta, o se inyecta
directamente en un tejido u 6rgano, tal como el higado o el rifion. Ademas, del higado o rifién, pueden constituir
dianas para la terapia el cerebro, pancreas, 0jo, corazon, pulmones, médula 6sea, y musculo. Otros tejidos u
d6rganos pueden contemplarse como dianas para la terapia.

En otra realizacion, la misma construccion de expresion de synMUT se podria empaquetar en un vector virico, tal
como un vector adenovirico, vector retrovirico, vector lentivirico, o vector virico adeno-asociado, y se suministra por
distintos medios en la circulacion sistémica, vena porta, o se inyecta directamente en un tejido u 6rgano, tal como el
higado o el rifién. Ademas, del higado o rifién, pueden constituir dianas para la terapia el cerebro, pancreas, ojo,
corazon, pulmones, médula 6sea, y musculo. Otros tejidos u 6rganos pueden contemplarse como dianas para la
terapia.

Los promotores especificos de tejido incluyen, sin limitacion, Apo A-l, ApoE, hAAT, transtiretina, activador hepatico
enriquecido, albumina, PEPCK, y promotores RNAP,, (higado), PAI-1, ICAM-2 (endotelio), MCK, SMC a-actina,
promotores de cadena pesada de miosina, y cadena ligera de miosina (musculo), promotores de citoqueratina 18,
CFTR (epitelio), GFAP, NSE, Sinapsina |, Preproencefalina, dBH, prolactina, y proteina basica de mielina
(neuronales), y promotores de anquirina, a-espectrina, globina, HLA-DRa, CD4, glucosa-6-fosfatasa, y dectina-2
(eritroides).

Los promotores regulables (por ejemplo, promotores inducibles por ligando o inducibles por estimulo) también se
contemplan para las construcciones de expresién de acuerdo con la invencion.

En otra realizacion mas, se puede utilizar el synMUT en aplicaciones ex vivo mediante el empaquetamiento en un
vector retro o lentivirico para crear un vector integrado que se podria utilizar para corregir permanentemente
cualquier tipo celular de un paciente con deficiencia de MUT. Las células transducidas con synMUT y corregidas se
podrian utilizar entonces como una terapia celular. Los ejemplos pueden incluir células madre CD34+, hepatocitos
primarios, o fibroblastos derivados de pacientes con deficiencias de MUT. Los fibroblastos se podrian reprogramar a
otros tipos celulares utilizando métodos iPS bien conocidos por los practicantes de la técnica, tales como ZFN y
TALENS, en el locus MUT, un sitio puerto genémico seguro, tal como AAVS1, o en tora localizacion ventajosa, tal
como en un ARN, el locus albumina, GAPDH, o un seudogén expresado adecuado.

Una composicién (composicion farmacéutica) para tratar un individuo por terapia genética puede comprender una
cantidad terapéuticamente eficaz de un vector que comprende los transgenes de synMUT o una particula virica
producida por u obtenida de la misma. La composicion farmacéutica puede ser para su uso humano o animal.
Normalmente, un médico determinara la dosificacion actual que serd mas adecuada para un sujeto individual, y
variara con la edad, peso, y respuesta del individuo en particular.

La composicién puede comprender, en realizaciones especificas, un vehiculo, diluyente, excipiente, o adyuvante
farmacéuticamente aceptable. Dichos materiales no deberian ser téxicos y no deberian interferir con la eficacia del
transgén. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, liquidos tales como el agua,
solucién salina, glicerol, azlcares y etanol. Las sales farmacéuticamente aceptables también se pueden incluir en
estos, por ejemplo, sales de acidos minerales tales como hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos, y
similares; y las sales de acidos orgéanicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos, y similares. De
manera adicional, pueden estar presentes en dichos vehiculos sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias tampones de pH, y similares. Una exposicidon completa de los excipientes
farmacéuticamente aceptables esta disponible en Remington’s Pharmaceutical Sciences [Mack Pub. Co., 182
Edicién, Easton, Pa. (1990)]. La eleccidén del vehiculo, excipiente, o diluyente farmacéuticos se puede seleccionar
con respecto a la via de administracién que se pretende y la practica farmacéutica convencional. Las composiciones
farmacéuticas pueden comprender como, o ademas de, el vehiculo, excipiente o diluyente, cualquier aglutinante,
lubricante, agentes suspensores, agentes de revestimiento, agentes solubilizante adecuados, y otros agentes como
vehiculos que pueden ayudar o aumentar la entrada virica en el sitio diana (tal como por ejemplo, un sistema de
suministro lipidico). Para la administracion oral, se pueden utilizar excipientes como el almidén o la lactosa. También
se pueden incluir saborizantes o colorantes. Para la administracion parenteral, se puede utilizar una solucion acuosa
estéril, que contenga opcionalmente otras sustancias, tal como sales 0 monosacaridos para hacer que la solucién
sea isoténica con la sangre.

Una composicién de acuerdo con la invencion se puede administrar sola o en combinacién con al menos otro agente
tal como un compuesto estabilizante, que se puede administrar en cualquier vehiculo farmacéutico biocompatible,
estéril, incluyendo, pero sin limitarse a, solucién salina, solucién salina tampon, dextrosa, y agua. Las composiciones
se pueden administrar a un pacientes solo, 0 en combinacién con otros agentes, moduladores o farmacos (por
ejemplo, antibiéticos).
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La composicion puede estar en varias formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion liquidas, semi-
sélidas y soélidas, tales como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones inyectables e infundibles), dispersiones o
suspensiones, comprimidos, pildoras, polvos, liposomas, y supositorios. Las formas de dosificacion adicionales que
se contemplan incluyen: en forma de supositorio o supositorio vaginal; en forma de una locion, solucion, crema,
unglento, o polvo fino; por el uso de un parche cutaneo; en capsulas u évulos; en forma de elixires, soluciones, o
suspensiones; en forma de comprimidos o grageas.

Ejemplos

Estudios de cultivos celulares:  Se modifico un gen sintético de la metilmalonil-CoA mutasa humana con codones
optimizados (synMUT) se modificé utilizando una estrategia repetitiva, en la que el ADNc MUT (Secuencia de
referencia del NCBI: NM_000255.3) se optimiz6 codén por codon para crear el synMUT (Figura 2) utilizando el
software de optimizacion de codon OptimunGene™ (Genscript Inc.) que incorpora factores criticos implicados en la
expresion proteica, tal como la adaptabilidad de codén, la estructura de ARNm, y varios elementos cis en la
transcripcion y la traduccién. La secuencia resultante que se selecciond tenia la maxima divergencia respecto al
ADNc MUT a nivel de nucle6tidos mientras mantenia los codones utilizados éptimamente en cada posicion.

Para mejorarla expresion de la metilmalonil-CoA mutasa y crear un vector que pudiera expresar el gen MUT humano
de una manera mas eficiente, se cloné el synMUT utilizando una escisién por endonucleasas de restriccion y la
unién de ADN en el vector de expresion bajo el control del promotor B-activa de pollo (Chandler, et al. 2010 Mol Ther
18:11-6). La construccion que expresaba el MUT de longitud completa o el synMUT de longitud completa se
transfectd en células 293FT utilizando Lipofectamina™ (Life Technologies). Los métodos de clonacién y transfeccion
son bien entendidos por los practicantes de la técnica (Sambrook, Fritsch, Maniatis. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual). Tras 48 horas, se extrajo la proteina celular de las células transfectadas y se evalué en cuanto a la
expresion de metilmalonil-CoA mutasa proteica utilizando un andlisis de Western (Chandler, et al. 2010 Mol Ther
18:11-6). Los resultados muestran que el synMUT se transcribe y traduce como o mas eficazmente que el MUT
(Figura 6). La Figura 6 muestra la expresion de la proteina MUT después de la transfeccion de células HEK-293 in
vitro con synMUT. La Figura 6(A) muestra un esquema de las construcciones de expresion preparadas como se
describe en Chandler, et al. 2010 Mol Ther 18:11-6. La Figura (B) muestra las células HEK-293 transfectadas con las
construcciones de expresion de proteina fluorescente verde (GFP), la metilmalonil-CoA mutasa humana con
codones optimizados (syn-MUT marcada con CBA) o la metilmalonil-CoA mutasa humana (MUT marcada con CBA).
Las células transfectadas con CBA- synMUT presentaban un aumento significativo de la expresion de MUT en
comparacion con las células transfectadas con GFP o CBA- MUT.

Terapia génica en ratones Knock-out ( Mut"') para metilmalonil-CoA mutasa. El alelo Mut alberga una
eliminacion del exén 3 en el gen Mut. Este exdn codifica un supuesto bolsillo de unién al sustrato en la enzima Mut.
El alelo Mut no produce ARN maduro, proteinas, ni actividad enzimatica. Los ratones Mut” (ratones que tienen
desactivado (destruido o sustituido) el gen Mut) en un fondo mixto (C57BL/6x [129SV/Ev x FVBN]) presentaban un
fenotipo neonatal letal semipenetrante, en el que la mayoria de los ratones perecen en el periodo neonatal
temprano. En el presente ejemplo, también se hace referencia al raton Mut” (knock-out para la metilmalonil-CoA
mutasa) como el ratén con MMA.

Los ratones Mut” presentan concentraciones elevadas masivamente de acido metilmalénico en el plasma que
aumenta progresivamente a un intervalo de 2 mmoll/l, hasta que se produce la muerte. Los animales Mut™" tienen
parametros bioquimicos idénticos a los animales Mut™* de tipo silvestre y se utilizaron como control. Este modelo
animal de MMA, por lo tanto, recapitula la forma mas grave de la afeccion humana — acidemia metilmalénica mut°.

El polinucleétido synMUT se utilizé entonces para construir una serie de nuevos vectores de terapia genética para
tratar los ratones con MMA. Un vector se disefié para expresar synMUT en el higado de los ratones MMA y se utiliza
para fabricar un vector virico adeno-asociado recombinante.

El vector AAV2/8-HCR-hAAT-RBG contiene los elementos de control de la transcripcién de la region de control
hepatica (HCR) y el promotor anti-tripsina alfa humano (hAAT), los sitios de clonacién para la insercion de un ADN
complementario, y la sefial de poliadenilacién de B-globina de conejo (RBG) (Figura 7). Flanqueando el casete de
expresion repeticiones terminales del serotipo AAV 2. El gen humano de la metilmalonil-CoA mutasa con codones
optimizados (synMUT) se clonaron en el AAV2-HCR-hAAT-RBG y se empaquetaron en rAAV8 como se habia
descrito anteriormente (Chandler, et al. 2010 Mol Ther 18:11-6), se purificé por centrifugacion en cloruro de cesio, y
se tituld6 por gPCR para fabricar el vector AAV8-HCR-hAAT- synMUT-RBG como se habia descrito anteriormente
Chandler, et al. 2010 Mol Ther 18:11-6; Carrillo-Carrasco, et al. 2010 Hum Gene Ther 21:1147-54). Se revisaron los
estudios animales y se aprobaron por el Comité de Usuarios de Animales del Instituto Nacional de Investigacion del
Genoma Humano. Las inyecciones hepaticas se llevaron a cabo en ratones no anestesiados neonatales,
normalmente varias horas tras el nacimiento. Las particulas viricas se diluyeron hasta un volumen total de 20
microlitros con solucién salina tampon de fosfato inmediatamente antes de la inyeccion y se suministraron en el
parénguima hepatico utilizando una aguja de calibre 32 y una estrategia transdérmica, como se habia descrito
anteriormente.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 644 468 T3

El tratamlento con el polinucleétido synMUT suministrado utilizando un AAV (virus adeno-asociado) rescataba los
ratones Mut” de la letalidad neonatal (Figura 8), mejoraba su crecimiento, y disminuia los niveles de acido
metilmalénico en el plasma (Figura 9). Esto establece la eficacia pre-clinica de synMUT) synMUT como tratamiento
para MMA in vivo, incluyendo en otros modelos animales, asi como en seres humanos. La Figura 8 aumenta Ia
supervivencia de ratones Mut” después del tratamlento con el AAV8-HCR-hAAT-synMUT. Los ratones Mut
recibieron una unica inyeccion intrahepatica de 1 x 10™ AAVS-HCR-hAAT- -synMUT al nacer. Todos los ratones Mut™
tratados sobrevivieron hasta el dia 30 y tenian apariencia normal con respecto a los hermanos no afectados. El dia
30 se sacrificé un Gnico ratén Mut™ tratado para evaluar la expresion in vivo de MUT (véase la Figura 9). La Figura 9
muestra la correccion metabdlica tras la terapia genética con AAV8-HCR-hAAT-synMUT. Se documenté una
reduccion significativa en el plasma de los niveles de MMA el dia 90 de vida en ratones Mut” gue recibieron una
Unica inyeccion intrahepatica de 1 x 10™ GC de AAV8-HCR-hAAT- -synMUT al nacer.

Un Unico ratén Mut” tratado se sacrifico a los 30 dias tras el tratamiento con AAV8-HCR-hAAT- -synMUT-RBG para
evaluar la expresion in vivo de MUT (Figura 10). La Figura 10 muestra la expresion hepatica de MUT en un ratén
Mut™ rescatado después del tratamiento con AAV8-HCR-hAAT-synMUT. El higado del ratén Mut” mantenia una
cantidad significativa de expresion de MUT 30 dias después del tratamiento con AAV8- hAAT -synMUT, pero menor
que los ratones de tipo silvestre sin tratar (Mut” ) En comparacion, el higado del ratén Mut” sin tratar no presentaba
proteina MUT detectable.

Se observé que el higado del raton Mut” demostraba una expresion continua de MUT a los 30 dias tras el
tratamiento con AAV8-HCR-hAAT-synMUT-RBG, pero menor que los ratones de tipo silvestre sin tratar (Mut+’+) El
raton Mut” sin tratar no presentaba expresion de la proteina MUT detectable.

Estudio de seguridad en ratones

La genotoxicidad del AAV, especificamente el hepatocarcinoma (HCC) en ratones tras el suministro de AAV, se
habia expuesto como un problema creciente sobre la seguridad de la terapia genética con AAV. Los inventores
observaron un aumento similar de la existencia de HCC a continuacién del tratamiento de ratones con AAV8-CBA-
MUT disefiado por los inventores (Figura 11). Sin embargo, los inventores no observaron ningdn aumento
significativo en la existencia de HCC cuando los ratones se trataban de manera similar con AAV8-hAAT-synMUT.
Los datos demostraban que el AAV8-hAAT-synMUT es menos genotéxico y tiene un mejor perfil de seguridad que el
del AAV8-CBA-MUT. Estos hallazgos sugieren que el AAV8-hAAT-synMUT es una construccion de AAV
potencialmente mas segura para los ensayos clinicos en seres humanos.
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aatgaacggc
ggtgoctaag
goeggaatact
gtacaccget
ggaagcagga
ttctogaace
cttttgggga
actgtgggca
goegggecoat

tgtcagaace

ctgageeococ
agactgetge
ctgaagggca
cccctgtaca
ttcaccecgeg
gocggottea
cagcagggeod
cccagagtea
aagattctgt
gctgtcatte
gaaaaactga
tacattttte
aagcacatge
gccgacgeta
ggactgcagg
attggecatga
cacctgatcg
tgecagacat

geaatagagy

17

actatctgag
accageagca
aaaacccaga
gcaaaaggga
gaccttacecce
gtactgtgga
tgagtgtgge
ggggggacgt
tcgatggaat
ccgtgetgge
ccggcacaat
cecotgaace
ccaagttcaa
tteoctggaget
caggoctgac
acttttacat
agaagatgtt
ceggetggte

caatggcage

acaggtcaaa
gecactgeat
agacctgatec
cactatggat
aactatgtat
ggaatcaaac
attegatetyg
gggaatggea
ccctetggag
aaacttcatc
tcagaacgac
atccatgaaa
cteaattage
ggettacace
aatcgacgag
ggagatcgcee
ccagcctaag
tetgactgaa

cgtgttegga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140
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ggaacccaga gcctgcacac aaactoccttt gatgaggece tggggctgecco taccgtgaag 1200
tctgctagga ttgcacgcaa tacacagatc attatccagg aggaatccgg aatcccaaag 1260
gtggccgatc cetggggagg ctcttacatg atggagtgocc tgacaaacga cgtgtatgat 1320
getgoactga agetgattaa tgaaatcogag gaaatggggy gaatggoaaa ggoogtgget 1380
gagggcatte caaaactgag gatcegaggaa tgtgcageta ggogecagge acgaattgac 1440
tcaggaageg aagtgategt cggggtgaat aagtaccage tggagaaaga agacgeagte 1500
gaagtgctgg ccatcgataa cacaagcgtg cgcaatcgac agattgagaa gctgaagaaa 1560
atcaaaagct ccogcocgatca ggcactggec gaacgatgoc tggcocagccct gactgagtgt 1620
gctgcaageg gggacggaaa cattctgget ctggoagtog atgoctcccg ggoctagatge 1680
actgtggggy aaatcacega cgeocetgaag aaagtottcyg gagageacaa ggccaatgat 1740
cggatgotga goggagetta tagacaggag ttoggggaat ctaaagagat taccagtgee 1800
atcaagaggg tgcacaagtt catggagaga gaagggoegace ggoccagget getggtggea 1860
aagatgggac aggacggaca tgatcgcgga gcaaaagtca ttgccaccgg gttegetgac 1920
ctgggatttg acgtggatat cggoccototg ttcoccagacac cacgagaggt cgcacagceag 1980
gcagtcgacg ctgatgtgca cgcagtcgga gtgtccacte tggcagetgg ccataagace 2040
ctggtgectg aactgatcaa agagetgaac tototgggea gaccagacat ccotggteatg 2100
tgeggeggeg tgatcocace ccaggattac gaattectgt ttgaggtogg ggtgageaac 2160
gtgttaggae caggaaccag gatcoctaag gocgeagtge aggtoctgga tgatattgaa 2220
aagtgtctgg aaaagaaaca gcagtcagtg taa 2253

<210>2

<211> 750

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Leu Arg Ala Lys Asn Gln Leu Phe Leu Leu Ser Pro His Tyr Leu
1 5 10 15

Arg Gln Val Lys Glu Ser Ser Gly Ser Arg Leu Ile Gln Gln Arg Leu
20 25 30

Leu His Gln Gln Gln Pro Leu His Pro Glu Trp Ala Ala Leu Ala Lys
35 40 45

Lys Gln Leu Lys Gly Lys Asn Pro Glu Asp Leu Ile Trp His Thr Pro
50 55 60

18



Glu

Leu

Pro

Phe

Ala

Gly

145

Gly

Ile

Ile

Pro

Phe

225

Ile

Asn

Ala

Leu
305

Gly

Pro

Thr

Ser

Gly

130

Tyr

val

Pro

Pro

Lys

210

Met

Ile

Ser

Ile

Thr

290

Ser

Ile

Glu

Met

Thr

115

Gln

Asp

Ala

Leu

Val

195

Glu

Val

Ala

Ile

Leu

275

Gly

Phe

Ser

Glu

Tyr

100

Val

Gln

Ser

Ile

Glu

180

Leu

Lys

Arg

Asp

Ser

260

Glu

Leu

Phe

Ile

Leu

85

Thr

Glu

Gly

Asp

Agp

165

Lys

Ala

Leu

Azn

Ile

245

Ile

Leu

Gln

Trp
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Ly=s

70

Pro

Phe

Glu

Leu

Asn

150

Thr

Met

Asn

Thr

Thr

230

Phe

Ser

Ala

Ala

Gly
310

Pro

Gly

Arg

Ser

Ser

135

Pro

Vval

Ser

Phe

Gly

215

Tyr

Glu

Gly

Tyr

Gly

295

Ile

Leu

val

Pro

Asn

120

val

Arg

Glu

Val

Ile

200

Thr

Ile

Tyr

Tyr

Thr

280

Leu

Gly

19

Tyr

Lys

Trp

105

Lys

Ala

Val

Agp

Ser

185

Val

Ile

Phe

Thr

His

265

Leu

Thr

Ser

Pro

20

Thr

Phe

Phe

Arg

Thr

170

Met

Thr

Gln

Pro

Ala

250

Met

Ala

Ile

Asn

Lys

75

Phe

Ile

Tyr

Asp

Gly

155

Lys

Thr

Gly

Aszn

Pro

235

Lys

Gln

Asp

Asp

Phe
315

Arg

Thr

Arg

Lys

Leu

140

Asp

Ile

Met

Glu

Asp

220

Glu

His

Glu

Gly

Glu

300

Tyr

aAzp

Arg

Gln

aAzp

125

Ala

Val

Leu

Asn

Glu

205

Ile

Pro

Met

Ala

Leu

285

Phe

Met

Thr

Gly

Tyr

110

Asn

Thr

Gly

Phe

Gly

190

Gln

Leu

Ser

Pro

Gly

270

Glu

Ala

Glu

Met

Pro

95

Ala

Ile

His

Met

Asp

175

Ala

Gly

Lys

Lys

255

Ala

Tyr

Pro

Ile

Azp

Tyr

Gly

Lys

Arg

Ala

160

Gly

vVal

Vval

Glu

Lys

249

Phe

Asp

Ser

Arg

Ala
320



Lys

Phe

Thr

Leu
385

Ser

Gly

Cys

Ile

Lys

465

Ser

Glu

Leu

Asp
545

Thr

Met

Gln

Ser

Thr

370

His

Ala

Ile

Leu

Glu

450

Leu

Gly

Asp

Gln

Ala

530

Gly

Val

Arg

Pro

Gly

355

Ala

Thr

Arg

Pro

Thr

435

Glu

Arg

Ser

Ala

Ile

515

Glu

Asn

Gly

Ala

Lys

340

Trp

Ile

Asn

Ile

Lys

420

Asn

Met

Ile

Glu

val

500

Glu

His

Ile

Glu

Gly

328

Asn

Ser

Glu

Ser

Ala

405

Val

Asp

Gly

Glu

Val

485

Glu

Lys

Cys

Leu

Ile
565
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Arg

Ser

Leu

Ala

Phe

390

Arg

Ala

val

Gly

Glu

470

Ile

val

Leu

Leu

Ala

550

Thr

Arg

Lys

Thr

Met

378

Asp

Asn

Agp

Tyr

Met

455

Cysz

val

Leu

Lys

Ala

535

Leu

Asp

Leu

Ser

Glu

360

Ala

Glu

Thr

Pro

Asp

440

Ala

Ala

Gly

Ala

Lys

520

aAla

Ala

Ala

20

Trp

Leu

345

Gln

Ala

Ala

Gln

Trp

425

Ala

Lys

Ala

val

Ile

505

Ile

Leu

val

Leu

Ala

330

Leu

Asp

Val

Leu

Ile

410

Gly

Ala

Ala

Arg

Asn

490

Asp

Lys

Thr

Asp

Lys
570

Higz

Leu

Pro

Phe

Gly

395

Ile

Gly

Leu

val

Arg

475

Lys

Asn

Ser

Glu

Ala

555

Lys

Arg

Tyr

Gly

380

Leu

Ile

Ser

Lye

Ala

460

Gln

Tyr

Thr

Ser

Cys

540

Ser

vVal

Ile

Ala

Asn

365

Gly

Pro

Gln

Tyr

Leu

445

Glu

Ala

Gln

Ser

Arg

525

Ala

Arg

Phe

Glu

His

350

Asn

Thr

Thr

Glu

Mat

430

Ile

Gly

Arg

Leu

Vval

510

Asp

Ala

Ala

Gly

Lys

335

Cys

Ile

Gln

Val

Glu

415

Met

Asn

Ile

Ile

Glu

495

Arg

Gln

Ser

Arg

Glu
575

Met

Gln

val

Ser

Lys

400

Ser

Glu

Glu

Pro

Azp

480

Lys

Asn

Ala

Gly

Cys

560

His



<210>3

Lys

Glu

Glu

Asp

625

Leu

Val

Thr

Leu

Ile

705

Val

<211> 2253
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

Ala

Ser

Arg

610

Gly

Gly

Ala

Asn

690

Pro

Phe

Asp

Azn

Lys

585

Glu

His

Phe

Gln

Ala

675

Ser

Pro

Gly

Ile

Asgp

580

Glu

Gly

Asp

Asp

Gln

660

Ala

Leu

Gln

Pro

Glu
740

Arg

Ile

Arg

Arg

Val

645

Ala

Gly

Gly

Asp

Gly

725

Lys
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Met

Thr

Arg

Gly

630

Asp

Val

His

Tyr
710

Thr

Cys

Val

Ser

Pro

615

Ala

Ile

Asp

Lys

Pro

695

Glu

Arg

Leu

Ser

Ala

600

Arg

Lys

Gly

Ala

Thr

680

Asp

Phe

Ile

Glu

21

Gly
585

Ile

Val

Pro

Asp

665

Ile

Pro

Lys
745

Ala

Lys

Leu

Ile

Leu

650

Val

Val

Leu

Phe

Lys

730

Lys

Tyr

Arg

Val

Ala

635

Phe

His

Pro

Val

Glu

715

Ala

Gln

Arg

Val

Ala

620

Thr

Gln

Ala

Glu

Met

700

Val

Ala

Gln

Gln

His

605

Lys

Gly

Thr

Val

Leu

685

Cys

Gly

Val

Ser

Glu
590

Lys

Phe

Pro

Gly

670

Ile

Gly

Val

Gln

Val
750

Phe

Phe

Gly

Ala

Arg

655

Val

Lys

Gly

Ser

Val
735

Gly

Met

Gln

Asgp

640

Glu

Ser

Glu

Val

Asn

720

Leu



atgttaagag
gaatcatcag
ccagaatggy
tggeoacacce
ttacctgaag

acctttagge

ctaagaatca
gotecagget
ctgcoctgge
cggaagggat
aacttcoccagg

cctggaccat
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gettttttta
catacageaa
taaaaagcag
c¢tetataaaa
agtgaagcca

ccgccagtat

ctttcaccte
cgacttctac
ctgaaaggea
ccottgtatt
ttcacacgtg

gctggtttta

22

attacctgag
accagcaaca
aaaacccaga
cdoaagagaga
gaccatatce

gtactgtgga

gcaggtaaaa

gaccctteac
agacctaata
tactatggac
taccatgtat

agaaagcaat

60

120

180

240

300

360



aagttctata
gocgacacatc
ggagttgcta
aaaatgtcag
gtaactggag
atactaaagyg
attattgetyg
attagtggat
ttageagatg
tttgcaccaa
aagatgagag
aactcaaaat
caggatocet
gggactcagt
agtgctcgaa
gtggetgate
gotgotttaa
gagggaatac
totggttoty
gaagttotgg
atcaaatcca
gotgotagey
acagtgggaq
cgaatggtga
atcaagaggg
aaaatgggac
cttggtttty
gotgtggatg
ctagttocty
tgtggaggyy

gtatttggte

aagtgtttgyg aaaagaagca gcaatctgta

aggacaacat
gtggctatga
ttgacactgt
tttccatgac
aagaacaagg
aatttatggt
acatatttga
accatatgca
gattggagta
ggttgtcttt
ctggtagaag
c¢tettettet
acaataatat
c¢tttgcacac
ttgccaggaa
cttggggagy
agctcattaa
ctaaacttcg
aagtaattgt
caattgataa
gcagggatca
gagatggaaa
aaatcacaga
gtggagcata
ttcataaatt
aagatggcca
atgtggacat
cggatgtgea
aactcatcaa
tgataccace

ctgggacteog
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taaggetggt
ttcagacaac
ggaagatace
tatgaatgga
tgtacctaaa
tcgaaataca
atatacagca
ggaagcaggy
ctctagaact
cttotgggga
actotgggct
aagagcacac
tgtaegtact
aaattetttt
cacacaaatc
ttettacatg
tgaaattgaa
aattgaagaa
tggagtaaat
tactteagtyg
agctttggct
tatcctgget
tgcocctgaaa
tcgocaggaa
catggaacgt
tgacagagga
aggocctett
tgctgtggge
agaacttaac
tcaggattat

aattcocaaag

cagcagggat
cctcgagtte
aaaattottt
gcagttatte
gagaagotta
tacattttte
aagcacatgc
goctgatgcoa
ggactacagyg
attggaatga
cacttaatag
tgtcagacat
geaatagaag
gatgaagett
atcattcaag
atggaatgte
gaaatgggtyg
tgtgetgeoe
aagtacoagt
cgaaacagge
gaacgttgtce
cttgeagtgg
aaggtatttg
tttggagaaa
gaaggtcogea
gcaaaagtta
ttecagacte
ataagcacocc
tecottggac
gaatttctgt
getgeagtte

taa

23

tatcagttge
gtggtgatgt
ttgatggaat
cagttcttge
ctggtaccat
ctccagaacc
caaaatttaa
ttctggaget
ctggectgad
atttctatat
agaaaatgtt
ctggatggte
caatggcage
tgggtttgee
aagaatctagg
tcacaaatga
gaatggcocaa
gaagacaagc
tggaaaaaga
agattgaaaa
ttgctgecact
atgcatcteg
gtgaacataa
gtaaagagat
gacctegtet
ttgctacagg
ctogtgaagt
tcgetgetgg
ggccagatat
ttgaagttgyg

aggtgettga

ctttgatetyg
tggaatggct
tectttagaa
aaattttata
ccaaaatgat
atccatgaaa
ttcaatttca
ggcctatact
aattgatgaa
ggaaatagca
teagectaaa
acttactgag
agtatttgga
aactgbgaaa
gattcccaaa
tgtttatgat
agctgtaget
tagaatagat
agacgctgta
acttaagaag
aaccgaatgt
ggcaagatgt
agcgaatgat
aacatctgct
tecttgtagea
atttgctgat
ggcecageayg
tcataaaacc
tettgtoatyg
tgtttecaat

tgatattgag

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220

2253
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucledtido sintético de la metilmalonil-CoA mutasa (synMUT) que se selecciona de entre el grupo que
consiste en:

a) un polinucledtido que comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1;

b) un polinucledtido que comprende un polinucleétido que tiene una secuencia de acido nucleico con al menos
aproximadamente un 80 % de identidad con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 y que codifica un
polipéptido de acuerdo con SEQ ID NO: 2, y que tiene una expresion equivalente en un huésped que la
expresion con SEQ ID NO: 1 o la expresion con SEQ ID NO: 3, en donde el polinucleétido no tiene la secuencia
de &cido nucleico de SEQ ID NO: 3.

2. El polinucleétido sintético de la reivindicacion 1, en la que el polinucleétido tiene al menos un 90 % de identidad
con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1.

3. El polinucleétido sintético de la reivindicacion 1, en la que el polinucledétido tiene al menos un 95 % de identidad
con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1.

4. El polinucledtido sintético de la reivindicacion 1, en la que el SEQ ID NO: 1 presenta un aumento de la expresion
en un huésped apropiado con respecto a la expresion de SEQ ID NO: 3 en un huésped apropiado.

5. El polinucleétido sintético de la reivindicacion 3, en la que el polinucledtido sintético que tiene un aumento de la
expresion comprende una secuencia de acido nucleico que comprende codones que se han optimizado con
respecto a la secuencia de polinucledétido de la metilmalonil-CoA mutasa humana de origen natural (SEQ ID NO: 3).

6. El polinucleétido sintético de la reivindicaciéon 4, en la que la secuencia de acido nucleico tiene al menos
aproximadamente un 70 % de codones utilizados menos comunmente sustituidos por codones utilizados mas
cominmente.

7. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido sintético de la reivindicacion 1.
8. El vector de expresion de la reivindicacion 7, en la que el vector de expresion es AAV2/8-HCR-hAAT-RBG.

9. Un polinucledtido sintético de la metilmalonil-CoA mutasa (MUT) de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o una afeccion mediadas por la
metilmalonil-CoA mutasa, comprendiendo el método de tratamiento la administracién a un sujeto que lo necesita de
una cantidad terapéutica del polinucleétido sintético.

10. Una metilmalonil-CoA mutasa (MUT) para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o una
afeccion mediadas por la metilmalonil-CoA mutasa, comprendiendo el método la administraciéon a un sujeto de la
metilmalonil-CoA mutasa, siendo producida la metilmalonil-CoA mutasa utilizando el polinucleétido sintético de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

11. El polinucleétido sintético de la metilmalonil-CoA mutasa (MUT) para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9,
en la que la enfermedad o la afeccién son acidemia metilmalénica (MMA).

12. La metilmalonil-CoA mutasa (MUT) para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que la enfermedad o
la afeccién son acidemia metilmalénica (MMA).

13. Una composicién que comprende el polinucleétido sintético de la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

14. Un polinucledtido sintético de la metilmalonil-CoA mutasa (MUT) de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad o una afeccién mediadas por la
metilmalonil-CoA mutasa, comprendiendo el método de tratamiento la administraciéon del polinucleétido sintético de
la metilmalonil-CoA mutasa a una célula de un sujeto que lo necesita, en donde el polinucleétido se introduce en la
célula del sujeto mediante edicion gendmica en la célula del sujeto utilizando una nucleasa seleccionada de entre el
grupo de nucleasas en dedos de zinc (ZFN), nucleasas efectoras tipo activador de la transcripcion (TALEN), el
agrupamiento de repeticiones cortas palindrémicas interespaciadas regularmente (sistema CRISPER/cas) y
meganucleasa re-modificada en endonucleasas de asentamiento en una célula del sujeto; y administrar la célula al
sujeto.
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Homo sapiens [gbpril: 93487 CDS's (40662582 codones)

campos: [triplete] [frecuencia: por mil] ([nimero])

ugu
voc
UUa
uuG

cuu
coc
CUA
cuG

AUU
AUC
AUA
AUG

GUU
Guc
GUA
GUG

17,6(714298)
20,3(824692)
7,7(311881)
12,9 (525688)

13,2(5363515)

19,6(796638)
7,2(290751)

39,6(1611801)

16,0(650473)
20,8(846466)

7,5(304565)
22,0(826005)

11,0(448607)

14,5(588138)
7,1(287712)

28,1(1143534)

ucu
uce
Uca
UCG

ccu

ccc

CCA
slele

ACU
ACC
ACA
ACG

GCU

GCC

GCA
GCG
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15,2(618711)
17,7(718892)
12,2(496448)

4,4(179419)

17,5(713233)

19,8(804620)

16,9(688038)
6,9(281570)

13,1(533602)
18,9(768147)
15,1(614523)

6,1(24810%)

18,4(750096)

27,7{1127679)

15,8(643471)
7,4(299495)

Figura 1

UAU 12,2(495€99) UGU 10,6(430311)
UAC 15,3(622407) UGC 12,6(512028)
Uarn  1,0( 40285) UGA 1,6( B3237)
UAG 0,8( 3210%) UGG 13,2(535589)
CAU 10,2(441711) CGU 4,5(184609)
CAC 15,1(613713) CGC 10,4(423518)
CAA 12,3(501211) CGA 6,2(250760)
CAG 34,2(1391973) CGG 11,4(464485)

ARU 17,0(689701) AGU 12,1(4%93429)
AAC 19,1(776€03) AGC 19,5(791383)
ARA 24,4(993621) AGA 12,2(494682)
AAG 31,9(l295568) AGG 12,0(486463)
GAU 21,8(885429) GGU 10,8(43712¢)

GAC 25,1(1020595)
GRAA 29,0(1177632)
GAG 39,6(1609975)

GGC 22,2(203565)
GGA 16,5(569873)
GGG 16,5(669765)
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Figura 2
SEQ ID NO:1

ATGCTGAGAGCCAAAAACCAGCTGTTCCTGCTGAGCCCCCACTATCTGAGACAGGTCAAAGAAAGTTCCG
GGAGTAGACTGATCCAGCAGAGACTGCTIGCACCAGCAGCAGCCACTGCATCCTGAGTGGGCCGCTCTGGC
CAAGRAACAGCTGAAGGGCAAAAACCCAGAAGACCTIGATCTIGGCACACTCCAGAGGGGATTTCAATCAALG
CCCCTGTACAGCAAAAGGGACACTATGGATCTGCCAGAGGAACTGCCAGGAGTGAAGCCTTTCACCCGCG
GACCTTACCCAACTATGTATACCTITCGACCCTGGACAATTCGGCAGTACGCCGGCTTCAGTACTGTGGA
GGAATCAAACAAGTTTTATAAGGACAACATCAAGGCTGGACAGCAGGGCCTGAGTGTGGCATTCGATCTG
GCCACACATCGCGGCTATGACTCAGATAATCCCAGAGTCAGGGGGGACGTGGGAATGGCAGGAGTICGCTA
TCGACACAGTGGAAGATACTAAGATTCTGTTCGATGGAATCCCTCTGGAGAARATGETCTGTGAGTATGAC
AATGAACGGCGCTGTCATTCCCGTGCTGGCAAACTTCATCGTCACTGGCGAGGAACAGGGGGTGCCTAAG
GAAARACTGACCGGCACAATTCAGRAACGACATCCTGAAGGAGTTICATGGTGCGGAATACTTACATTTTTIC
CCCCTGAACCATCCATGAAAATCATTGCCGATATCTTCGAGTACACCGCTAAGCACATGCCCAAGTTCAA
CTCAATTAGCATCTCCGGGTATCATATGCAGGAAGCAGGAGCCGACGCTATTCTGGAGCTGGCTTACACC
CTGGCAGATGGCCTGGAATATTICTCGAACCGGACTGCAGGCAGGCCTGACAATCGACGAGTTCGCTCCTA
GACTGAGTITTCTTTTGGGGAATTGGCATGAACTTTTACATGGAGATCGCCAAGATGAGGGCTGGCCGGAG
ACTGTGGGCACACCTGATCGAGAAGATGTTCCAGCCTAAGAACTCTAAGAGTCTGCTGCTGCGGGCCCAT
TGCCAGACATCCGGCTIGGTCTCTGACTGAACAGGACCCATATAACAATATTGTCAGAACCGCAATCGAGG
CAATGGCAGCCGTGTTICGGAGGAACCCAGAGCCTGCACACAAACTCCITTGATGAGGCCCTGGGGCTGCC
TACCGTGAAGTCTGCTAGGATTGCACGCAATACACAGATCATTATCCAGGAGGAATCCGGAATCCCARAG
GTGGCCGATCCCTGGGGAGGCTCTTACATGATGGAGTGCCTGACAAACGACGTGTATGATGCTGCACTGA
AGCTGATTAATGAAATCGAGGAAATGGGGGGAATGGCAAACGGCCGTIGGCTGAGGGCATTCCAAAACTGAG
GATCGAGGAATGTGCAGCTAGGCGCCAGGCACGAATTGACTCAGGAAGCGAAGTGATCGTCGGGGTGAAT
AAGTACCAGCTGGAGAAAGAAGACGCAGICGAAGTGCTGGCCATCGATAACACAAGCGTGCGCAATCGAC
AGATTGAGAAGCTGAAGAAAATCARAAGCTCCCGCGATCAGGCACTGGCCGAACGATGCCTGGCAGCCCT
GACTGAGTGTGCTGCARAGCGGGGACGGARACATTCTGGCTCTGGCAGTICGATGCCTCCCGGGCTAGATGC
ACTGIGGGGGAAATCACCGACGCCCTGAAGAARGTCTTCGGAGAGCACAAGGCCAATGATCGGATGGIGA
GCGGCGCTTATAGACAGGAGTTCGGGGAATCTAAAGAGATTACCAGTGCCATCAAGAGGGTGCACAAGTT
CATGGAGAGAGAAGGGCGACGGCCCAGGCTGLIGGIGGCAAAGATGGGACAGGACGGACATGATCGCGGA
GCARRAGTCATTGCCACCGGGTTCGCTGRACCTGGGATTTGACGTGGATATCGGCCCTCTGTTCCAGACAC
CACGAGAGGTCGCACAGCAGGCAGTICGACGCTGATGTGCACGCAGTCGGAGTGTCCACTCTGGCAGCTGG
CCATAAGACCCTIGGTGCCTGAACTGATCAAAGAGCTGAACTCTCTGGGCAGACCAGACATCCTGGTCATG
TGCGGCGGCGTGATCCCACCCCAGGATTACGAATTCCTGTTITGAGGTCGGGGTGAGCAACGTGTTCGGAC
CAGGAACCAGGATCCCTAAGGCCGCAGTGCAGGTCCTIGGATGATATTGAAAAGTGTCTGGAAAAGAAACA
GCAGTCAGTGTAA
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Figura 3

mlraknglfl lsphyvlrgvk essgsrliqq rllhgggplh pewaalakkg lkgknpedli

61 whtpegisik plyskrdtmd lpeelpgvkp ftrgpyptmy tfrpwtirgy agfstveesn

121
181
Z41
301
361
421
481
541
601
661
721

kfykdnikag
kmsvsmtmng
iiadifeyta
faprlsffwg
gdpynnivrt
vadpwggsym
sgsevivgvn
aasgdgnila
ikrvhkfmer
avdadvhavg
vigpogtripk

gaglsvafdl
avipvlanfi
khmpkfnsis
ignnfymeia
aleamaavfg
mecltndvyd
kyvqglekedav
lavdasrarc
egrrprllva
vstlaaghkt
aavgvlddie

athrgydsdn
vtgeeggvpk
isgyhmgeag
kmragrrlwa
gtgslhtnst
aalklineie
evlaidntsv
tvgeitdalk
kmggdghdrg
lvpelikeln
kclekkggsv

prvrgdvgma
ekltgtignd
adailelayt
hliekmfgpk
dealglptvk
emggmakava
rnrgieklkk
kvfgehkand
akviatgfad
slgrpdilvm

gvaildtvedt
ilkefmvrnt
ladgleysrt
nskslllrah
sariarntgi
egipklriee
ikssrdgala
rmvsgayrge
lgfdvdigpl
cggvippgdy

kilfdgiple
vifppepsnk
glgagltide
cgtsgwslte
iigeesgipk
caarrgarid
ehclaaltec
fgeskeitsa
fgtprevaqgq
eflfevgvsn

SEQ ID NO:3

ATGTTAAGAGCTAAGAATCAGCTITITITACTTITCACCTCATTACCTGAGGCAGGTAAAAGAATCATCAG
GCTCCAGGCTCATACAGCAACGACTTCTACACCAGCAACAGCCCCTTCACCCAGAATGGGCTGCCCTGGC
TAARAAGCAGCTGAAAGGCAAAAACCCAGAAGACCTAATATGGCACACCCCGGAAGGGATCTCTATAARA
CCCITGTATTCCRAGAGAGATACTATGGACTTACCTGAAGAACTICCAGGAGTGAAGCCATTICACACGIG
GACCATATCCTACCATGTATACCTTTAGGCCCTGGACCATCCGCCAGTATGCTGGTTTTAGTACTGTGGA
AGAAAGCAATAAGTTCTATAAGGACAACATTARGGCTGGTCAGCAGGGATTATCAGTTGCCTTTGATCTG
GCGACACATCGTIGGCTATGATTCAGACAACCCTCGAGTTCGTGGTIGATGTTGGAATGGCTGGAGTTIGCTA
TTGACACTGTGGAAGATACCAAAATTCTTTTTGATGGAATTCCTTTAGAAAAAATGTCAGTTITCCATGAC
TATGRATGGAGCAGTTATTCCAGTTICTIGCAAATTTTATAGTAACTGGAGAAGAACAAGGTGTACCTARAA
GAGAAGCTTACTGGTACCATCCAAAATGATATACTAAAGGAATTTATGGTTCGAAATACATACATTITITIC
CICCAGAACCATCCATGAAAATTATTGCTGACATATTITGAATATACAGCAAAGCACATGCCAAAATTTAA
TTCAATTTCAATTAGTGGATACCATATGCAGGAAGCAGGGGCTGATGCCATTCTGGAGCTGGCCTATACT
TTAGCAGATGGATTGGAGTACTCTAGAACTGGACTCCAGGCTGGCCTGACAATTGATGAATTTGCACCAA
GGTTGTCTTTCTTCTGGGGAATTGGAATGAATTTCTATATGGAAATAGCAAAGATGAGAGCTGGTAGAAG
ACTCTIGGGCTCACTTAATAGAGAARATGTTTCAGCCTAAAAACTCARAATCTCTTICTTICTAAGAGCACAC
TGTCAGACATCTGGATGGTCACTTACTGAGCAGGATCCCTACAATAATATTGTCCGTACTGCAATAGAAG
CAATGGCAGCAGTATTTGGAGGGACTCAGTCTTTGCACACAAATTICTTTTGATGAAGCTTTGGGTTTGCC
AACTGTGAAAAGTGCTICGAATTGCCAGGAACACACAAATCATCATTCAAGAAGAATCTGGGATTICCCARA
GTGGCTGATCCTIGGGGAGGTTCTTACATGATGGAATGTCTCACAAATGATGTTTATGATGCTGCTTTAA
AGCTCATTAATGAAATTGAAGAARTGGGTGGAATGGCCAAAGCTGTAGCTGAGGGAATACCTAAACTTCG
AATTGAAGAATGTGCTIGCCCGAAGACAAGCTAGAATAGATTICTGGTTCTGAAGTAATTGTTGGAGTAAAT
AAGTACCAGTTGGAAAAAGAAGACGCTGTAGAAGTICTGGCAATTGATAATACTTCAGTGCGAAACAGGC
AGATTGAAAAACTTAAGAAGATCARATCCAGCAGGGATCAAGCTTITGGCTGAACGTTGTCTTGCTGCACT
AACCGAATGTGCTGCTAGCGGAGATGGAAATATCCTIGGCTCTTGCAGTGGATGCATCTCGGGCAAGATGT
ACAGTGGGAGAAATCACAGATGCCCTGARAAAGGTATTTGGTGARCATAAAGCGAATGATCGAATGGTGA
GIGGARGCATATCGCCAGGAATTTGGAGARAGTAAAGAGATAACATCTGCTATCAAGAGGGTTCATAAATT
CATGGAACGTGAAGGICGCAGACCTICGICTTCITGTAGCAAAAATGGGACAAGATGGCCATGACAGAGGA
GCAARAGTTATTGCTACAGGATTTIGCTGATCTIGGTITTTGATGTIGGACATAGGCCCTCTTTTCCAGACTC
CTCGIGAAGTGGCCCAGCAGGCTGTGGATGCGGATGTGCATGCTGTGGGCATAAGCACCCTCGCTGCTGG
TCATAAAACCCTAGTIICCTGAACTCATCAAAGAACTTAACTCCCTTGGACGGCCAGATATTICTIGICATG
IGTGGAGGGGIGATACCACCTICAGGATTATGAATTICTGITIGAAGTIGGTIGTTTCCAATGTATTIGGTIC
CTGGGACTCGAATTCCAAAGGCTGCCGTTCAGGTGCTTGATCATATTGAGAAGTGTTTGGAAAAGAAGCA
GCAATCTGTATAA
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Blisqueda: aynMUT
Sujeto : MUT (8 cia de refs cia NCBI: IM_0002%35.3)

Estadistica de alineamiento para coincidencia n® 1

Puntuacion Expoctativa Ident idades Huecos Cadena
1665 bits(1846) 0,0 1721/2253(76%) 0/2253(0%) mas/més
Bisqueda 1 ATGCTGAGAGCCAAAAACCAGC TGTTCCTGCTOGAGCCCCCACTATCTGAGACAGGTCARA 60
A A R O A D A R RN A e P L nr bberr reeer in
Sujeto 1 ATGTITAAGAGCTARGAATCAGCTTTTTITACTITCACCTCATTACCTGAGGCAGGTAAAA 60
Basqueda 61 GAAAGTTCCGGGAGTAGACTGATCCAGCAGAGACTGCTGCACCAGCAGCAGCCACTGCAT 120
I IR AR A R e R A R A R R AR AR RN RN AN
Sujeto 61 GAATCATCAGGCTCCAGGCTCATACAGCAACGACTTCTACACCAGCARCAGCCCCTTCAC 120
Bisqueda 121  CCTGAGTGGGCCGCTCTGGCCAAGAAACAGC TGARGGGCARAAACCCAGARGACCTGATC 180
POORD RRRRD 00 VRE0E FE 00 RRRRrinn vherenninveninnnninn ni
Sujeto 121  CCAGARTGGGCTGCCCTGGCTARAAAAGCAGCTGAAAGGCAARRACCCAGAAGRCCTAATA 180
Bisqueda 181 TGGCACACTCCAGAGGGGATTICAATCAAGCCCCTGTACAGCAAAAGGGACACTATGGAT 240
AR A A R R A O A O A D A R AR R AR PeE b Er rnknnend
Sujeto 181 TGGCACACCCCGGRAGGGATCTCTATAARACCCTTIGTATICCAAGAGAGATACTATGGAC 240
Bisqueda 241  CTGCCAGAGGARCTGCCAGGAGTGAAGCCTTTCACCCGCGGACCTTACCCAACTATGTAT 300
O O R R AN R AR R RN RN A R R D O R A AR A A O A RN R RR R R
Sujeto 241  TTACCTGAAGANCTTCCAGGAGTGAAGCCATTCACACGTGGACCATATCCTACCATGTAT 300
pisqueda 301 ACCITTCGACCCTGGACAATTCGGCAGTACGCCGGCTTCAGTACTGTGGAGGRATCARAC 360
PROARD 0 FRRRRRny be ve hnrnr 80 v v vhnrrnenen ant "
Sujeto 301 ACCTITTAGGCCCTGGACCATCCGCCAGTATGCTIGGTTTITAGTACTGTGGAAGRRAGCART 360
Bisqueda 361  AAGITTTATAAGGACAACATCAAGGCTGGACAGCAGGGCCTGAGTGTGGCATTCGATCTIG 420
FPEORD FRRVPRONRni ey vernner svinteni PERL R B
Sujeto 361 AAGSTTCTATAACGACAACATTAAGGCTGGTCAGCAGGGATTATCAGTITGCCTTTIGATCTG 420
Bisqueda 421 GCCACACATCGCGGCTATGACTCAGATAATCCCAGAGTCAGGGGGGACGTGGGAATGGCA 480
(AR N R R R R RN A O e e RN e B A A A B AR R R
Sujeto 421 GCGACACATCGIGGCTATGATTCAGACAACCCTCGAGTTCGTGGTGATGTIGGAATGGCT 480
Bisqueda 481  GGAGTCGCTATCGACACAGTGGAAGATACTAAGATTCYIGTTCGATGGAATCCCTCTGGAG 540
PRLRD vn b vneen venen i bnnnr 0 vheen rp renbienn tee ron
Sujeto 481 GGAGTTGCTATTIGACACTGTGGAAGATACCAAMATTCTTTTTGATGGAATTCCTTTAGAA 540
Bisqueda 541 AAAATGTCIGTGAGTATGACAATGAACGGCGCTGICATTCCCGTGCTGGCAARCTTCATC 600
Pereneir PREOE RRORD B0 b0 b0 PRRVE R v nnnnn e ni
Sujeto 5S4l AARATGICAGTITCCATGACTATGAATGGAGCAGTTATICCAGITCTIGCAAATTITTAIA 600
Bisqueda 601  GTCACTGGCGAGGAACAGGGGGTGCCTAAGGAARRACTGACCGGCACAATTCAGAACGAC 660
PERRRRD 00 e ve 00 nnrer v v vk ek ovr b i
Sujete 601 GTAACTGGAGRAGAACIAGGTGTACCTAAAGAGAAGCTTACTGETACCATCCRRAATGAT 660
Bisqueda 661 ATCCTGAAGGAGTTCATGGTGCGGAATACTTACATTTITCCCCCTGAACCATCCATGAAA 720
PERD RRRRD R0 RRRRE BE RRREE RPRRRRRREE v brnrnninennien
Sujete 661 ATACTRAAGGRATTTATGGTTCGAAATACATACATTTTTCCTCCAGAACCATCCATGARA 720
Blsqueda 721  ATCATTGCCGATATCTICGAGTACACCGCTAAGCACATGCCCAAGTTCAACTCAATTAGC 780
L L R A e AR R NN RN R NN AN AR RN NN
Sujeto 721  ATTATTGCTGACATATTTGAATATACAGCAAAGCACATGCCAAAATTTAATTCAATITCA 780
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Busqueda
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Busqueda
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Busqueda
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Sujeto
Busqueda
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Sujeto
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Sujeto
Busqueda
Sujeto
Busqueda
Sujeto
Busqueda

Sujeto

781

781

841

841

901

901

961

1021

1021

10€1

1GE1

1141

1141

1201

1201

1321

1381

ATCTCCGGGTATCATATGCAGGRAGCAGGAGCCGACGCTATTCTGGAGCTGECTTACACT

il A e e R AR N N N
ATTAGTGGATACCATATGCAGGAAGCAGGGGCTGATGCCATTCTGGAGCTGGCCTATALT

CIGGCAGATGGCCTGGRATATTCTCGAACCGGACTGCAGGCAGGCCTGACAATCGACGRG
S T I I O U U O O A I O A I O I O B
TTARGCAGATGGATTGGAGTACTCTRAGAACTGEACTCCAGGCTGGCC TGACRATTGATGAA

TTCGCTCCTAGACTGAGTTICTTTTGGGEGAAT TGGCATGARCTTTTACATGGAGATCGCC
N e e A A A AR R N R R R N RN N
TITGCACCAAGGTTGTCITTCT ICTGGGGAAT TGGRATGAATTTCTATATGEARATAGCA

AAGRTGAGGGCTGGCCEEUGACTECTGOECACACCTGATCGAGRAGATGTTCCAGUCTAAG
N N AR A N R AR AN
ARGATGAGAGCTGGTAGRAGACTCTGGECTCACTTAATAGAGRAAAATGTTTICAGCCTARA

ARCTCTAAGAGICTGCTGUTGCGGGOCCATTGLCAGACATCCGGCTGGTCTCTGACTGRA
(AR A e e A A A SR N A B R R
AACTCAA AL TCTOTTCTTCTARGAGCACRCTGTOAGACATCTGRATGETCACTTACTGAS

CAGCACCCATATAACARTATTCTCAGRACCGCAATCGAGGCARTGGUAGCCETCTTCGEA
R N e A NN RN NN
CAGGATCCCTACARTARTATTGTCCEGTACTGCARTAGAAGCAATGGCAGCRGTATTTGGA

GGRACCCAGAGCCTGCACACARRCTCCTTIGATGAGGCCCTGGGGC IGCCTACCGTGRAAG
[ PELRRLELRE £ B0eb b be vk brir i rre e
GGACTCAGTCTITTGCACACARATTCTITTGATGAAGC TTTGGGTTTGCCAACTGTGARA

TCTGCTAGGATTGCACGCAATACACAGATCAT TATCCAGGAGGARTCCGGRATCCCARAG
N e A A A R R A AR A R RN
AGTGCTCGAATTGCCAGGRACACACARATCATCATICAAGAAGRATCTGGGATTCCCARA

GIGGCCGATCCCTGGGEGAGGCTCTTACATGATGGAGTGCCTGACRAACGRCETGTATGRT
A N N A N A N RN R
GTGECTEATCCTTGGGEAGGTTC T TACATGATGGARTCTCTCACARATGATCTTTATGAT

GCTGCACTGARCCTGAT TAATCAAATCCAGGARATGGGEGCARTGGCARAGECCGTEGCT
PERED b BRenD bes e i v PO bene FERreres o b 1r bt
GOTGCTITARBAGCTCATTAATGARAT TGARGAARTGGETGGAATGGCCARAGC TG TAGET

GAGGGCATTCCAARACTGAGGATCGAGEAATGTGCAGCTAGGCGLCAGGLACGAATTIGAC
(187 T L I I O A S A B I NN
GRGGGAATACCTARACTICERRTTGARGRAATGTGCTGCCCGARGACARGCTAGRATAGAT

TCAGGAAGCGRAGTGATCGTCGGGETGARTRAGTACCAGC TGGAGRRAGARGACGCAGTC
bl N A N AR N AN R RN NN
TCTGGTTCTGAAGTART TGTTGCGAGTARATAAGTACCAGTTGGAAARRAGAAGRCGCTGTA

GRAGTGCTGGCCATCGRTAACRCAAGCGTGOGCRATCGACAGATTGAGARGCTGAAGARA
PEPEE PREED bE biidE b A R N RN
GARGTTCTGGCAATTGATRATACT ICAGTGCGARRACAGGCAGATTGARARRCTTAAGAAG

ATCARRAGCICCCGUGATCAGGCACTGGCCGARCGATGCCTGGCAGUCCTGACTGAGTGT

N e R R N A N S AR AR N R
ATCAAATCCAGCAGGGATCAAGCT TTGGCTGAACGT TGTCTTGCTGCACTARCCGAATGT

GUTECAAGCGGEGACGGAAACATTCTGGCTCTGECAGTCGATGCCTCCCGGECTAGATGC

PEEUD FREED BD PEere e A heritr here perry dr i T
GCTGCTAGCGGAGATGGARATATCCTGGCTCTIGCAGTGGATGCATCTCGGECARGATGT

29
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1320

1380

1380

1440

1440

1200

1560

1560

1620

1680

1680



ES 2 644 468 T3
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2221

2221

ACTGTGGGGGARATCACCGACGCCCTGARGAARGTCTTCGGAGAGCACRAGECCAATGAT
L e

ACACTGGGACARATC ACAGATGCCCTGALARAGGTATTIGCTGAACATARACCGALTGAT

CGGATGGTGAGCGGCGLTTATAGACAGGAGT TCGGGGAATCTARAGAGATTACCAGTGLL
AN R A e N A A AR R NN T R
COAATGGTGAGTGGAGCATATCGCCAGGARTTTGGAGRAAGTAAAGAGATAACATCTGCT

ATCRAAGAGGGETGCACAAGTTCATGGAGAGRAGAAGGGLGACGGCCCAGGCTGCTGGTGECA
O T T T I A A B O B I
\TCAAGAGGGTTCATARATTCATGGAACGTGAAGGTCGCAGRCCTCGTCTTCTTGTAGCA

AAGATGGGACACGACGGACATGATCGCGCAGCAARACTCATTGCCACCCEGETTCGCTGAC
R e N N R A R A N B R A
ARAATGGGACAAGATGGCCATGACAGAGGAGCAARAGT TATTGC TACAGGATTTGCT GAT

CTGGGRTTIGACGTGGATATCGGLCCTC TGLICFRGACALCACtAGnG STCGCACAGCRG
R N R N AR R A N R R
CTTGGTTTTGATGTGGACATAGGCCCTCTTTTCCAGACTCCTCGTGAAGTGGCCCAGCAG

GUAGTCGACGCTGATGTECACGUAGTCGGAGTGTCCACTCTGGTAGCTGGCCATARGACT
AN A A NS A A PELE P e bl brerr i
GCTGTGGATGCEGATGTGCATGCTETGGGCATRAGCACCCTCGCTGCTGGTCATAAAACTC
CIGGTGCCTGAACTGATCARAGAGCTGARCTCTCTGGGCAGRCCAGACATCCIGGTCATG
R R RS N R R R N N R il LT ELTE
TACTTCC”GAPLT CATCRARGAACTTARACICCCTITGGACGGCCAGATATICTTGTCATG

TGLGGCGGCETGATCCCACCCCAGGATTACGARTTCCTCTTTGAGGTCGGGETGAGCARC
R AR R R A R N N AR R R RN AR N N Pl

TGETCGAGGGGTGATACCACCTCAGGATTATGAAT TTCTGT TTGARGTTGGTGTTTCCRAT
GIGTTCGGACCAGGAACCAGGATCCCTARGECCGLAGTGCAGGTCCTGGATCATATIGAA

N N N N e e N R A A R AR AR AR AR
GTATTTGGTCCTIGGEACTCOARTTCCABAGECTGCCGTTICAGGTGCTTGATGATATTGAG

'\J

AARGTGTCTGGARAAGAARCAGCAGTCAGTGTAR 2253

PELELD PEELRERERE Phpid or bbbl
AAGTGTTTGGAAARGARGCAGCAATCTGTATAR 2253
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Figura 5 (continuacién)
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Figura 5 (continuacidn)
ARC ATT CIG GCT CTG GCA GIC GAT GCC TCC CGG GCT AGA TGC
N I L A L A Vv D A S R A R C

ACT GTIG GGG GAA ATC ACC GAC GCC CTIG AAG AAA GTC TTC GGA

GAG CAC AAG GCC AAT GAT CGG AIG GIG AGC GGC GCT TAT AGA

CAG GAG TIC GGG GAA TCT AAA GAG ATT ACC AGT GCC ATC AAG

AGG GTG CAC AAG TTC ATG GAG AGA GAA GGG CGA CGG CCC AGG

CIG CTG GIG GCA AAG ATG GGA CAG GAC GGA CAT GAT CGC GGA

GCA AAA GIC ATIT GCC ACC GGG TIC GCT GAC CIG GGA TTT GAC

A K v I A T G F A D L

@
el
]

GTG GAT ATC GGC CCT CTG TTC CAG ACA CCA CGA GARG GTC GCA

CAG CAG GCA GIC GAC GCI GAT GIG CAC GCA GIC GGA GIG 1ICC

ACT CIG GCA GCT GGC CAT AAG ACC CIG GIG CCT GAA CIG AIC

AAA GAG CTIG AAC TCT CTG GGC AGA CCA GAC ATC CTG GTIC ATG

TGC GGC GGC GIG ATIC CCA CCC CAG GAT TAC GAA TIC CTIG TITIT

GAG GIC GGG GIG AGC AAC GTIG TIC GGA CCA GGA ACC AGG ATC
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Figura. 5 (continuacion)

CCT AAG GCC GCA GIG CAG GIC CIG GAT GAT AIT GAA RAAG TIGT
2 1
P K A A \4 Q v L D D I E K Cc

CTG GAA AAG ARA CAG CAG TCA GTG TAA

L E K K Q Q S v
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Figura 6

Casete de expresion de synMUT o MUT beta actina de pollo
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¢ repeticiones terminales invertidas de virus adeno-asociado

mﬁg‘ promotor de beta actina de pollo

ol intron de beta actina de pollo

spaddid¥s metilmalonil-CoA sintetasa humana sintética B-actina
&= metilmalonil-CoA sintetasa humana

Poli-A = Sefal de poliadenilacién

36



ES 2 644 468 T3

Figura 7

Casete de expresion synMUT de virus adeno-asociado

TR = HCR }_ hAAT e SyaoMUT wei POlI-A Led ITR

iTR= repeticiones terminales invertidas de virus adeno-asociado

HCR=regidn de control hepético

hAAT= promotor de alfa-anti-tripsina humano (expresidon hepatica especifica)
synMUT= metilmalonil-CoA sintetasa humana sintética

Poli-A = Senal de poliadenilacién
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Porcentaje de supervivencia en Mut”
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Figura 8
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Niveles plasmaticos de dcido metilmalénico{tiVi}
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Figura 9
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Figura 10

MUT

B-actina
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Figura 11
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