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DESCRIPCIÓN 
 
Vectores y secuencias para el tratamiento de enfermedades 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
 La presente invención se refiere al campo de los vectores útiles para la expresión de proteínas de interés y 
a su uso en terapia génica. La presente invención se refiere específicamente a una secuencia de ácido nucleico y a 
vectores que la comprenden útiles para el tratamiento de la mucopolisacaridosis (MPS) y, en particular, para el 
tratamiento de la mucopolisacaridosis de tipo III o síndrome de Sanfilippo. 10 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 
 El lisosoma es un orgánulo que se encuentra en el citoplasma de células eucariotas, que sirve como 
almacenamiento para muchas enzimas hidrolíticas y como centro para degradar y reciclar componentes celulares. 15 
Este orgánulo contiene varios tipos de enzimas hidrolíticas, incluyendo proteasas, nucleasas, glicosidasas, lipasas, 
fosfolipasas, fosfatasas y sulfatasas. Todas las enzimas son hidrolasas ácidas. 
 Las enfermedades de almacenamiento lisosómico (LSD) son causadas por defectos genéticos que afectan 
a una o más enzimas lisosómicas. Estas enfermedades genéticas en general son resultado de una deficiencia de 
una actividad enzimática particular presente en el lisosoma. En menor medida, estas enfermedades pueden deberse 20 
a deficiencias en proteínas implicadas en la biogénesis lisosómica. 
 Las LSD son raras individualmente, aunque como grupo, estos trastornos son relativamente comunes en la 
población general. La prevalencia combinada de LSD es aproximadamente 1 por 5.000 nacidos vivos. Véase Meikle 
P, et al., JAMA 1999; 281:249-254. Sin embargo, algunos grupos dentro de la población general están 
particularmente afectados por una alta incidencia de LSD. Por ejemplo, las tasas de prevalencia de las 25 
enfermedades de Gaucher y Tay-Sachs en descendientes de personas judías originarias de Europa central y 
oriental (asquenazíes) es de 1 por 600 y 1 por 3.900 nacimientos, respectivamente. La población finesa también está 
afectada por una tasa de prevalencia de LSD anormalmente alta. 
 La mucopolisacaridosis de tipo III (MPSIII), conocida colectivamente como síndrome de Sanfilippo, son LSD 
causadas por una deficiencia en una de las enzimas implicadas en la degradación del heparán sulfato, que conduce 30 
a su acumulación patológica. La MPSIII se clasifica en 4 subtipos dependiendo de la deficiencia de la enzima. La 
pérdida de actividad de la sulfamidasa produce el subtipo IIIA y se ha descrito que es la más grave, con la aparición 
más temprana de la enfermedad y la supervivencia más corta. Los síntomas de la MPSIIIA aparecen en los primeros 
años de vida, y se caracterizan por la neurodegeneración grave que conduce al retardo mental profundo, 
agresividad, hiperactividad y alteraciones del sueño. Los pacientes pierden progresivamente la capacidad del 35 
lenguaje, de tragar y la coordinación motora básica. Además de los síntomas neurológicos, los pacientes con 
MPSIIIA padecen alteraciones no neurológicas, incluyendo hepato y esplenomegalia, malformaciones esqueléticas y 
de las articulaciones, así como diarrea frecuente e infecciones del tracto respiratorio. El empeoramiento progresivo 
de los síntomas tiene como resultado la muerte del paciente durante la adolescencia. Véase Neufeld E, Muenzer J., 
“The mucopolysaccharidoses” en Scriver C., et al., Eds., “The metabolic and molecular basis of inherited disease”, 40 
(Mc Graw-Hill Publishing Co., New York, NY, EE.UU., 2001, pág. 3.421– 3.452). 
 Actualmente no hay cura para la MPSIIIA y, por lo tanto, los tratamientos que existen están orientados a 
paliar los síntomas de la enfermedad con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes. Los trastornos de 
MPS se pueden tratar mediante trasplante de médula ósea o terapia de sustitución enzimática (TSE). Ambos 
procedimientos están basados en la endocitosis de las enzimas lisosómicas desde medio extracelular y su traslado a 45 
los lisosomas por el receptor de manosa-6-fosfato (M6PR) presente en la membrana celular. Sin embargo, el 
trasplante de médula ósea ha demostrado ser ineficaz en el tratamiento de los pacientes con MPSIII. Véase 
Sivakamur P, Wraith J, J. Inherit. Metab. Dis. 1999; 22:849-850. Se ha probado ampliamente que la TSE es eficaz 
para contrarrestar la acumulación no neurológica en otras enfermedades de almacenamiento lisosómico, incluyendo 
la MPSI, II y VI. Véase Harmatz P, et al., J. Mol. Genet. Metab. 2008; 94:469-475; Muenzer J, et al., Genet. Med. 50 
2006; 8:465-473; y Wraith J, et al., J. Pediatr. 2004; 144:581-588. Además del alto coste de estos tratamientos, se 
ha mostrado que la TSE no produce la corrección o la conservación de la función neuronal debido al insuficiente 
suministro de la enzima proporcionada de forma exógena a través de la barrera hematoencefálica (BHE). Véase 
Enns G., Huhn S., Neurosurg. Focus 2008; 24:E12. Más recientemente, se ha demostrado que la TSE de dosis alta 
es parcialmente satisfactoria para eliminar el almacenamiento en el SNC en la MPS VII, posiblemente debido a la 55 
saturación del M6PR y de los receptores de manosa, que conduce a una vida media más larga de la proteína 
circulante. Véase Vogler C., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005; 102:14777-14782. Este estudio demuestra que 
los niveles altos de la enzima en sangre durante periodos de tiempo largos se correlacionan con una mejor 
corrección de la patología. El suministro intracerebral e intra-LCR (líquido cefalorraquídeo) de la enzima se ha 
demostrado que también es eficaz para reducir la patología del SNC en ratones con MPS IIIA. Véase Hemsley K., et 60 
al., Genes Brain Behav. 2008; 53(2):161-8, y Savas P., et al., Mol. Genet. Metab. 2004; 82:273-285. Sin embargo, 
este procedimiento es muy invasivo debido a la necesidad de múltiples inyecciones repetidas y podría aumentar el 
riesgo de daño y/o de infecciones en el cerebro. 
 Dadas las limitadas opciones terapéuticas actuales para la MPSIII, se necesitan procedimientos 
alternativos. La transferencia de genes podría proporcionar los medios para lograr una producción permanente de la 65 
enzima que falta a partir de una sola intervención. Los vectores adenoasociados (AAV) están surgiendo rápidamente 
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como el vector de elección para muchas aplicaciones de terapia génica, debido a su alta eficacia de transducción y a 
su falta de patogenicidad. Los vectores AAV transducen de forma eficaz células postmitóticas y varios estudios 
preclínicos y clínicos han demostrado el potencial de la transferencia de genes mediada por vectores AAV para 
dirigir de forma eficaz la expresión sostenida de transgenes terapéuticos para una variedad de enfermedades. Véase 
Daya S, Berns K, Clin. Microbiol. Rev. 2008; 21: 583-593.  5 

Se ha demostrado que la administración de un vector AAV5 que expresa simultáneamente sulfamidasa y el 
activador de sulfatasa SUMF1 en los ventrículos laterales de ratones recién nacidos con MPSIIIA es capaz de 
corregir muchas alteraciones neurológicas y del comportamiento. Véase Fraldi A, et al., Hum. Mol. Genet. 2007; 
16:2693-2702. Sin embargo, esta propuesta de actuación tiene varios inconvenientes. Primero, se ha descrito que el 
promotor CMV utilizado se silencia. Segundo, los efectos a largo plazo de la co-expresión de la sulfamidasa y 10 
SUMF1 no se han probado aún. No está claro que la co-expresión de SUMF sea ni siquiera necesaria ni que 
proporcione algún beneficio adicional permanente en comparación con el tratamiento con la sulfamidasa sola. 
Tercero, los vectores AAV5 tienen una baja distribución en el parénquima, y lo que es más importante, la distribución 
de la sulfamidasa en el cerebro usando estos vectores no resulta en una transducción del tejido cerebral, y por tanto, 
no se consigue la corrección del fenotipo somático usando esta aproximación. Finalmente, Fraldi, 2007, supra, 15 
demostró la eficacia de la transferencia génica solamente en ratones neonatos con MPSIIIA. No se han descrito 
experimentos en ratones de más edad. Dado que la MPSIIIA se diagnostica normalmente a los 3-4 años de edad, el 
modelo animal en ratones neonatos no es apropiado para predecir los efectos de este tratamiento en seres 
humanos. 

En vista de las dificultades para diagnosticar MPSIIIA al nacer, se ha propuesto el desarrollo de 20 
intervenciones terapéuticas que empiecen al comienzo de la edad adulta. Se ha descrito que la administración 
intravenosa de un vector lentiviral que expresa la sulfamidasa en el ratón adulto, dio como resultado una pequeña 
mejora del fenotipo del SNC, probablemente debido al rendimiento relativamente pobre de la transducción de estos 
vectores in vivo. Véase McIntyre C, et al., Mol. Genet. Metab. 2008; 93:411-418. Por lo tanto, el uso de vectores 
virales con una mayor eficacia de transducción in vivo, tales como los vectores AAV, puede proporcionar niveles 25 
más altos de la sulfamidasa en sangre, lo cual podría mejorar o corregir potencialmente la patología neurológica. 
 El tratamiento de la MPSIIIA mediante terapia génica requiere vectores y secuencias que codifiquen para la 
sulfamidasa más eficaces. Por tanto, hay una necesidad experimentada desde hace tiempo de un tratamiento eficaz 
de la MPSIIIA. También son necesarios nuevos procedimientos para el tratamiento de esta enfermedad que tengan 
unas características de seguridad mejoradas. MPSIIIA es una enfermedad rara y es por tanto una enfermedad 30 
huérfana. Los fármacos desarrollados específicamente para tratar esta rara condición médica serán medicamentos 
huérfanos. 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 35 
 La presente invención proporciona una nueva secuencia de nucleótidos para el tratamiento de 
enfermedades, preferiblemente para el tratamiento de la mucopolisacaridosis (MPS). Por lo tanto, el primer aspecto 
de la invención se refiere a una secuencia de nucleótidos que es una secuencia de codones optimizados de la 
sulfamidasa humana que permite la transcripción de un ARNm más estable. Además, esta secuencia se transcribe a 
mayor velocidad y por lo tanto produce mayores cantidades de la enzima sulfamidasa. La secuencia tiene un perfil 40 
de expresión mejor y es más efectiva terapéuticamente que otros intentos de optimización de codones de la 
secuencia de nucleótidos de la sulfamidasa. Estos mayores niveles de expresión de la enzima son seguidos por un 
aumento de la actividad de la sulfamidasa en el suero, lo que permite la reducción de la acumulación de 
glicosaminoglicanos (GAG) que produce la enfermedad. Dicha secuencia es la SEQ ID NO: 1 que codifica para la 
proteína de SEQ ID NO: 2. 45 
 En un segundo aspecto, la invención se refiere a una construcción génica que comprende la secuencia de 
nucleótidos del primer aspecto de la invención. 
 La presente invención también proporciona nuevos vectores AAV con serotipo 9 que es capaz de pasar a 
través de la barrera hematoencefálica (BHE) y presenta más tropismo para diferentes estructuras cerebrales. Esto 
permite aumentar la actividad de la sulfamidasa específicamente en el cerebro, reduciendo la acumulación de GAG 50 
y por lo tanto mejorando los síntomas neurológicos del MPS. El serotipo 9 de AAV también muestra un tropismo 
inesperadamente elevado para el tejido de corazón, páncreas y músculo, potenciando así los beneficios globales de 
la invención. 
 Por ejemplo, después de administrar vectores AAV de los serotipos 8 y 9 (AAV8 y AAV9) a ratones adultos 
con MPSIIIA por inyección intravenosa (iv), para dirigirlos al hígado, o por inyección intramuscular (im), para dirigirlos 55 
al músculo esquelético, o por vía intracisternal (ic), para dirigirlos al sistema nervioso central, los niveles de 
expresión de la sulfamidasa alcanzados con el suministro del vector por vía im no fueron terapéuticos. La 
administración intracisternal consiguió no solo aumentar el nivel de sulfamidasa circulante, sino también revertir el 
fenotipo somático de la MPSIIIA en distintos tipos de tejido, incluyendo el tejido cerebral. El enfoque dirigido al 
hígado también fue capaz de producir niveles altos de actividad de la sulfamidasa en sangre, que 60 
sorprendentemente corrigieron completamente el fenotipo somático de acumulación de la MPSIIIA y corrigieron 
significativamente la neuropatía asociada con la enfermedad. Estos resultados proporcionan pruebas de la eficacia 
de la transferencia de genes mediada por AAV de la sulfamidasa en ratones adultos con MPSIIIA, un modelo de 
enfermedad que se parece mucho al cuadro clínico humano. Los inventores de la presente invención fueron capaces 
de corregir completamente tanto las alteraciones somáticas como las neurológicas de la MPSIIIA. 65 
 Las construcciones génicas de la presente invención pueden además comprender promotores adecuados, 
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tales como los promotores CAG o hAAT, para controlar y potenciar la expresión de la sulfamidasa. Por ejemplo, el 
promotor CAG es más estable que el promotor CMV y es, por tanto, más apropiado para inducir la expresión de la 
sulfamidasa a largo plazo. Por otro lado, la seguridad y eficacia del promotor hAAT lo convierten en el vehículo ideal 
para la administración de dosis de seguimiento o mantenimiento de la sulfamidasa. El control de la expresión de 
SEQ ID NO: 1 por los promotores ha potenciado significativamente sus efectos terapéuticos. 5 
 Además, los vectores AAV de la presente invención aumentan la actividad de la sulfamidasa, que reduce la 
acumulación de GAG y mejora el resultado clínico de individuos que padecen MPS. Una única administración puede 
ser suficiente porque el promotor y la secuencia de nucleótidos de la sulfamidasa, situados entre las repeticiones 
terminales invertidas (ITR), se incorporan en el genoma de las células de los individuos. Por lo tanto, una sola 
administración parenteral es suficiente para lograr un efecto a largo plazo. 10 
 En un tercer aspecto, la invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende la secuencia 
de nucleótidos del primer aspecto de la invención, la construcción génica o los plásmidos de la invención. 
 En un cuarto aspecto, la invención se refiere a la secuencia de nucleótidos, la construcción génica, los 
plásmidos o la composición farmacéutica de la invención para su uso como medicamento. El medicamento se puede 
usar para aumentar la actividad de la sulfamidasa en el cuerpo, para terapia de sustitución enzimática, para terapia 15 
génica, o para el tratamiento de la MPS. 
 En un quinto aspecto, la invención se refiere a un método para la producción de los vectores de expresión 
del segundo aspecto de la invención. 
 Esta descripción también se refiere a un método de fabricación de las composiciones farmacéuticas del 
tercer aspecto de la invención.  20 
 Esta descripción también se refiere a un método de tratamiento de un sujeto que tiene mucopolisacaridosis 
tipo IIIA con el primer, el segundo y el tercer aspecto de la invención. 

La presente descripción también se refiere al uso de la secuencia de nucleótidos, la construcción génica, el 
vector de expresión o la composición farmacéutica de la invención para la elaboración de un medicamento para 
aumentar la actividad de la sulfamidasa en el cuerpo, para terapia de sustitución enzimática, para terapia génica o 25 
para el tratamiento de las mucopolisacaridosis o para el tratamiento de la mucopolisacaridosis tipo IIIA. 

 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
 Figura 1. Administración intramuscular de AAV1-CAG-mu-SFMD-WPRE. (A) Actividad de la sulfamidasa en 30 
el músculo esquelético de ratones control, con MPS y tratados. (B) Actividad de la sulfamidasa en el suero de 
ratones control, con MPS y tratados. (C) Cuantificación de glicosaminoglicanos (GAG) en el hígado de ratones 
control, con MPS y tratados. Los valores son medias ± error estándar de la media (EEM) de 4 a 8 ratones por grupo. 
¥ P<0,05 frente a control, ♯P<0,05 frente a machos, *P<0,05 frente a MPS no tratada. ND: no detectado.  
 Figura 2. Administración intramuscular de AAV8-CAG-mu-SFMD-WPRE. (A) Actividad de la sulfamidasa en 35 
el músculo esquelético de ratones control, con MPS y tratados. (B) Actividad de la sulfamidasa en el suero de 
ratones control, con MPS y tratados. (C) Cuantificación de glicosaminoglicanos (GAG) en el hígado de ratones 
control, con MPS y tratados. Los valores son medias ± EEM de 4 a 8 ratones por grupo. ¥ P<0,05 frente a control, 
♯P<0,05 frente a machos, *P<0,05 frente a MPS no tratada. ND: no detectado.  
 Figura 3. Administración intravenosa de AAV8-CAG-mu-SFMD-WPRE. (A) Actividad de la sulfamidasa en 40 
el hígado de ratones control, con MPS y tratados. (B) Actividad de la sulfamidasa en el suero de ratones control, con 
MPS y tratados. (C) Cuantificación de glicosaminoglicanos (GAG) en el hígado de ratones control, con MPS y 
tratados. Los valores son medias ± EEM de 4 a 8 ratones por grupo. ¥ P<0,05 frente a control, ♯P<0,05 frente a 
machos, *P<0,05 frente a MPS no tratada. ND: no detectado.  
 Figura 4. Administración intravenosa de AAV8-hAAT-mu-SFMD. (A) Actividad de la sulfamidasa en el 45 
hígado de ratones control, con MPS y tratados. (B) Actividad de la sulfamidasa en el suero de ratones control, con 
MPS y tratados. (C) Cuantificación de glicosaminoglicanos (GAG) en el hígado de ratones control, con MPS y 
tratados. Los valores son medias ± EEM de 4 a 8 ratones por grupo. ¥ P<0,05 frente a control, ♯P<0,05 frente a 
machos, *P<0,05 frente a MPS no tratada. ND: no detectado.  
 Figura 5. Mejora de la patología neurológica de ratones con MPSIIIA después de la administración 50 
intravenosa de AAV8-hAAT-mu-SFMD. (A) Actividad de la sulfamidasa en diferentes partes del cerebro 
(representadas en el diagrama) de machos control, con MPS y tratados. (B) Cuantificación de glicosaminoglicanos 
(GAG) en las mismas partes del cerebro. Los valores son medias ± EEM de 4 a 8 ratones por grupo. ¥ P<0,05 frente 
a control, * P<0,05 frente a MPS no tratada. ND: no detectado. (C) Microscopía electrónica de transmisión de células 
de Purkinje en el cerebelo. Los somas de neuronas de Purkinje de ratones con MPSIIIA no tratados se llenaron con 55 
inclusiones electrodensas muy grandes (flechas blancas), mientras que en los machos tratados con iv-AAV8-hAAT 
se encontraron menos inclusiones y más pequeñas (flechas negras). 
 Figura 6. AAV9-CAG-mu-SFMD intravenoso. (A) Actividad de la sulfamidasa en diferentes partes del 
cerebro (representadas en el diagrama) de ratones control, con MPS y tratados. (B) Cuantificación de 
glicosaminoglicanos (GAG) en las mismas partes del cerebro. (C) Evaluación de la función motora mediante el 60 
ensayo de RotaRod de aceleración. Los valores son medias ± EEM de 4 a 8 ratones por grupo. ¥ P<0,05 frente a 
control, *P<0,05 frente a MPS no tratada.  
 Figura 7. Transducción en el cerebro tras la administración intracisternal de vectores de virus 
adenoasociados GFP, de serotipos 1, 2, 5, 7, 8 y 9. Se administró por vía intracisternal una dosis de 5x1010 
genomas del vector adecuado a animales de 2 meses de edad, que se sacrificaron y analizaron 2 semanas 65 
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después. El virus adenoasociado de serotipo 9 demostró la mayor eficacia de transducción en todas las zonas 
analizadas. La jeringa indica la ruta de suministro del vector, la cisterna magna. P: puente troncoencefálico, Cb: 
cerebelo, OB: bulbo olfatorio, Ht: hipotálamo, Cx: corteza cerebral. 
 Figura 8. Administración intracisternal de vectores AAV9-CAG-mu-SFMD. Cuantificación de 
glicosaminoglicanos (GAG) en diferentes partes del cerebro (representadas en el diagrama) de ratones control, con 5 
MPS y tratados. Los valores son medias ± EEM de 3 ratones por grupo. ¥ P<0,05 frente a control, *P<0,05 frente a 
MPS no tratada.  
 Figura 9. Administración intravenosa de AAV9-CAG-hu-co-SFMD. Actividad de la sulfamidasa en el hígado 
de ratones control, ratones con MPS y ratones tratados con AAV9-CAG-mu-SFMD (gen no optimizado) o con AAV9-
CAG-hu-co-SFMD (gen optimizado). 10 
 Figura 10. Reducción de la patología lisosómica en células gliales perineuronales de la corteza occipital. 
Microscopía electrónica de transmisión que representa las neuronas corticales de la corteza occipital y sus células 
gliales asociadas. La patología lisosómica de la MPSIIIA es mucho más evidente en células gliales perineuronales 
que en neuronas. Se muestra la presencia de vacuolas electrolúcidas en las células gliales de individuos macho con 
MPSIIIA sin tratar (flechas blancas, panel superior derecho) y no en las muestras de los individuos control (panel 15 
superior izquierdo). Este agrandamiento de los compartimentos lisosómicos se reduce mucho en los ratones 
tratados con iv-AAV8-hAAT, y la mayoría de las células gliales perineuronales en estas muestras presentaron un 
aspecto similar a los controles (paneles inferiores). 1) neurona, 2) célula glial perineuronal. 
 Figura 11. Supervivencia en machos y hembras tratados con AAV8-hAAT-SFMD intravenoso. (A) Análisis 
de supervivencia de Kaplan-Meier en machos control, con MPSIIIA y tratados con AAV8-hAAT-SFMD intravenoso. 20 
El tratamiento con terapia génica dirigida al hígado mediada por AVV prolongó considerablemente el tiempo de vida 
de los animales con MPSIIIA (p< 0,001). (B) Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier en hembras control, con 
MPSIIIA y tratadas con AAV8-hAAT-SFMD intravenoso. El tratamiento con terapia génica dirigida al hígado mediada 
por AAV no prolongó el tiempo de vida de las hembras con MPSIIIA (p= 0,467). 
 Figura 12. Supervivencia en machos y hembras tratadas con AAV9-CAG-mu-SFMD intracisternal e 25 
intravenoso. Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier en machos (A) y hembras (B) control, con MPSIIIA y 
tratados con AAV9. Tanto el tratamiento intracisternal como el intravenoso con terapia génica mediada por AAV 
prolongaron el tiempo de vida de los animales con MPSIIIA. 
 Figura 13. La administración intracisternal de vectores AAV9 a perros conduce a la transducción de 
extensas zonas del SNC e hígado. Detección inmunohistoquímica de GFP en secciones de SNC y de hígado de un 30 
perro al que se inyectó AAV9-GFP a través de la cisterna magna. Las imágenes corresponden a: (a) médula espinal, 
(b) oliva bulbar de la médula oblonga, (c) núcleos del rafe del puente troncoencefálico, (d) núcleos hipotalámicos, (e) 
rinencéfalo, (f) corteza occipital, (h) corteza frontal, (i) cerebelo, (j) giro dentado del hipocampo. Barra de escala 1 
mm para (a), 500 µm para (b)-(h), 100 µm para (i)-(j). 
 Figura 14. Transducción en el hígado después de administración intracisternal del vector AAV9-GFP en 35 
perros Beagle sanos. Detección inmunohistoquímica de GFP en secciones del hígado contrateñidas con 
hematoxilina. Se muestran las imágenes representativas del Perro 1 (A) y Perro 2 (B). Aumento del original 200X. 
 Figura 15. Actividad de la sulfamidasa en suero y contenido de GAG en el hígado en animales a los que se 
ha inyectado por vía intravenosa AAV9-co-hu-SFMD. (A) Actividad de sulfamidasa en suero medida con un sustrato 
fluorógeno. (B) Acumulación de GAG en el hígado 2 meses después de la administración del vector. 40 
 
DEPÓSITO DE MICROORGANISMOS 
 
 El plásmido pAAV-CAG-co-hu-SFMD se depositó el 16 de mayo de 2011, con el número de acceso DSM 
24817 en DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Inhoffenstraße 7 B, D-38124 45 
Braunschweig, República Federal de Alemania. 
 El plásmido pAAV-CAG-mu-SFMD se depositó el 16 de mayo de 2011, con el número de acceso DSM 
24818 en DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Inhoffenstraße 7 B, D-38124 
Braunschweig, República Federal de Alemania. 
 El plásmido pGG2-hAAT-mu-SFMD se depositó el 16 de mayo de 2011, con el número de acceso DSM 50 
24819 en DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Inhoffenstraße 7 B, D-38124 
Braunschweig, República Federal de Alemania. 
 
DEFINICIONES 
 55 
 La expresión “secuencia de nucleótidos” se refiere a una molécula de ácido nucleico, sea ADN o ARN, que 
contiene desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos. El ácido nucleico puede ser bicatenario, monocatenario, o 
contener partes de secuencia tanto bicatenarias como monocatenarias. 
 La expresión “% de identidad de secuencia” se refiere al porcentaje de nucleótidos de una secuencia 
candidata que es idéntico a los nucleótidos del SEQ ID NO: 1, después de alinear las secuencias para lograr el 60 
máximo porcentaje de identidad de secuencia. El % de identidad de secuencia se puede determinar por cualquiera 
de los procedimientos o algoritmos establecidos en la técnica, tales como los algoritmos de ALIGN, BLAST y BLAST 
2.0. Véase Altschul S., et al., Nuc. Acids Res. 1977; 25:3389-3402 y Altschul S., et al., J. Mol. Biol. 1990; 215:403-
410.   
 En el presente documento, el % de identidad de secuencia se calcula dividiendo el número de nucleótidos 65 
que son idénticos después de alinear SEQ ID NO: 1 y la secuencia candidata, entre el número total de nucleótidos 
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de SEQ ID NO: 1, y multiplicando el resultado por 100. 
 El término “codifica” se refiere al código genético que determina cómo una secuencia de nucleótidos se 
traduce en un polipéptido o una proteína. El orden de los nucleótidos de una secuencia determina el orden de los 
aminoácidos a lo largo de un polipéptido o una proteína. 
 El término “proteína” se refiere a una cadena lineal de aminoácidos, un polipéptido, que está plegada en 5 
una forma globular. Las proteínas pueden sufrir modificaciones postraduccionales, como la conversión de un resto 
de cisteína en 3-oxoalanina, glicosilación o unión a un metal. La glicosilación de una proteína es la adición de 
diferentes hidratos de carbono que se unen de forma covalente a la cadena de aminoácidos. 
 La expresión “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad de una sustancia suficiente para lograr el propósito 
pretendido. Por ejemplo, una cantidad eficaz de un vector de expresión para aumentar la actividad de la sulfamidasa 10 
es una cantidad suficiente para reducir la acumulación de glicosaminoglicanos. Una “cantidad terapéuticamente 
eficaz” de un vector de expresión para tratar una enfermedad o trastorno es una cantidad del vector de expresión 
suficiente para reducir o eliminar los síntomas de la enfermedad o trastorno. La cantidad eficaz de una sustancia 
dada variará con factores tales como la naturaleza de la sustancia, la vía de administración, el tamaño y la especie 
del animal que va a recibir la sustancia y el propósito por el que se da la sustancia. La cantidad eficaz en cada caso 15 
individual la puede determinar empíricamente el experto en la materia de acuerdo con los procedimientos 
establecidos en la técnica. 
 El término “individuo” se refiere a un animal arbitrario, preferiblemente un humano o mamífero no humano, 
más preferiblemente ratón, rata, otros roedores, conejo, perro, gato, cerdo, vaca, caballo o primate, aún más 
preferiblemente un humano. 20 

El término “operativamente unido” se refiere a la relación funcional y a la localización de la secuencia del 
promotor con respecto al gen de interés, (e.g. un promotor o potenciador está operativamente unido a un secuencia 
codificante si afecta a la transcripción de la secuencia). En general, un promotor operativamente unido está contiguo 
a la secuencia de interés. Sin embargo, un potenciador no tiene que ser contiguo a la secuencia de interés para 
controlar su expresión. 25 

El término “tropismo” se refiere a la forma en la que han evolucionado diferentes virus para dirigirse 
preferentemente a especies huésped específicas, o tipos de células específicas en estas especies. 
 El término “terapia génica” se refiere a la transferencia de material genético (e.g. ADN o ARN) de interés a 
un huésped para tratar o prevenir una enfermedad o afección genética o adquirida. El material genético de interés 
codifica un producto (e.g. un polipéptido proteína, péptido o ARN funcional) cuya producción in vivo se desea. Por 30 
ejemplo, el material genético de interés puede codificar una enzima, hormona, receptor o polipéptido de valor 
terapéutico. 
 El término “promotor CAG” se refiere a la combinación formada por el elemento potenciador temprano del 
citomegalovirus y el promotor de la β-actina de pollo (i.e. SEQ ID NO: 3). Véase Alexopoulou A, et al. BMC Cell 
Biology 2008; 9(2): 1-11.  35 
 El término “promotor hAAT” se refiere al promotor de la alfa1-antitripsina humana (i.e. SEQ ID NO. 4). 
Véase Hafenrichter H, et al. Blood 1994; 84: 3394-3404.  
 El término “partícula de vector viral” se refiere a un virus genéticamente modificado usado para la 
administración de genes en un organismo. Las partículas de vector viral llevan el genoma viral. El genoma viral 
comprende la secuencia de nucleótidos que se encuentra situada entre las ITRs en el vector de expresión usado 40 
para la producción de las partículas de vector viral. Las partículas de vector viral adeno-asociado se llaman AAV. El 
término “vector AAV” se refiere a las partículas de vector viral adeno-asociado. 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 45 
 La secuencia del primer aspecto de la invención es la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 1.  

La actividad biológica se refiere al hecho de que la secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 1 se puede 
transcribir en un ARN mensajero que tiene mayor estabilidad y por lo tanto presenta tasas de traducción altas, 
permitiendo, por lo tanto, la expresión de niveles altos de la sulfamidasa humana activa. 
 Un segundo aspecto de la invención se refiere a una construcción génica que comprende la secuencia de 50 
nucleótidos SEQ ID NO: 1. Una construcción génica es una molécula de ácido nucleico en la que se han dispuesto 
diferentes elementos de una forma específica y deseada. Estos elementos pueden ser, entre otros, secuencias de 
replicación, secuencias de control, secuencias codificantes, secuencias de multiclonación o secuencias de 
recombinación. En una realización preferida, la construcción génica es un vector. Un vector es una molécula de 
ácido nucleico usada para transferir material genético a una célula. A parte de dicho material genético, un vector 55 
también puede contener diferentes elementos funcionales que incluyen elementos de control de la transcripción, 
como promotores u operadores, regiones o potenciadores de la unión a factores de transcripción, y elementos de 
control para iniciar y terminar la traducción. Los vectores incluyen, pero no se limitan a: plásmidos, cósmidos, virus, 
fagos, casetes de expresión recombinantes y transposones. Los vectores adeno-asociados (AAV) son las partículas 
de vector viral, por tanto no son moléculas de ácido nucleico sino virus genéticamente modificados usados para la 60 
administración de genes en un organismo. 
 En una realización preferida del segundo aspecto de la invención, la construcción génica es un vector que 
se usa para la traducción y la transcripción de un gen de interés, normalmente controlado por un promotor. Un 
promotor es una secuencia de nucleótidos que controla la traducción del gen de interés. El promotor está 
operativamente unido al gen de interés. Otro vector preferido es un vector adenoasociado. En una realización 65 
preferida, el vector adenoasociado se usa para producir partículas adenoasociadas en las que el serotipo es 1, 2, 5, 
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7, 8 ó 9. En una realización más preferida, el serotipo es 9. Un vector adenoasociado es un vector derivado del 
genoma de un virus adenoasociado (AAV) de la familia de Parvoviridae. El genoma del AAV está constituido por 
ácido desoxirribonucleico monocatenario (ADNss). Los AAV infectan seres humanos pero no son patógenos (es 
decir, no causan una enfermedad). Pueden infectar células que se dividen y células que no se dividen, y su tropismo 
cambia dependiendo del serotipo. El serotipo es la clasificación de los virus en grupos, dependiendo de los 5 
antígenos de su cápside. El serotipo de los AAV, determinado por las proteínas de su cápside, define el tropismo del 
virus y permite su entrada en un tipo de célula específico. La producción de partículas de vector adenoasociado se 
describe más abajo. 
 En otra realización preferida del segundo aspecto, el vector de expresión comprende el promotor CAG 
operativamente unido a la SEQ ID NO: 1. 10 
 Un vector preferido es un vector de expresión que comprende el promotor CAG, siendo la secuencia del 
promotor SEQ ID NO: 3. Por tanto, una realización del segundo aspecto de la invención es un vector de expresión 
que comprende el promotor CAG, siendo la secuencia del promotor SEQ ID NO: 3 adecuado para el tratamiento de 
MPS. 
 En otra realización preferida del segundo aspecto, el vector de expresión comprende el promotor hepático 15 
hAAT operativamente unido a la SEQ ID NO: 1. 

Un vector preferido es un vector de expresión que comprende el promotor hAAT específico de hígado, 
siendo la secuencia del promotor la SEQ ID NO: 4. Por tanto, una realización del segundo aspecto de la invención 
es un vector de expresión que comprende el promotor hAAT, siendo la secuencia del promotor SEQ ID NO: 4 
adecuado para el tratamiento de MPS. 20 

Otro aspecto de la presente descripción se refiere a una partícula de vector viral, también llamada vector de 
expresión, que lleva la secuencia de nucleótidos del primer aspecto de la invención, o la construcción génica o el 
vector de expresión del segundo aspecto de la invención. 

Un vector de expresión preferido tiene serotipo 1, 2, 5, 7, 8 ó 9. Una partícula de vector viral más preferida 
tiene serotipo 9. 25 

Un vector de expresión preferido tiene serotipo 9 y comprende un genoma viral que comprende un promotor 
CAG operativamente unido a SEQ ID NO: 1.  

Un vector de expresión preferido tiene serotipo 8 ó 9 y comprende un genoma viral que comprende un 
promotor hAAT operativamente unido a SEQ ID NO: 1.  

Un vector de expresión preferido tiene serotipo 9 y comprende un genoma viral que comprende un promotor 30 
hAAT operativamente unido a SEQ ID NO: 1.  

En una realización preferida, el vector de expresión es AAV-CAG-co-hu-SFMD, y más preferiblemente, 
AAV9-CAG-co-hu-SFMD. 

En otra realización preferida, el vector de expresión es AAV-hAAT-co-hu-SFMD, y más preferiblemente, 
AAV8-hAAT-co-hu-SFMD o AAV9-hAAT-co-hu-SFMD. El vector más preferido que emplea el promotor hAAT es 35 
AAV9-hAAT-co-hu-SFMD. 
 En una realización preferida del tercer aspecto, la composición farmacéutica se administra por 
administración parenteral. La administración parenteral se refiere a la vía de administración de una composición 
farmacéutica en forma de una inyección o infusión. Ejemplos de administración parenteral son la inyección 
intravenosa, subcutánea, intracisternal e intramuscular. Preferiblemente, la composición farmacéutica se administra 40 
por administración intravenosa o intracisternal. 
 En otra realización preferida, la composición farmacéutica comprende una cantidad terapéuticamente eficaz 
de la secuencia de nucleótidos, la construcción génica o el vector de expresión de la invención. 
 En el cuarto aspecto, la secuencia de nucleótidos, la construcción génica, los plásmidos o la composición 
farmacéutica de la invención se usan como un medicamento. En una realización preferida de la presente 45 
descripción, se usan para aumentar la actividad de la sulfamidasa en el cuerpo. 
 En otra realización preferida de la presente descripción, la secuencia de nucleótidos, la construcción 
génica, el vector de expresión o la composición farmacéutica de la invención se usan como un medicamento para 
terapia génica o de sustitución enzimática, preferiblemente terapia génica. Los inventores de la presente invención 
proponen un nuevo procedimiento de terapia génica para el tratamiento terapéutico de la MPSIIIA que es más eficaz 50 
que otros conocidos en la materia. Este procedimiento se basa en los vectores AAV que expresan la sulfamidasa. La 
terapia de sustitución enzimática (TSE) es un tratamiento médico que consiste en sustituir una enzima en pacientes 
en los que una enzima particular es deficiente o está ausente. La enzima normalmente se produce como una 
proteína recombinante y se administra al paciente. 
 En una realización adicional, la secuencia de nucleótidos, la construcción génica, los plásmidos o la 55 
composición farmacéutica de la invención se usan preferiblemente para el tratamiento de las  mucopolisacaridosis, 
más preferiblemente de la mucopolisacaridosis de tipo III o síndrome de Sanfilippo, preferiblemente por terapia 
génica. Dentro de la mucopolisacaridosis de tipo III, el síndrome de subtipo A es especialmente susceptible de 
responder al tratamiento con la presente invención.  
 En el quinto aspecto, se reivindica un método para la producción de los vectores de expresión de la 60 
invención. El proceso comprende los pasos: 

i) proporcionar un primer vector que comprende la SEQ ID NO: 1 entre una primera repetición 
terminal AAV y una segunda repetición terminal AAV, un promotor CAG o hAAT operativamente 
unido a la SEQ ID NO: 1; un segundo vector que comprende un gen rep de AAV y un gen cap de 
AAV; y un tercer vector que comprende el gen con función auxiliar de adenovirus; 65 

ii) cotransfectar células competentes con los vectores del paso (i); 
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iii) cultivar las células transfectadas del paso (ii); y 
iv) purificar los vectores de expresión resultantes del cultivo del paso (iii). 
En una realización preferida, las repeticiones terminales AAV primera y segunda del primer vector son ITRs 

de AAV de serotipo 2. En otra realización preferida, los genes rep de AAV del segundo vector son de AAV de 
serotipo 2. En otra realización más preferida, los genes cap de AAV del segundo vector son de AAV de serotipo 1, 2, 5 
5, 7, 8, o 9. Más preferiblemente, los genes cap de AAV del segundo vector son de AAV de serotipo 9. En otra 
realización preferida, las células competentes son células HEK293. 

Los vectores virales son administrados en cantidades suficientes para transducir las células y para permitir 
niveles suficientes de transferencia génica y expresión para permitir un beneficio terapéutico sin efectos adversos 
inadecuados, o con efectos fisiológicos médicamente aceptables, que pueden ser determinadas por aquellas 10 
personas expertas en las artes médicas. 
 Otra realización preferida de la presente descripción se refiere a un método de fabricación de las 
composiciones farmacéuticas de la invención. Este método comprende combinar la secuencia nucleotídica, 
construcciones génicas, partículas de vector viral o vectores de expresión de la invención con un vehículo o un 
portador farmacéuticamente aceptable que facilite su administración para dar paso a las composiciones 15 
farmacéuticas de la invención. El portador es, por ejemplo, agua, o una solución salina tamponada, con o sin un 
conservante. Las composiciones farmacéuticas pueden estar liofilizadas para su resuspensión al momento de su 
administración o en solución. 
 Otra realización preferida de la presente descripción se refiere a un método de tratamiento de un sujeto con 
mucopolisacaridosis tipo IIIA con la secuencia nucleotídica, construcciones génicas, partículas de vector viral, 20 
vectores de expresión o composiciones farmacéuticas de la invención. Las pautas y dosis de administración de la 
secuencia nucleotídica, construcciones génicas, vectores, vectores de expresión o composiciones farmacéuticas de 
acuerdo con la presente invención pueden determinarse de acuerdo con los protocolos de dosificación conocidos en 
el estado de la técnica. En una realización preferida, la secuencia nucleotídica, construcciones génicas, partículas de 
vector viral, vectores de expresión o composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invención se 25 
administran una sola vez. 
 En una realización adicional de la presente descripción, una composición farmacéutica para el tratamiento 
por terapia génica de la MPS consiste en la administración parenteral de un vector de expresión que comprende una 
secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia del 90% con la SEQ ID NO: 1. 
 En otra realización adicional de la presente descripción, se usa un vector viral que comprende el promotor 30 
CAG y una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia del 95% con la SEQ ID NO: 1, para 
terapia génica para el tratamiento de una enfermedad de almacenamiento lisosómico (LSD) mediante una inyección 
intramuscular. 
 En otra realización adicional de la presente descripción, se usa un vector AAV con serotipo 1 que 
comprende el promotor CAG y una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia del 87% con la 35 
SEQ ID NO: 1, como un medicamento para tratar la MPS y se administra por vía intravenosa. 
 En otra realización adicional de la presente descripción, se administra una composición farmacéutica que 
comprende una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia del 98% con la SEQ ID NO: 1 y un 
promotor ubicuo, por vía parenteral para tratar la enfermedad. 
 Habiendo descrito la invención en términos generales, se entenderá más fácilmente con referencia a los 40 
siguientes ejemplos que se presentan como ilustración, y no se pretende que limiten la invención. 
 
PROCEDIMIENTOS GENERALES 
 

1. Vectores AAV recombinantes 45 
 

 Los vectores AAV descritos en el presente documento se construyeron por transfección triple. Los 
materiales necesarios para hacer los vectores son: células HEK293 (que expresan genes E1), plásmido auxiliar que 
proporciona la función de adenovirus, plásmido auxiliar que proporciona los genes de AAV rep de serotipo 2 y genes 
cap del serotipo deseado (e.g. AAV1, AAV2, AAV5, AAV7, AAV8, AAV9) y finalmente, el plásmido de la cadena 50 
principal con ITR y la construcción de interés. 
 Para generar los vectores AAV que expresan la sulfamidasa, se clonó el ADNc de la sulfamidasa murina en 
un plásmido de la cadena principal del AAV bajo el control del promotor híbrido ubicuo CAG o el promotor específico 
de hígado hAAT. 
 Los vectores (partículas de vector viral) se generaron mediante transfección sin virus auxiliar en células 55 
HEK293 usando 3 plásmidos sin modificaciones. Véase Matsushita T, et al., Gene Ther. 1998; 5:938-945 y Wright J, 
et al., Mol. Ther. 2005; 12:171-178. Las células se cultivaron hasta un 70% de confluencia en botellas de cultivo 
rotatorias (Corning, Corning, NY, EE.UU.) en DMEM ( del inglés “Dulbeccos’s Modified Eagle Medium”) 
complementado con FBS (suero fetal bovino) al 10% y después se transfectaron simultáneamente con: 1) un 
plásmido que lleva el casete de expresión flanqueado por las ITR virales (descrito antes); 2) un plásmido auxiliar que 60 
lleva el rep2 de AAV y los correspondientes genes cap (cap1 y cap9); y 3) un plásmido que lleva las funciones 
auxiliares del adenovirus. Los vectores se purificaron por dos gradientes consecutivos de cloruro de cesio usando un 
protocolo estándar o un protocolo optimizado como se ha descrito previamente. Véase Ayuso E, et al., Gene Ther. 
2010; 17:503-510. Los vectores se dializaron contra PBS, se filtraron, se valoraron por PCR cuantitativa y se 
conservaron a -80º C hasta su uso. 65 
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a. Ejemplo de referencia: Construcción de pAAV-CAG-mu-SFMD-WPRE 
 

 Se usó el ADN copia (ADNc) de la sulfamidasa murina como material de partida (ID del clon: D330015N16; 
Riken, Saitama, JP). El ADNc se recibió dentro del plásmido pFLCI-Sgsh. Se llevó a cabo la PCR de alta fidelidad 
para amplificar la región que codifica para la sulfamidasa con cebadores que incluían sitios de restricción MluI en 5 
ambos extremos. Las secuencias de los respectivos cebadores directo y reverso fueron: SEQ ID NO: 5 (Directo) 
CTTACTTATGACGCGTATGCACTGCCCGGGACTG y SEQ ID NO: 6 (Reverso) 
TATCCTATCGACGCGTTCAGAGTTCATTGTGAAGCGGTC.  
 El plásmido original pAAV-CAG-WPRE se generó previamente y contenía ambas ITR del genoma de AAV2, 
el promotor de CAG, el elemento WPRE y la señal de poliA de la β-globina de conejo. El promotor de CAG es un 10 
promotor híbrido compuesto del potenciador temprano/intermedio de CMV y el promotor de la β-actina de pollo. Este 
promotor es capaz de dirigir una potente expresión de forma ubicua. El elemento regulador postranscripcional del 
virus de la hepatitis de marmota (WPRE) es una secuencia de hepadnavirus que se usa ampliamente como un 
módulo regulador de actuación en cis en diferentes tipos de plásmidos o vectores virales. Cuando se coloca en la 
región 3’ no traducida de los casetes de transferencia de genes, el WPRE potencia la producción del transgen 15 
aumentando los niveles de ARNm tanto nuclear como citoplasmático. Véase Zanta-Boussif M, et al., Gene Ther. 
2009; 16:605-619.  
 La región que codifica para la sulfamidasa amplificada por PCR se clonó en el sitio de restricción MluI del 
plásmido AAV original pAAV-CAG-WPRE, y el plásmido resultante se denominó pAAV-CAG-mu-SFMD-WPRE. 
Véase SEQ ID NO: 7. 20 
 

b. Ejemplo de referencia: Construcción de pAAV-CAG-mu-SFMD 
 

 El elemento WPRE en el plásmido pAAV-CAG-mu-SFMD-WPRE está flanqueado por dos sitios de 
restricción EcoRI. Para generar el plásmido pAAV-CAG-mu-SFMD (Número de acceso DSM 24818), el plásmido 25 
pAAV-CAG-mu-SFMD-WPRE se digirió con EcoRI, para eliminar la secuencia de WPRE, y posteriormente se volvió 
a ligar. Véase SEQ ID NO: 8. 
 

c. Construcción de pAAV-CAG-co-hu-SFMD 
 30 

 El plásmido pAAV-CAG-mu-SFMD se digirió con MluI y EcoRI para separar la región que codifica para la 
sulfamidasa murina. Posteriormente, el ADNc de la sulfamidasa humana de codones optimizados (co-hu-SFMD) se 
digirió y se clonó en los mismos sitios de restricción para generar el plásmido pAAV-CAG-co-hu-SFMD (Número de 
acceso DSM 24817). Véase SEQ ID NO: 9. 
 35 

d. Construcción de AAV9-CAG-co-hu-SFMD 
 

 El vector AAV9-CAG-co-hu-SFMD se obtuvo por cotransfección de células HEK293 con el plásmido pAAV-
CAG-co-hu-SFMD, un plásmido que codifica la función auxiliar de adenovirus y un plásmido que codifica para los 
genes rep de AAV2 y cap de AAV9. 40 
 

e. Ejemplo de referencia: Construcción de pGG2-hAAT-mu-SFMD 
 

 La región codificante de la sulfamidasa murina se escindió del plásmido pAAV-CAG-mu-SFMD-WPRE por 
digestión con MluI. Esta región se clonó en el sitio MluI en el plásmido AAV original pGG2-hAAT para dar lugar al 45 
plásmido pGG2-hAAT-mu-SFMD (Número de acceso DSM 24819). Véase SEQ ID NO: 10. 
 

f. Construcción de pGG2-hAAT-co-hu-SFMD 
 

 La región codificante de la sulfamidasa humana de codones optimizados se escindió del plásmido pAAV-50 
CAG-co-hu-SFMD (Número de acceso 24817) por digestión con MluI-EcoRI. El plásmido pGG2-hAAT-mu-SFMD 
(Número de acceso DSM 24819) se digirió con MluI para quitar el gen mu-SFMD y, posteriormente, la región 
codificante de la sulfamidasa humana de codones optimizados se clonó en este sitio por ligación de extremos romos. 
El plásmido resultante se llamó pGG2-hAAT-co-hu-SFMD. Véase SEQ ID NO: 11. 
 El plásmido pGG2-hAAT-co-hu-SFMD contenía ambas AAV2-ITRs, el promotor hAAT y la señal de 55 
poliadenilación derivada de SV40. 
 

g. Construcción de AAV9-hAAT-co-hu-SFMD y AAV8-hAAT-co-hu-SFMD 
 

 Los vectores se generaron mediante la transfección de células HEK293 en ausencia de virus auxiliares, con 60 
los tres plásmidos con modificaciones. Véase Matsushita, 1998, supra y Wright, 2005, supra. Las células se 
cultivaron hasta el 70% de confluencia en botellas rodantes (RB) (Corning, Corning, NY, US) en DMEM 
suplementado con 10% FBS, y entonces se contransfectaron con: 1) un plásmido que lleva el casete de expresión 
flanqueado por las ITRs virales (pGG2-hAAT-co-hu-SFMD); 2) un plásmido auxiliar que lleva el gen rep2 de AAV y 
los correspondientes genes cap (cap8 o cap9); y 3) un plásmido que lleva las funciones auxiliares de adenovirus. 65 
Los vectores se purificaron mediante dos gradientes consecutivos de cloruro de cesio usando bien un protocolo 
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estándar o bien un protocolo optimizado como se ha descrito previamente. Véase Ayuso, 2010, supra. Los vectores 
se dializaron en PBS, se filtraron, se titularon por qPCR y se almacenaron a -80º C hasta su uso. 
 El plásmido pGG2-hAAT-co-hu-SFMD contenía ambas AAV2-ITRs, el promotor hAAT y la señal de 
poliadenilación derivada de SV40. El promotor hAAT es un promotor híbrido compuesto de 4 repeticiones en tándem 
del potenciador de la región control de hepatocitos (HCR) de la apolipoproteína E y el promotor de la alfa-antitripsina 5 
humana. Su expresión está limitada a los hepatocitos. Véase Mingozzi F, et al. J. Clin. Invest. 2003; 111: 1347-1356. 
 Los vectores de la presente invención se construyeron de acuerdo a las técnicas de biología molecular bien 
conocidas en la técnica. Véase Brown T., “Gene Cloning” (Chapman  & Hall, London, Reino Unido, 1995); Watson 
R., et al., “Recombinant DNA”, 2ª Ed. (Scientific American Books, New York, NY, EE.UU., 1992); Alberts B., et al., 
“Molecular Biology of the Cell” (Garland Publishing Inc., New York, NY, EE.UU., 2008); Innis M., et al., Eds., “PCR 10 
Protocols. A Guide to Methods and Applications” (Academic Press Inc., San Diego, CA, EE.UU., 1990); Erlich H., 
Ed., “PCR Technology. Principles and Applications for DNA Amplification” (Stockton Press, New York, NY, EE.UU., 
1989); Sambrook J., et al., “Molecular Cloning. A Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY, EE.UU., 1989); Bishop T., et al., “Nucleic Acid and Protein Sequence. A Practical Approach” (IRL 
Press, Oxford, Reino Unido, 1987); Reznikoff W., Ed., “Maximizing Gene Expression” (Butterworths Publishers, 15 
Stoneham, MA, EE.UU., 1987); Davis L., et al., “Basic Methods in Molecular Biology” (Elsevier Science Publishing 
Co., New York, NY, EE.UU., 1986), Schleef M., Ed., “Plasmid for Therapy and Vaccination” (Wiley-VCH Verlag 
GmbH, Weinheim, Alemania, 2001). 
 

2. Animales 20 
 

 Se usó una colonia de ratones congénicos deficientes en sulfamidasa C57BI/6 (MPSIIIA). Véase Crawley A, 
et al., Brain Res. 2006; 1104:1-17. Los ratones control sanos y los afectados por MPSIIIA se criaron a partir de 
fundadores heterozigotos. El genotipo se determinó por análisis de PCR del ADN genómico de muestras cortadas de 
la cola, que amplifica una secuencia que abarca la mutación, y posterior digestión con la enzima de restricción 25 
MspA1I, como se ha descrito previamente. Véase Bhattacharyya R, et al., Glycobiology 2001; 11:99-103. Los 
ratones se alimentaron a voluntad con una dieta estándar (Panlab, Barcelona, ES) y se mantuvieron en un ciclo de 
luz-oscuridad de 12 h (las luces se encendían a las 9:00 A.M.). 
 

3. Administración del vector y recolección de la muestra 30 
 

 Para la administración intravenosa de los vectores AAV, se inyectó una dosis total de 1012 genomas del 
vector AAV adecuado en animales con MPSIIIA de 2 meses de edad por la vena de la cola. Para la inyección 
intramuscular, los animales con MPSIIIA de 2 meses de edad se anestesiaron con una mezcla de ketamina (100 
mg/kg) y xilacina (10 mg/kg), y se inyectó una dosis total de 1012 genomas del vector AAV adecuado en 6 músculos 35 
de las extremidades traseras (cuádriceps, gastrocnemio y músculo tibial anterior de ambas patas). A los 10 meses 
de edad, los ratones se anestesiaron y después se perfundieron por vía transcardíaca con 10 ml de PBS para 
eliminar completamente la sangre de los tejidos. Se recogieron el cerebro entero y múltiples tejidos somáticos 
(incluyendo el hígado, bazo, páncreas, riñón, pulmón, corazón, músculo esquelético y testículos) y se congelaron en 
nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC o se sumergieron en formalina para posteriores análisis histológicos. 40 
 

4. Análisis de ARN 
 

 El ARN total se obtuvo de muestras de músculo esquelético y de hígado usando el reactivo de aislamiento 
TriPure (Roche Diagnostics, Barcelona, ES) y se analizó por Northern blot. Las transferencias se hibridaron con una 45 
sonda de sulfamidasa murina, marcada con 32P-dCTP por cebado aleatorio con Ready-to-Go DNA Labelling Beads 
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, US). 
 

5. Actividad de la sulfamidasa y cuantificación de glicosaminoglicanos 
 50 

 Las muestras de hígado, músculo esquelético y cerebro se trataron con ultrasonidos y se analizó la 
actividad de la sulfamidasa en los líquidos sobrenadantes con un sustrato fluorogénico derivado de 4-
metilumbeliferona (Moscerdam Substrates, Oegstgeest, NL) como se ha descrito previamente. Véase Karpova E, et 
al., J. Inherit. Metab. Dis. 1996; 19:278-285. Los niveles de actividad de la sulfamidasa se normalizaron respecto a la 
cantidad total de proteína, cuantificados usando el ensayo de proteínas de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, US). 55 
 Para la cuantificación de los glicosaminoglicanos (GAG), se pesaron muestras de tejido y después se 
hicieron digerir con proteinasa K y los extractos se clarificaron por centrifugación y filtración. Los niveles de GAG en 
los extractos de tejidos y en la orina se determinaron usando el kit de glicosaminoglicano sulfatado de Blyscan 
(Biocolor, Carrickfergus, County Antrim, GB) con 4-sulfato de condroitina como referencia. Los niveles de GAG en 
los tejidos se normalizaron respecto al peso del tejido húmedo y en la orina respecto a la concentración de 60 
creatinina, medidos con un kit específico (Horiba ABX, Irvine, CA, US). 
 

6. Análisis histológico 
 

 Los tejidos se fijaron durante 12-24 h en formalina, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones, 65 
seguido de la recuperación del epítopo inducida por calor (tampón de citrato, pH 6). Para la detección 
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inmunohistoquímica de LAMP1, las secciones en parafina se incubaron durante la noche a 4ºC con anticuerpos anti-
LAMP1 de rata (1D4B; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, US) diluido hasta 1:100 y posteriormente las 
secciones se incubaron con anticuerpos anti-rata de conejo biotinilado (Dako, Glostrup, DK) a 1:300. La señal de 
LAMP1 se amplificó incubando las secciones con el kit de tinción de ABC-Peroxidase (Thermo Scientific, Waltham, 
MA, US) a 1:100 y se visualizaron usando 3,3-diaminobencidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US) como 5 
cromógeno. Se obtuvieron imágenes de campo claro con un microscopio óptico (Eclipse E800; Nikon, Tokyo, JP). 
Para la inmunotinción con parvalbúmina y calbindina, las secciones de parafina se incubaron durante la noche a 4ºC 
con D28k anti-calbindina de conejo (Swant, Marly, CH) diluido a 1:2.000 o con anti-parvalbúmina de conejo (Swant, 
Marly, CH) diluido a 1:100. Después, las muestras se incubaron con las IgG anti-conejo de cabra biotinilada (Vector 
Labs., Burlingame, CA, US), y con estreptavidina-Alexa 488 (1:100, Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, 10 
US), y los núcleos se tiñeron con TOPRO-3. Las imágenes se obtuvieron con un microscopio confocal (Leica 
Microsystems, Heidelberg, DE). 
 Para la inmunotinción doble de LAMP1 y Mac2, las secciones primero se incubaron durante la noche a 4ºC 
con anticuerpos anti-LAMP1 de rata a 1:100, después con anticuerpos anti-rata de conejo biotinilado a 1:300, 
seguido de incubación con estreptavidina-Alexa 488 (1:300). Después, las secciones se incubaron con anti-Mac2 de 15 
conejo a 1:50, después con anti-conejo de cabra biotinilado a 1:300, seguido de una incubación con estreptavidina-
Alexa 568 (1:300; Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, US). Finalmente, los núcleos se tiñeron con Hoechst 
(1:100; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US). 
 

7. Análisis por transferencia western 20 
 

Se homogeneizaron mitades de cerebelo en tampón de lisis de proteína. Se hicieron correr 10 microgramos 
de proteína en un SDS-PAGE al 10% (peso/vol), se transfirieron a membranas de poli(difluoruro de vinilideno) y se 
hibridaron durante la noche a 4ºC con anticuerpos primarios contra calbindina (Swant, Marly, CH) y α-tubulina 
(Abcam, Cambridge, MA, US). La detección se llevó a cabo usando un anticuerpo anti-conejo de cerdo marcado con 25 
peroxidasa de rábano picante (Dako, Glostrup, DK) y el reactivo de detección de transferencia western ECL Plus 
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, US). 

 
8. Análisis por microscopio electrónico de transmisión 
 30 

Los ratones se sacrificaron mediante una sobredosis de isofluorano (Isofluo, Labs. Esteve, Barcelona, ES) y 
se perfundieron por la vena cava inferior con 1 ml de glutaraldehído al 2,5% y paraformaldehído al 2%. Se seccionó 
una pequeña porción (aproximadamente 1 mm3) del lóbulo lateral del hígado y del culmen del cerebelo y se 
incubaron durante 2 horas a 4º C en el mismo agente de fijación. Después de lavar en tampón de cacodilato frío, las 
muestras se fijaron posteriormente en tetraóxido de osmio al 1%, se tiñeron en acetato de uranilo acuoso, y después 35 
se deshidrataron a través de una serie escalonada de etanol y se insertaron en resina epoxídica. Se tiñeron 
secciones ultrafinas (600-800 Å) de los bloques de resina usando citrato de plomo y se examinaron en un 
microscopio electrónico de transmisión (H-7000; Hitachi, Tokyo, JP). 

 
9. Análisis estadístico 40 
 

 Todos los resultados se expresan como media ± EEM. Las comparaciones estadísticas se hicieron usando 
el ensayo t o ANOVA de un factor. Se consideró la significancia estadística si P < 0,05. 
 
EJEMPLOS 45 
 
Ejemplo de referencia 1 
 
 Administración intramuscular de AAV1-CAG-mu-SFMD-WPRE 

 50 
 Se inyectó una dosis total de 1012 genomas de vector AAV1-CAG-mu-SFMD-WPRE en 6 músculos de las 
extremidades traseras (cuádriceps, gastrocnemio y músculo tibial anterior de ambas patas) de ratones con MPSIIIA 
macho y hembra de 2 meses de edad. 
 Ocho meses después de la administración, los músculos inyectados presentaban niveles altos de expresión 
y actividad de la sulfamidasa derivada del vector, pero se observaron niveles muy bajos de actividad de la 55 
sulfamidasa en el suero (6-7% de los ratones control), lo que sugería una eficacia de secreción baja del músculo 
esquelético. Véase las figuras 1A y 1B. Además, se observó una expresión de la sulfamidasa derivada del vector 
muy baja pero significativa en el hígado de estos ratones, lo que indicaba que, en el momento de la inyección, el 
vector se filtraba del músculo esquelético a la circulación y se transducía al hígado. Incluso con los bajos niveles de 
actividad de la sulfamidasa alcanzados en sangre, se observó la corrección de la acumulación de GAG en el hígado, 60 
y una reducción significativa en algunos otros tejidos somáticos (bazo, corazón, páncreas), pero no en otros (riñón, 
pulmón). Véase la figura 1C. No se logró una reducción del almacenamiento de GAG en el cerebro. 
 
Ejemplo de referencia 2 
 65 
Administración intramuscular de AAV8-CAG-mu-SFMD-WPRE 
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 Se inyectó una dosis total de 1012 genomas de vector AAV8-CAG-mu-SFMD-WPRE en 6 músculos de las 
extremidades traseras (cuádriceps, gastrocnemio y músculo tibial anterior de ambas patas) de ratones con MPSIIIA 
macho y hembra de 2 meses de edad. 
 Ocho meses después de la administración, los músculos inyectados presentaban niveles de actividad de la 5 
sulfamidasa similares a los de un animal control sano. Véase la figura 2A. Se observaron niveles bajos de actividad 
de la sulfamidasa en el suero (10-15% de los ratones control). Véase la figura 2B. También se observó la filtración 
del vector al hígado, puesto que se vio expresión y actividad de la sulfamidasa derivada del vector en el hígado, 
incluso con niveles más altos que en ratones tratados con AAV1 intramuscular. Véase el ejemplo 1. La corrección de 
la acumulación de GAG se vio en el hígado y el bazo, y se observó una reducción mayor en otros tejidos somáticos 10 
(corazón, páncreas, vejiga urinaria), pero los riñones y los pulmones permanecieron sin corregir en gran medida. 
Véase la figura 2C. No se logró reducción del almacenamiento de GAG en el cerebro. 
 
Ejemplo de referencia 3 
 15 
Administración intravenosa de AAV8-CAG-mu-SFMD-WPRE 

 
Se inyectó una dosis total de 1012 genomas de vector AAV8-CAG-mu-SFMD-WPRE en la vena de la cola 

de ratones con MPSIIIA de 2 meses de edad. 
 Ocho meses después de la administración, los machos tratados presentaban una actividad de la 20 
sulfamidasa en el hígado similar a los niveles de los ratones control, pero 4 veces inferior en hembras. Véase la 
figura 3A. Consecuentemente, la actividad de la sulfamidasa en suero fue alta en machos (con niveles similares a 
los de los ratones control) e inferior en hembras (25% de los ratones de control). Véase la figura 3B. Estos niveles 
altos de sulfamidasa en suero fueron capaces de corregir la acumulación de GAG en el hígado, corazón, bazo, 
páncreas y vejiga urinaria, y reducirla significativamente en los pulmones, pero no en los riñones. Véase la figura 3C 25 
para la cuantificación de GAG en el hígado. No se observó reducción de GAG en el cerebro. 
 
Ejemplo de referencia 4  
 
Administración intravenosa de AAV8-hAAT-mu-SFMD 30 

 
Se inyectó una dosis total de 1012 genomas de vector AAV8-hAAT-mu-SFMD en la vena de la cola de 

ratones con MPSIIIA de 2 meses de edad. 
 Ocho meses después de la administración, los machos tratados presentaban un nivel de actividad de la 
sulfamidasa en el hígado 500% más alto que en los animales control. En las hembras, el nivel de la sulfamidasa en 35 
el hígado alcanzó el mismo nivel que en los ratones control. Véase la figura 4A. La actividad de la sulfamidasa en 
suero fue consecuentemente mayor en machos que en hembras (500% en machos frente a 160% en hembras). 
Véase la figura 4B. Estos niveles suprafisiológicos de la sulfamidasa en suero fueron capaces de corregir la 
acumulación de GAG en todos los órganos somáticos, incluyendo el riñón. Véase la figura 4C para la cuantificación 
de GAG en el hígado. 40 
 Los machos tratados mostraron unos niveles bajos de actividad de la sulfamidasa y una acumulación de 
GAG reducida en el cerebro. Véanse las figuras 5A y B. Las células de Purkinje del cerebelo de los machos tratados 
presentaron menos inclusiones electrodensas cuando se examinaron por microscopía electrónica. Véase la figura 
5C. El tratamiento intravenoso con el vector AAV8-hAAT-mu-SFMD (“iv-AAV8-hAAT-mu-SFMD”) logró la corrección 
de la patología somática, pero sólo mejoró la neurodegeneración característica de los ratones con MPSIIIA. 45 
 La ultraestructura de la corteza cerebral se analizó por microscopía electrónica de transmisión. No se 
observaron diferencias distinguibles en la ultraestructura de las neuronas corticales occipitales de los sujetos con 
MPSIIIA tratados y no tratados. Se observó un claro agrandamiento del compartimento lisosómico en las células 
gliales perineuronales de los ratones con MPSIIIA no tratados que estaba prácticamente ausente en los animales 
tratados. Véase la figura 10. Estos resultados sugieren que la actividad alta y sostenida de la sulfamidasa en sangre 50 
previene la degeneración neuronal en sujetos con MPSIIIA. 
 A los 17 meses de edad, todos los machos con MPSIIIA no tratados habían muerto, mientras que 100% de 
los machos tratados con iv-AAV8-hAAT-mu-SFMD todavía estaban vivos (Supervivencia media = 14,2 ± 0,5 frente a 
18,8 ± 0,9 meses para los machos con MPSIIIA no tratados y tratados respectivamente, p= 0,001) Esta mejora no 
era evidente en el grupo de hembras en el que tanto los sujetos tratados como los no tratados mostraron tasas de 55 
supervivencia similares (Supervivencia media = 13,1 ± 0.5 frente a 13,9 ± 1,2 meses para las hembras con MPSIIIA 
no tratadas y tratadas respectivamente, p= 0,467). Este resultado se corresponde con los niveles menores de 
actividad de la sulfamidasa medidos en el suero y el cerebro y el menor grado de reducción de GAG observado en 
los animales hembra. Véase la figura 11. 
 La mayor supervivencia de los machos con MPSIIIA tratados con iv-AAV8-hAAT-mu-SFMD demuestra 60 
además el potencial terapéutico de niveles sostenidos por encima de los fisiológicos de la sulfamidasa en sangre, 
obtenidos por transferencia génica dirigida al hígado. El tratamiento con iv-AAV8-hAAT-mu-SFMD prolongó el 
tiempo de vida de los sujetos macho con MPSIIIA. Véase la figura 11. 
 
Ejemplo de referencia 5  65 
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Administración intravenosa de AAV9-CAG-mu-SFMD 
 

 Se inyectó una dosis total de 1012 genomas de vector AAV9-CAG-mu-SFMD en ratones con MPSIIIA de 2 
meses de edad por la vena de la cola. 
 Tanto los machos como las hembras tratados mostraron niveles altos de la sulfamidasa en suero (500% de 5 
los niveles control en los machos y 150% en las hembras), los cuales corrigieron con eficacia todos los tejidos 
somáticos en ambos sexos. Además, dada la alta eficacia de transducción en el cerebro del serotipo AAV 9, se 
observó una actividad significativa de la sulfamidasa en los cerebros de ambos sexos, la cual corrigió de forma 
eficaz el almacenamiento de GAG en todas las regiones del cerebro. Véanse las figuras 6A y 6B. La 
neuroinflamación (astrogliosis y microgliosis) característica de la MPSIIIA, estaba completamente normalizada en los 10 
ratones tratados con AAV9. Además los ratones tratados con AAV9 se comportaron mejor en el ensayo de RotaRod 
que los animales no tratados. Véase la figura 6C. 
 El tratamiento intravenoso con el vector AAV9-CAG-mu-SFMD (“iv- AAV9-CAG-mu-SFMD”) prolongó el 
tiempo de vida de los animales con MPSIIIA. Véase la figura 12. A los 17 meses de edad todos los machos con 
MPSIIIA no tratados habían muerto, mientras que 100% de los machos tratados con iv-AAV9-CAG-mu-SFMD 15 
todavía estaban vivos a los 20 meses de edad (p< 0,001 y p= 0,037 para machos con MPSIIIA tratados frente a no 
tratados, respectivamente). Véase la figura 12. El grupo de hembras mostró una mejora similar pero menos 
impresionante (p= 0,063 y p= 0,057 para hembras con MPSIIIA tratadas frente a no tratadas, respectivamente). Este 
resultado se corresponde con los niveles menores de actividad de sulfamidasa medidos en el suero de los animales 
hembra después de tratamiento con iv-AAV9-CAG-mu-SFMD. 20 
 
Ejemplo de referencia 6 
 
Administración intracisternal de AAV9-CAG-mu-SFMD 

 25 
 Se inyectó una dosis total de 5x1010 genomas de vector AAV9-CAG-mu-SFMD en la cisterna magna de 
animales con MPSIIIA de 2 meses de edad, anestesiados, en un volumen total de 5 µl. 
 Tres meses después de la administración, se alcanzó una corrección completa de la acumulación de GAG 
en todo el cerebro de los animales tratados. Véase la figura 8. También se encontró expresión de la sulfamidasa 
derivada del vector en el hígado de los animales tratados, sugiriendo que después de un suministro intracisternal, 30 
algunos vectores alcanzan el torrente sanguíneo y llegan al hígado. De acuerdo con este resultado, la acumulación 
de GAG también se normalizó en el hígado. 
 La liberación intracisternal del vector AAV9-CAG-mu-SFMD (“ic-AAV9-CAG-mu-SFMD”) prolongó el tiempo 
de vida de los animales con MPSIIIA. Véase la figura 12. A los 17 meses de edad todos los machos con MPSIIIA no 
tratados habían muerto, mientras que 100% de los machos tratados con ic-AAV9-CAG-mu-SFMD todavía estaban 35 
vivos a los 20 meses de edad (p< 0,001 y p= 0,037 para machos con MPSIIIA tratados frente a no tratados, 
respectivamente). Véase la figura 12. El grupo de hembras mostró una mejora similar pero menos impresionante (p= 
0,063 y p= 0,057 para hembras con MPSIIIA tratadas frente a no tratadas, respectivamente). Este resultado se 
corresponde con los niveles menores de actividad de sulfamidasa medidos en el suero de los animales hembra 
después del tratamiento con ic-AAV9-CAG-mu-SFMD. 40 
 
Ejemplo 7  
 
Administración intravenosa de AAV9-CAG-co-hu-SFMD (secuencia de la sulfamidasa humana de codones 
optimizados) 45 

 
 El uso de codones de la sulfamidasa humana se optimizó con el fin de reducir la dosis administrada de 
vector. El objeto de este procedimiento era estabilizar el ARNm de la sulfamidasa y aumentar su traducción, 
favoreciendo así una producción más alta de sulfamidasa a partir de la misma dosis de vector. 
 Se administraron 1012 genomas virales (vg) de un vector AAV9-CAG-hu-co-SFMD por vía intravenosa a 50 
ratones con MPSIIIA de 2 meses de edad por la vena de la cola. Se obtuvo un aumento de al menos 3 veces del 
nivel de la sulfamidasa en el hígado en comparación con el gen no optimizado. Véase la figura 9. 
 
Ejemplo 8 
 55 
Administración intravenosa de AAV9-hAAT-co-hu-SFMD 

 
 Siguiendo el mismo protocolo del ejemplo 7, se administran 1012 vg de un vector AAV9-hAAT-hu-co-SFMD 
por vía intravenosa a ratones con MPSIIIA de 2 meses de edad por la vena de la cola. El nivel de la sulfamidasa se 
evalúa de la misma forma que el ejemplo 7. Los resultados muestran un aumento significativo con respecto al gen 60 
no optimizado. 
 
Ejemplo de referencia 9 
 
Administración intracisternal de distintos serotipos de AAV-CAG-GFP-WPRE 65 
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 Para evaluar el tropismo en el cerebro de los diferentes serotipos de AAV cuando se administran en el 
líquido cefalorraquídeo, se administraron 5x1010 genomas de vectores AAV1, AAV2, AAV5, AAV7, AAV8 y AAV9 
que llevan el gen reportero GFP (construcción CAG-GFP-WPRE) a ratones con MPSIIIA por vía intracisternal. 
 Se logró una transducción significativa de las células en el puente troncoencefálico con todos los serotipos, 
con las eficacias más altas y más bajas logradas por AAV9 y AAV1, respectivamente. En el cerebelo, la señal de 5 
transmisión estaba situada principalmente en axones identificados morfológicamente como fibras musgosas, y en 
especial con AAV1 y AAV9, pero también con los otros serotipos, excepto para AAV8, en las neuronas de Purkinje. 
Se observaron mayores diferencias en la eficacia de la transferencia génica entre los serotipos en regiones del 
cerebro distantes. Se transdujeron muchas células en la corteza cerebral, bulbo olfatorio e hipocampo en el grupo al 
que se inyectó AAV9, y en menor medida en el grupo de AAV7, mientras que no se observaron cuerpos positivos 10 
para GFP con los serotipos AAV1, AAV2, AAV5 o AAV8 en estas zonas. En el hipotálamo, el serotipo AAV9 
transdujo neuronas eficazmente, y el serotipo AAV1 dio lugar a algunas células GFP+ dispersas. Se podían observar 
axones positivos para GFP ocasionales por todo el cerebro en todos los grupos, que posiblemente se proyectaban 
desde las neuronas infectadas cerca de la cisterna magna. Los vectores AAV9 mostraron la mayor eficacia de 
transducción entre los diferentes serotipos. Véase la figura 7. 15 
 
Ejemplo 10 
 
Escalado de la administración intracisternal de AAV9-CAG-co-hu-SFMD para uso clínico 

 20 
 Como primer paso hacia la potencial aplicación clínica de la administración intracisternal de AAV9, se 
evaluó si el patrón de transducción observado en ratones se mantenía en un animal con un tamaño de cerebro más 
relevante. Para este fin, se administró AAV9-CAG-GFP-WPRE 1,5x1012 vg/kg en la cisterna magna de perros 
Beagle sanos. Se inyectó en un total de 4 perros: en dos animales (perros nº 1 y 4) se usó una bomba para infundir 
la disolución del vector viral con un flujo similar a la velocidad de formación de LCR (1 ml/10 minutos), y en los otros 25 
dos perros (perros nº 2 y 3) el vector se infundió en unos segundos. La figura 13 muestra la detección inmunológica 
de GFP en muestras del perro 1. Se observó un fuerte marcaje en regiones cercanas a la cisterna magna, tales 
como la médula oblonga, el puente troncoencefálico y el hipotálamo. Véase la figura 13b, c y d. En el cerebelo, a 
pesar de estar cerca del punto de inyección, sólo se transdujeron unas pocas células de Purkinje aisladas, mientras 
que en el hipocampo, una región lejos de la cisterna, se produjo la transducción eficaz del giro dentado. Véase la 30 
figura 13i y j. La distribución de los virus por el LCR permitió la transducción de zonas distantes al punto de 
inyección, tales como el rinencéfalo y la corteza frontal, parietal y occipital, donde las áreas más superficiales 
mostraron mayor transducción. Véase la figura 13e, h y f. Finalmente, el vector alcanzó también la médula espinal y 
se detectó la señal GFP en motoneuronas ventrales y astrocitos de los ganglios cercanos. Véase la figura 13a. La 
comparación semicuantitativa de la localización de GFP en los cuatro perros sugirió que la velocidad de infusión de 35 
la solución viral no influye significativamente en la eficacia o la distribución del vector AAV9. Véase la tabla 1. 
 Finalmente, igual que en las observaciones hechas en ratones después de la administración intracisternal 
de AAV9, también se detectó GFP en el hígado de los perros Beagle, en el que se transdujo una media de 3,7% de 
los hepatocitos. Véase la figura 14. Estos resultados sugieren la distribución sistémica del vector AAV9 después de 
administración intracisternal. 40 
 

Zona cerebral Perro 1 Perro 2 Perro 3 Perro 4 
Corteza frontal  +++ +++ ++ +++ 
Corteza parietal  ++++ +++ +++ +++ 
Corteza occipital  ++++ ++++ ++++ ++ 
Hipocampo ++++ ++++ +++ +++ 
Hipotálamo ++++ N.D. ++++ + 
Cerebelo + ++ ++ N.D. 
Tronco cerebral +++ +++ +++ ++ 
Médula oblonga +++ ++++ +++ +++ 
Médula espinal +++ ++ ++ N.D. 

 
Tabla 1. Análisis semicuantitativo de la transducción en el cerebro después de la administración ic de vectores 
AAV9-GFP en perros Beagle sanos. Tres observadores independientes hicieron el recuento en varias imágenes de 
cada zona del cerebro y se representa la media. Los criterios semicuantitativos eran los siguientes: (+) menos de 10 45 
células positivas para GFP/campo de microscopio 10X; (++) 10-30 células positivas para GFP/campo de microscopio 
10x; (+++) 30-60 células positivas para GFP/campo de microscopio 10x y (++++) más de 60 células positivas para 
GFP/campo de microscopio 10x. N.D. no determinado. 
 
Ejemplo 11  50 
 
Eficacia funcional de la sulfamidasa humana de codones optimizados (co-hu-SFMD) 

 
  Se diseñaron y obtuvieron casetes de expresión que incluían una versión optimizada de los codones de la 
secuencia de ADNc de la sulfamidasa humana (co-hu-SFMD). La optimización de codones se realizó para aumentar 55 
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la eficacia de la producción de la proteína SFMD en seres humanos usando los ARNt más abundantes para la 
especie y teniendo en cuenta también su perfil de traducción particular. Se usaron ratones para los propósitos 
experimentales debido a su similitud con los seres humanos y la capacidad predictiva del modelo animal del ratón. 
 Para asegurar que esta secuencia conducía a la producción de sulfamidasa activa, se inyectó por vía 
intravenosa en ratones macho con MPSIIIA 1x102 vg de un vector AAV9 en el que se expresaba co-hu-SFMD bajo el 5 
control del promotor de CAG ubicuo. La actividad de la sulfamidasa en el suero de estos ratones alcanzó niveles 
similares a los de los animales sanos control y se mantuvo durante la duración del estudio (2 meses). Véase la figura 
15a. Esta actividad sostenida de la sulfamidasa condujo a la normalización del contenido de GAG en los hígados de 
estos animales, similar a lo que se había observado con el transgén murino administrado mediante AAV9. Véase la 
figura 15b. 10 
 
  LISTADO DE SECUENCIAS 
 
<110>  Laboratorios del Dr. Esteve, S.A. 
       Universidad Autónoma de Barcelona 15 
  
<120>  Vectores y secuencias para el tratamiento de enfermedades 
 
<130>  PCT2212.2 
 20 
<150>  EP10382169 
<151>  2010-06-10 
 
<160>  11     
 25 
<170>  PatentIn version 3.5 
 
<210>  1 
<211>  1515 
<212>  DNA 30 
<213>  Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223>  Secuencia de codones optimizados de la sulfamidasa humana 
 35 
<400>  1 
 
gccaccatga gctgccctgt gcccgcctgt tgtgccctgc tgctggtgct gggactgtgc       60 
 
agagccagac cccggaacgc tctgctgctg ctggccgacg atggcggatt tgagagcggc      120 40 
 
gcctacaaca acagcgccat tgccacccct catctggacg ccctggccag aagaagcctg      180 
 
ctgttccgga acgccttcac cagcgtgtcc agctgcagcc ctagcagagc ttccctgctg      240 
 45 
acaggcctgc cccagcatca gaatggcatg tacggcctgc accaggatgt gcatcacttc      300 
 
aacagcttcg acaaagtgcg gagcctgcca ctgctcctgt cacaggctgg cgtgagaacc      360 
 
ggcatcatcg gcaagaaaca cgtgggcccc gagacagtgt accccttcga cttcgcctac      420 50 
 
accgaagaga acggcagcgt gctgcaggtc ggccggaaca tcacccggat caagctgctc      480 
 
gtgcggaagt ttctccagac ccaggacgac cggcccttct tcctgtacgt ggccttccac      540 
 55 
gaccctcaca gatgcggcca cagccagccc cagtacggca ccttctgcga gaagttcggc      600 
 
aacggcgaga gcggcatggg cagaatcccc gactggaccc cccaggcata cgaccctctg      660 
 
gacgtgctgg tgccctactt cgtgcccaac acccctgccg ccagagctga tctggccgcc      720 60 
 
cagtacacca ccgtgggcag aatggatcag ggcgtgggcc tggtgctgca ggaactgagg      780 
 
gacgctggcg tgctgaacga caccctggtc atcttcacct ccgacaacgg catcccattc      840 
 65 
cccagcggcc ggaccaatct gtactggccc ggcacagccg aacctctgct ggtgtccagc      900 
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cccgagcacc ctaagagatg gggccaggtg tccgaggcct acgtgtccct gctggacctg      960 
 
acccccacca tcctggactg gttcagcatc ccctacccca gctacgccat ctttggaagc     1020 
 5 
aagaccatcc acctgaccgg cagatctctg ctgcctgccc tggaagctga gcctctgtgg     1080 
 
gccaccgtgt tcggcagcca gagccaccac gaagtgacca tgagctaccc catgcggagc     1140 
 
gtgcagcacc ggcacttccg gctggtgcac aacctgaact tcaagatgcc cttcccaatc     1200 10 
 
gaccaggact tttacgtgtc ccccaccttc caggacctgc tgaacagaac cacagccggc     1260 
 
cagcccaccg gctggtacaa ggacctgcgg cactactact accgggccag atgggagctg     1320 
 15 
tacgacagaa gccgggaccc ccacgagaca cagaacctgg ccaccgaccc cagattcgcc     1380 
 
cagctcctgg aaatgctgcg ggaccagctg gccaagtggc agtgggagac acacgaccct     1440 
 
tgggtctgcg ctcccgacgg cgtgctggaa gagaagctgt ccccccagtg ccagccactg     1500 20 
 
cacaacgagc tgtga                                                      1515 
 
 
<210>  2 25 
<211>  502 
<212>  PRT 
<213>  Homo sapiens 
 
<400>  2 30 
 
Met Ser Cys Pro Val Pro Ala Cys Cys Ala Leu Leu Leu Val Leu Gly  
1               5                   10                  15       
 
 35 
Leu Cys Arg Ala Arg Pro Arg Asn Ala Leu Leu Leu Leu Ala Asp Asp  
            20                  25                  30           
 
 
Gly Gly Phe Glu Ser Gly Ala Tyr Asn Asn Ser Ala Ile Ala Thr Pro  40 
        35                  40                  45               
 
 
His Leu Asp Ala Leu Ala Arg Arg Ser Leu Leu Phe Arg Asn Ala Phe  
    50                  55                  60                   45 
 
 
Thr Ser Val Ser Ser Cys Ser Pro Ser Arg Ala Ser Leu Leu Thr Gly  
65                  70                  75                  80   
 50 
 
Leu Pro Gln His Gln Asn Gly Met Tyr Gly Leu His Gln Asp Val His  
                85                  90                  95       
 
 55 
His Phe Asn Ser Phe Asp Lys Val Arg Ser Leu Pro Leu Leu Leu Ser  
            100                 105                 110          
 
 
 60 
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Gln Ala Gly Val Arg Thr Gly Ile Ile Gly Lys Lys His Val Gly Pro  
        115                 120                 125              
 
 
Glu Thr Val Tyr Pro Phe Asp Phe Ala Tyr Thr Glu Glu Asn Gly Ser  5 
    130                 135                 140                  
 
 
Val Leu Gln Val Gly Arg Asn Ile Thr Arg Ile Lys Leu Leu Val Arg  
145                 150                 155                 160  10 
 
 
Lys Phe Leu Gln Thr Gln Asp Asp Arg Pro Phe Phe Leu Tyr Val Ala  
                165                 170                 175      
 15 
 
Phe His Asp Pro His Arg Cys Gly His Ser Gln Pro Gln Tyr Gly Thr  
            180                 185                 190          
 
 20 
Phe Cys Glu Lys Phe Gly Asn Gly Glu Ser Gly Met Gly Arg Ile Pro  
        195                 200                 205              
 
 
Asp Trp Thr Pro Gln Ala Tyr Asp Pro Leu Asp Val Leu Val Pro Tyr  25 
    210                 215                 220                  
 
 
Phe Val Pro Asn Thr Pro Ala Ala Arg Ala Asp Leu Ala Ala Gln Tyr  
225                 230                 235                 240  30 
 
 
Thr Thr Val Gly Arg Met Asp Gln Gly Val Gly Leu Val Leu Gln Glu  
                245                 250                 255      
 35 
 
Leu Arg Asp Ala Gly Val Leu Asn Asp Thr Leu Val Ile Phe Thr Ser  
            260                 265                 270          
 
 40 
Asp Asn Gly Ile Pro Phe Pro Ser Gly Arg Thr Asn Leu Tyr Trp Pro  
        275                 280                 285              
 
 
Gly Thr Ala Glu Pro Leu Leu Val Ser Ser Pro Glu His Pro Lys Arg  45 
    290                 295                 300                  
 
 
Trp Gly Gln Val Ser Glu Ala Tyr Val Ser Leu Leu Asp Leu Thr Pro  
305                 310                 315                 320  50 
 
 
Thr Ile Leu Asp Trp Phe Ser Ile Pro Tyr Pro Ser Tyr Ala Ile Phe  
                325                 330                 335      
 55 
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Gly Ser Lys Thr Ile His Leu Thr Gly Arg Ser Leu Leu Pro Ala Leu  
            340                 345                 350          
 
 
Glu Ala Glu Pro Leu Trp Ala Thr Val Phe Gly Ser Gln Ser His His  5 
        355                 360                 365              
 
 
Glu Val Thr Met Ser Tyr Pro Met Arg Ser Val Gln His Arg His Phe  
    370                 375                 380                  10 
 
 
Arg Leu Val His Asn Leu Asn Phe Lys Met Pro Phe Pro Ile Asp Gln  
385                 390                 395                 400  
 15 
 
Asp Phe Tyr Val Ser Pro Thr Phe Gln Asp Leu Leu Asn Arg Thr Thr  
                405                 410                 415      
 
 20 
Ala Gly Gln Pro Thr Gly Trp Tyr Lys Asp Leu Arg His Tyr Tyr Tyr  
            420                 425                 430          
 
 
Arg Ala Arg Trp Glu Leu Tyr Asp Arg Ser Arg Asp Pro His Glu Thr  25 
        435                 440                 445              
 
 
Gln Asn Leu Ala Thr Asp Pro Arg Phe Ala Gln Leu Leu Glu Met Leu  
    450                 455                 460                  30 
 
 
Arg Asp Gln Leu Ala Lys Trp Gln Trp Glu Thr His Asp Pro Trp Val  
465                 470                 475                 480  
 35 
 
Cys Ala Pro Asp Gly Val Leu Glu Glu Lys Leu Ser Pro Gln Cys Gln  
                485                 490                 495      
 
 40 
Pro Leu His Asn Glu Leu  
            500          
 
 
<210>  3 45 
<211>  1726 
<212>  DNA 
<213>  Secuencia Artificial 
 
<220> 50 
<223>  Promotor CAG. 
 
<400>  3 
                        
tcgacattga ttattgacta gttattaata gtaatcaatt acggggtcat tagttcatag       60 55 
 
cccatatatg gagttccgcg ttacataact tacggtaaat ggcccgcctg gctgaccgcc      120 
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caacgacccc cgcccattga cgtcaataat gacgtatgtt cccatagtaa cgccaatagg      180 
 
gactttccat tgacgtcaat gggtggagta tttacggtaa actgcccact tggcagtaca      240 
 
tcaagtgtat catatgccaa gtacgccccc tattgacgtc aatgacggta aatggcccgc      300 5 
 
ctggcattat gcccagtaca tgaccttatg ggactttcct acttggcagt acatctacgt      360 
 
attagtcatc gctattacca tggtcgaggt gagccccacg ttctgcttca ctctccccat      420 
 10 
ctcccccccc tccccacccc caattttgta tttatttatt ttttaattat tttgtgcagc      480 
 
gatgggggcg gggggggggg gggggcgcgc gccaggcggg gcggggcggg gcgaggggcg      540 
 
gggcggggcg aggcggagag gtgcggcggc agccaatcag agcggcgcgc tccgaaagtt      600 15 
 
tccttttatg gcgaggcggc ggcggcggcg gccctataaa aagcgaagcg cgcggcgggc      660 
 
gggagtcgct gcgttgcctt cgccccgtgc cccgctccgc gccgcctcgc gccgcccgcc      720 
 20 
ccggctctga ctgaccgcgt tactcccaca ggtgagcggg cgggacggcc cttctcctcc      780 
 
gggctgtaat tagcgcttgg tttaatgacg gcttgtttct tttctgtggc tgcgtgaaag      840 
 
ccttgagggg ctccgggagg gccctttgtg cggggggagc ggctcggggg gtgcgtgcgt      900 25 
 
gtgtgtgtgc gtggggagcg ccgcgtgcgg ctccgcgctg cccggcggct gtgagcgctg      960 
 
cgggcgcggc gcggggcttt gtgcgctccg cagtgtgcgc gaggggagcg cggccggggg     1020 
 30 
cggtgccccg cggtgcgggg ggctgcgagg ggaacaaagg ctgcgtgcgg ggtgtgtgcg     1080 
 
tgggggggtg agcagggggt gtgggcgcgt cggtcgggct gcaacccccc ctgcaccccc     1140 
 
ctccccgagt tgctgagcac ggcccggctt cgggtgcggg gctccgtacg gggcgtggcg     1200 35 
 
cggggctcgc cgtgccgggc ggggggtggc ggcaggtggg ggtgccgggc ggggcggggc     1260 
 
cgcctcgggc cggggagggc tcgggggagg ggcgcggcgg cccccggagc gccggcggct     1320 
 40 
gtcgaggcgc ggcgagccgc agccattgcc ttttatggta atcgtgcgag agggcgcagg     1380 
 
gacttccttt gtcccaaatc tgtgcggagc cgaaatctgg gaggcgccgc cgcaccccct     1440 
 
ctagcgggcg cggggcgaag cggtgcggcg ccggcaggaa ggaaatgggc ggggagggcc     1500 45 
 
ttcgtgcgtc gccgcgccgc cgtccccttc tccctctcca gcctcggggc tgtccgcggg     1560 
 
gggacggctg ccttcggggg ggacggggca gggcggggtt cggcttctgg cgtgtgaccg     1620 
 50 
gcggctctag agcctctgct aaccatgttc atgccttctt ctttttccta cagctcctgg     1680 
 
gcaacgtgct ggttattgtg ctgtctcatc attttggcaa agaatt                    1726 
 
 55 
<210>  4 
<211>  981 
<212>  DNA 
<213>  Secuencia Artificial 
 60 
<220> 
<223>  Promotor de la alfa1-antitripsina humana específico de hígado  
 
<400>  4 
cagagaggtc tctgacctct gccccagctc caaggtcagc aggcagggag ggctgtgtgt       60 65 
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ttgctgtttg ctgcttgcaa tgtttgccca ttttagggac atgagtaggc tgaagtttgt      120 
 
tcagtgtgga cttcagaggc agcacacaaa cagcaagctt gcgaattcca gtctacagag      180 
 
aggtctctga cctctgcccc agctccaagg tcagcaggca gggagggctg tgtgtttgct      240 5 
 
gtttgctgct tgcaatgttt gcccatttta gggacatgag taggctgaag tttgttcagt      300 
 
gtggacttca gaggcagcac acaaacagca agcttgcgaa ttccagtcta cagagaggtc      360 
 10 
tctgacctct gccccagctc caaggtcagc aggcagggag ggctgtgtgt ttgctgtttg      420 
 
ctgcttgcaa tgtttgccca ttttagggac atgagtaggc tgaagtttgt tcagtgtgga      480 
 
cttcagaggc agcacacaaa cagcaagctt tgctctagac tggaattcgt cgacgagctc      540 15 
 
cctatagtga gtcgtattag aggccgactg acccggtacc cggggatctt gctaccagtg      600 
 
gaacagccac taaggattct gcagtgagag cagagggcca gctaagtggt actctcccag      660 
 20 
agactgtctg actcacgcca ccccctccac cttggacaca ggacgctgtg gtttctgagc      720 
 
caggtacaat gactcctttc ggtaagtgca gtggaagctg tacactgccc aggcaaagcg      780 
 
tccgggcagc gtaggcgggc gactcagatc ccagccagtg gacttagccc ctgtttgctc      840 25 
 
ctccgataac tggggtgacc ttggttaata ttcaccagca gcctcccccg ttgcccctct      900 
 
ggatccactg cttaaatacg gacgaggaca gggccctgtc tcctcagctt caggcaccac      960 
 30 
cactgacctg ggacagtgaa t                                                981 
 
 
<210>  5 
<211>  34 35 
<212>  DNA 
<213>  Mus musculus 
 
<400>  5 
cttacttatg acgcgtatgc actgcccggg actg                                   34 40 
 
 
<210>  6 
<211>  39 
<212>  DNA 45 
<213>  Mus musculus 
 
<400>  6 
tatcctatcg acgcgttcag agttcattgt gaagcggtc                              39 
 50 
 
<210>  7 
<211>  8445 
<212>  DNA 
<213>  Secuencia Artificial  55 
 
<220> 
<223>  pAAV-CAG-mu-SFMD-WPRE. 
 
 60 
<220> 
<221>  misc_feature 
<222>  (3466)..(3470) 
<223>  n is a, c, g, or t 
 65 
<400>  7 
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atgcagctgc gcgctcgctc gctcactgag gcccagctgc gcgctcgctc gctcactgag       60 
 
gccgcccggg caaagcccgg gcgtcgggcg acctttggtc gcccggcctc agtgagcgag      120 
 
cgagcgcgca gagagggagt ggccaactcc atcactaggg gttccttgta gttaatgatt      180 5 
 
aacccgccat gctacttatc tactcgacat tgattattga ctagttatta atagtaatca      240 
 
attacggggt cattagttca tagcccatat atggagttcc gcgttacata acttacggta      300 
 10 
aatggcccgc ctggctgacc gcccaacgac ccccgcccat tgacgtcaat aatgacgtat      360 
 
gttcccatag taacgccaat agggactttc cattgacgtc aatgggtgga gtatttacgg      420 
 
taaactgccc acttggcagt acatcaagtg tatcatatgc caagtacgcc ccctattgac      480 15 
 
gtcaatgacg gtaaatggcc cgcctggcat tatgcccagt acatgacctt atgggacttt      540 
 
cctacttggc agtacatcta cgtattagtc atcgctatta ccatggtcga ggtgagcccc      600 
 20 
acgttctgct tcactctccc catctccccc ccctccccac ccccaatttt gtatttattt      660 
 
attttttaat tattttgtgc agcgatgggg gcgggggggg ggggggggcg cgcgccaggc      720 
 
ggggcggggc ggggcgaggg gcggggcggg gcgaggcgga gaggtgcggc ggcagccaat      780 25 
 
cagagcggcg cgctccgaaa gtttcctttt atggcgaggc ggcggcggcg gcggccctat      840 
 
aaaaagcgaa gcgcgcggcg ggcgggagtc gctgcgttgc cttcgccccg tgccccgctc      900 
 30 
cgcgccgcct cgcgccgccc gccccggctc tgactgaccg cgttactccc acaggtgagc      960 
 
gggcgggacg gcccttctcc tccgggctgt aattagcgct tggtttaatg acggcttgtt     1020 
 
tcttttctgt ggctgcgtga aagccttgag gggctccggg agggcccttt gtgcgggggg     1080 35 
 
agcggctcgg ggggtgcgtg cgtgtgtgtg tgcgtgggga gcgccgcgtg cggctccgcg     1140 
 
ctgcccggcg gctgtgagcg ctgcgggcgc ggcgcggggc tttgtgcgct ccgcagtgtg     1200 
 40 
cgcgagggga gcgcggccgg gggcggtgcc ccgcggtgcg gggggctgcg aggggaacaa     1260 
 
aggctgcgtg cggggtgtgt gcgtgggggg gtgagcaggg ggtgtgggcg cgtcggtcgg     1320 
 
gctgcaaccc cccctgcacc cccctccccg agttgctgag cacggcccgg cttcgggtgc     1380 45 
 
ggggctccgt acggggcgtg gcgcggggct cgccgtgccg ggcggggggt ggcggcaggt     1440 
 
gggggtgccg ggcggggcgg ggccgcctcg ggccggggag ggctcggggg aggggcgcgg     1500 
 50 
cggcccccgg agcgccggcg gctgtcgagg cgcggcgagc cgcagccatt gccttttatg     1560 
 
gtaatcgtgc gagagggcgc agggacttcc tttgtcccaa atctgtgcgg agccgaaatc     1620 
 
tgggaggcgc cgccgcaccc cctctagcgg gcgcggggcg aagcggtgcg gcgccggcag     1680 55 
 
gaaggaaatg ggcggggagg gccttcgtgc gtcgccgcgc cgccgtcccc ttctccctct     1740 
 
ccagcctcgg ggctgtccgc ggggggacgg ctgccttcgg gggggacggg gcagggcggg     1800 
 60 
gttcggcttc tggcgtgtga ccggcggctc tagagcctct gctaaccatg ttcatgcctt     1860 
 
cttctttttc ctacagctcc tgggcaacgt gctggttatt gtgctgtctc atcattttgg     1920 
 
caaagaattg attaattcga gcgaacgcgt atgcactgcc cgggactggc ctgctgcaca     1980 65 
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attctgttgg tcctgggact ctgcggcgcg cactcgcgca acgtgctact gatagttgcg     2040 
 
gatgacggag gctttgagag tggtgtatac aacaacactg ccatcgccac ccctcacctg     2100 
 
gatgccctgt cccgccacag ccttatcttc cgtaacgcct tcacgtctgt cagcagctgt     2160 5 
 
tccccgagcc gtgccagcct cctcaccggc ctgccccagc atcagaatgg catgtatggg     2220 
 
ctgcaccagg atgtgcatca cttcaactct tttgacaagg tacagagcct tccgctgctg     2280 
 10 
ctcaaccagg ccggagtgcg cacaggcatc attgggaaga agcacgtggg tccggagacg     2340 
 
gtgtatccct ttgactttgc attcacagag gagaacagct ctgtgatgca ggtggggcgg     2400 
 
aacatcacta gaattaagca actggtccag aaatttctgc agactcagga tgacaggccc     2460 15 
 
ttcttcctgt acgtggcttt ccatgacccg caccgctgtg ggcactctca gccccagtat     2520 
 
ggaaccttct gtgagaagtt tggcaacgga gagagtggaa tggggtacat tccagactgg     2580 
 20 
acaccccaga tctacgaccc tcaggatgtg atggtgccct actttgtccc ggacacacca     2640 
 
gcagcccgag cagacctagc tgctcagtac accaccatcg ggcggatgga ccaaggggta     2700 
 
ggtctggtgc tccaggagct gcgaggtgct ggtgtgctga acgacaccct catcatcttc     2760 25 
 
acatctgaca atggtatccc tttccccagc ggcaggacca acctgtactg gcccggtaca     2820 
 
gccgagcctt tgctggtgtc atctccagag cacccacagc gctggggcca ggtcagcgac     2880 
 30 
gcctacgtga gccttctaga cctcacccct accatcctgg actggttctc catcccgtac     2940 
 
cccagctatg ccatctttgg ctcaaagacg atccagctca caggccgatc cctcctgccg     3000 
 
gcgctggagg cagagcccct ttgggccact gtcttcagca gccagagcca ccacgaggtc     3060 35 
 
accatgtcct acccgatgcg ctcggtgtac caccagaact tccgcctcat tcacaacctg     3120 
 
agcttcaaga tgccatttcc catcgaccaa gatttctatg tctcgccgac cttccaggac     3180 
 40 
ctcctgaacc gaaccaccac aggccggccc acgggctggt acaaggacct ccaccgttac     3240 
 
tactaccggg aacgctggga actctacgac atcagccggg accctcgaga gacacggaac     3300 
 
ctggccgctg acccagactt ggctcaagtg ctggagatgc tgaaagctca gcttgtcaag     3360 45 
 
tggcaatggg agacacatga cccctgggtg tgcgccccag atggagtcct ggaggaaaag     3420 
 
ctcacacccc agtgccgacc gcttcacaat gaactctgaa cgcgtnnnnn gctagctcga     3480 
 50 
tatcggccta ggctggatcc gcgcggccgc aagaattccc gataatcaac ctctggatta     3540 
 
caaaatttgt gaaagattga ctggtattct taactatgtt gctcctttta cgctatgtgg     3600 
 
atacgctgct ttaatgcctt tgtatcatgc tattgcttcc cgtatggctt tcattttctc     3660 55 
 
ctccttgtat aaatcctggt tgctgtctct ttatgaggag ttgtggcccg ttgtcaggca     3720 
 
acgtggcgtg gtgtgcactg tgtttgctga cgcaaccccc actggttggg gcattgccac     3780 
 60 
cacctgtcag ctcctttccg ggactttcgc tttccccctc cctattgcca cggcggaact     3840 
 
catcgccgcc tgccttgccc gctgctggac aggggctcgg ctgttgggca ctgacaattc     3900 
 
cgtggtgttg tcggggaagc tgacgtcctt tccatggctg ctcgcctgtg ttgccacctg     3960 65 
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gattctgcgc gggacgtcct tctgctacgt cccttcggcc ctcaatccag cggaccttcc     4020 
 
ttcccgcggc ctgctgccgg ctctgcggcc tcttccgcgt cttcgccttc gccctcagac     4080 
 
gagtcggatc tccctttggg ccgcctcccc gcatcgggaa ttcgagctcg gtacccggga     4140 5 
 
atcaattcac tcctcaggtg caggctgcct atcagaaggt ggtggctggt gtggccaatg     4200 
 
ccctggctca caaataccac tgagatcttt ttccctctgc caaaaattat ggggacatca     4260 
 10 
tgaagcccct tgagcatctg acttctggct aataaaggaa atttattttc attgcaatag     4320 
 
tgtgttggaa ttttttgtgt ctctcactcg gaaggacata tgggagggca aatcatttaa     4380 
 
aacatcagaa tgagtatttg gtttagagtt tggcaacata tgcccatatg ctggctgcca     4440 15 
 
tgaacaaagg ttggctataa agaggtcatc agtatatgaa acagccccct gctgtccatt     4500 
 
ccttattcca tagaaaagcc ttgacttgag gttagatttt ttttatattt tgttttgtgt     4560 
 20 
tatttttttc tttaacatcc ctaaaatttt ccttacatgt tttactagcc agatttttcc     4620 
 
tcctctcctg actactccca gtcatagctg tccctcttct cttatggaga tccctcgacc     4680 
 
tgcagcccaa gctgtagata agtagcatgg cgggttaatc attaactaca aggaacccct     4740 25 
 
agtgatggag ttggccactc cctctctgcg cgctcgctcg ctcactgagg ccgggcgacc     4800 
 
aaaggtcgcc cgacgcccgg gctttgcccg ggcggcctca gtgagcgagc gagcgcgcag     4860 
 30 
ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga tcgcccttcc caacagttgc gcagcctgaa     4920 
 
tggcgaatgg cgattccgtt gcaatggctg gcggtaatat tgttctggat attaccagca     4980 
 
aggccgatag tttgagttct tctactcagg caagtgatgt tattactaat caaagaagta     5040 35 
 
ttgcgacaac ggttaatttg cgtgatggac agactctttt actcggtggc ctcactgatt     5100 
 
ataaaaacac ttctcaggat tctggcgtac cgttcctgtc taaaatccct ttaatcggcc     5160 
 40 
tcctgtttag ctcccgctct gattctaacg aggaaagcac gttatacgtg ctcgtcaaag     5220 
 
caaccatagt acgcgccctg tagcggcgca ttaagcgcgg cgggtgtggt ggttacgcgc     5280 
 
agcgtgaccg ctacacttgc cagcgcccta gcgcccgctc ctttcgcttt cttcccttcc     5340 45 
 
tttctcgcca cgttcgccgg ctttccccgt caagctctaa atcgggggct ccctttaggg     5400 
 
ttccgattta gtgctttacg gcacctcgac cccaaaaaac ttgattaggg tgatggttca     5460 
 50 
cgtagtgggc catcgccctg atagacggtt tttcgccctt tgacgttgga gtccacgttc     5520 
 
tttaatagtg gactcttgtt ccaaactgga acaacactca accctatctc ggtctattct     5580 
 
tttgatttat aagggatttt gccgatttcg gcctattggt taaaaaatga gctgatttaa     5640 55 
 
caaaaattta acgcgaattt taacaaaata ttaacgctta caatttaaat atttgcttat     5700 
 
acaatcttcc tgtttttggg gcttttctga ttatcaaccg gggtacatat gattgacatg     5760 
 60 
ctagttttac gattaccgtt catcgattct cttgtttgct ccagactctc aggcaatgac     5820 
 
ctgatagcct ttgtagagac ctctcaaaaa tagctaccct ctccggcatg aatttatcag     5880 
 
ctagaacggt tgaatatcat attgatggtg atttgactgt ctccggcctt tctcacccgt     5940 65 
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ttgaatcttt acctacacat tactcaggca ttgcatttaa aatatatgag ggttctaaaa     6000 
 
atttttatcc ttgcgttgaa ataaaggctt ctcccgcaaa agtattacag ggtcataatg     6060 
 
tttttggtac aaccgattta gctttatgct ctgaggcttt attgcttaat tttgctaatt     6120 5 
 
ctttgccttg cctgtatgat ttattggatg ttggaatcgc ctgatgcggt attttctcct     6180 
 
tacgcatctg tgcggtattt cacaccgcat atggtgcact ctcagtacaa tctgctctga     6240 
 10 
tgccgcatag ttaagccagc cccgacaccc gccaacaccc gctgacgcgc cctgacgggc     6300 
 
ttgtctgctc ccggcatccg cttacagaca agctgtgacc gtctccggga gctgcatgtg     6360 
 
tcagaggttt tcaccgtcat caccgaaacg cgcgagacga aagggcctcg tgatacgcct     6420 15 
 
atttttatag gttaatgtca tgataataat ggtttcttag acgtcaggtg gcacttttcg     6480 
 
gggaaatgtg cgcggaaccc ctatttgttt atttttctaa atacattcaa atatgtatcc     6540 
 20 
gctcatgaga caataaccct gataaatgct tcaataatat tgaaaaagga agagtatgag     6600 
 
tattcaacat ttccgtgtcg cccttattcc cttttttgcg gcattttgcc ttcctgtttt     6660 
 
tgctcaccca gaaacgctgg tgaaagtaaa agatgctgaa gatcagttgg gtgcacgagt     6720 25 
 
gggttacatc gaactggatc tcaacagcgg taagatcctt gagagttttc gccccgaaga     6780 
 
acgttttcca atgatgagca cttttaaagt tctgctatgt ggcgcggtat tatcccgtat     6840 
 30 
tgacgccggg caagagcaac tcggtcgccg catacactat tctcagaatg acttggttga     6900 
 
gtactcacca gtcacagaaa agcatcttac ggatggcatg acagtaagag aattatgcag     6960 
 
tgctgccata accatgagtg ataacactgc ggccaactta cttctgacaa cgatcggagg     7020 35 
 
accgaaggag ctaaccgctt ttttgcacaa catgggggat catgtaactc gccttgatcg     7080 
 
ttgggaaccg gagctgaatg aagccatacc aaacgacgag cgtgacacca cgatgcctgt     7140 
 40 
agcaatggca acaacgttgc gcaaactatt aactggcgaa ctacttactc tagcttcccg     7200 
 
gcaacaatta atagactgga tggaggcgga taaagttgca ggaccacttc tgcgctcggc     7260 
 
ccttccggct ggctggttta ttgctgataa atctggagcc ggtgagcgtg ggtctcgcgg     7320 45 
 
tatcattgca gcactggggc cagatggtaa gccctcccgt atcgtagtta tctacacgac     7380 
 
ggggagtcag gcaactatgg atgaacgaaa tagacagatc gctgagatag gtgcctcact     7440 
 50 
gattaagcat tggtaactgt cagaccaagt ttactcatat atactttaga ttgatttaaa     7500 
 
acttcatttt taatttaaaa ggatctaggt gaagatcctt tttgataatc tcatgaccaa     7560 
 
aatcccttaa cgtgagtttt cgttccactg agcgtcagac cccgtagaaa agatcaaagg     7620 55 
 
atcttcttga gatccttttt ttctgcgcgt aatctgctgc ttgcaaacaa aaaaaccacc     7680 
 
gctaccagcg gtggtttgtt tgccggatca agagctacca actctttttc cgaaggtaac     7740 
 60 
tggcttcagc agagcgcaga taccaaatac tgttcttcta gtgtagccgt agttaggcca     7800 
 
ccacttcaag aactctgtag caccgcctac atacctcgct ctgctaatcc tgttaccagt     7860 
 
ggctgctgcc agtggcgata agtcgtgtct taccgggttg gactcaagac gatagttacc     7920 65 
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ggataaggcg cagcggtcgg gctgaacggg gggttcgtgc acacagccca gcttggagcg     7980 
 
aacgacctac accgaactga gatacctaca gcgtgagcta tgagaaagcg ccacgcttcc     8040 
 
cgaagggaga aaggcggaca ggtatccggt aagcggcagg gtcggaacag gagagcgcac     8100 5 
 
gagggagctt ccagggggaa acgcctggta tctttatagt cctgtcgggt ttcgccacct     8160 
 
ctgacttgag cgtcgatttt tgtgatgctc gtcagggggg cggagcctat ggaaaaacgc     8220 
 10 
cagcaacgcg gcctttttac ggttcctggc cttttgctgg ccttttgctc acatgttctt     8280 
 
tcctgcgtta tcccctgatt ctgtggataa ccgtattacc gcctttgagt gagctgatac     8340 
 
cgctcgccgc agccgaacga ccgagcgcag cgagtcagtg agcgaggaag cggaagagcg     8400 15 
 
cccaatacgc aaaccgcctc tccccgcgcg ttggccgatt catta                     8445 
 
 
<210>  8 20 
<211>  7843 
<212>  DNA 
<213>  Secuencia Artificial 
 
<220> 25 
<223>  pAAV-CAG-mu-SFMD. 
 
 
<220> 
<221>  misc_feature 30 
<222>  (3469)..(3473) 
<223>  n is a, c, g, or t 
 
<400>  8 
 35 
atgcagctgc gcgctcgctc gctcactgag gcccagctgc gcgctcgctc gctcactgag       60 
 
gccgcccggg caaagcccgg gcgtcgggcg acctttggtc gcccggcctc agtgagcgag      120 
 
cgagcgcgca gagagggagt ggccaactcc atcactaggg gttccttgta gttaatgatt      180 40 
 
aacccgccat gctacttatc tactcgacat tgattattga ctagttatta atagtaatca      240 
 
attacggggt cattagttca tagcccatat atggagttcc gcgttacata acttacggta      300 
 45 
aatggcccgc ctggctgacc gcccaacgac ccccgcccat tgacgtcaat aatgacgtat      360 
 
gttcccatag taacgccaat agggactttc cattgacgtc aatgggtgga gtatttacgg      420 
 
taaactgccc acttggcagt acatcaagtg tatcatatgc caagtacgcc ccctattgac      480 50 
 
gtcaatgacg gtaaatggcc cgcctggcat tatgcccagt acatgacctt atgggacttt      540 
 
cctacttggc agtacatcta cgtattagtc atcgctatta ccatggtcga ggtgagcccc      600 
 55 
acgttctgct tcactctccc catctccccc ccctccccac ccccaatttt gtatttattt      660 
 
attttttaat tattttgtgc agcgatgggg gcgggggggg ggggggggcg cgcgccaggc      720 
 
ggggcggggc ggggcgaggg gcggggcggg gcgaggcgga gaggtgcggc ggcagccaat      780 60 
 
cagagcggcg cgctccgaaa gtttcctttt atggcgaggc ggcggcggcg gcggccctat      840 
 
aaaaagcgaa gcgcgcggcg ggcgggagtc gctgcgttgc cttcgccccg tgccccgctc      900 
 65 
cgccgccgcc tcgcgccgcc cgccccggct ctgactgacc gcgttactcc cacaggtgag      960 
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cgggcgggac ggcccttctc ctccgggctg taattagcgc ttggtttaat gacggcttgt     1020 
 
ttcttttctg tggctgcgtg aaagccttga ggggctccgg gagggccctt tgtgcggggg     1080 
 5 
gagcggctcg gggggtgcgt gcgtgtgtgt gtgcgtgggg agcgccgcgt gcggctccgc     1140 
 
gctgcccggc ggctgtgagc gctgcgggcg cggcgcgggg ctttgtgcgc tccgcagtgt     1200 
 
gcgcgagggg agcgcggccg ggggcggtgc cccgcggtgc ggggggggct gcgaggggaa     1260 10 
 
caaaggctgc gtgcggggtg tgtgcgtggg ggggtgagca gggggtgtgg gcgcgtcggt     1320 
 
cgggctgcaa ccccccctgc acccccctcc ccgagttgct gagcacggcc cggcttcggg     1380 
 15 
tgcggggctc cgtacggggc gtggcgcggg gctcgccgtg ccgggcgggg ggtggcggca     1440 
 
ggtgggggtg ccgggcgggg cggggccgcc tcgggccggg gagggctcgg gggaggggcg     1500 
 
cggcggcccc cggagcgccg gcggctgtcg aggcgcggcg agccgcagcc attgcctttt     1560 20 
 
atggtaatcg tgcgagaggg cgcagggact tcctttgtcc caaatctgtg cggagccgaa     1620 
 
atctgggagg cgccgccgca ccccctctag cgggcgcggg gcgaagcggt gcggcgccgg     1680 
 25 
caggaaggaa atgggcgggg agggccttcg tgcgtcgccg cgccgccgtc cccttctccc     1740 
 
tctccagcct cggggctgtc cgcgggggga cggctgcctt cgggggggac ggggcagggc     1800 
 
ggggttcggc ttctggcgtg tgaccggcgg ctctagagcc tctgctaacc atgttcatgc     1860 30 
 
cttcttcttt ttcctacagc tcctgggcaa cgtgctggtt attgtgctgt ctcatcattt     1920 
 
tggcaaagaa ttgattaatt cgagcgaacg cgtatgcact gcccgggact ggcctgctgc     1980 
 35 
acaattctgt tggtcctggg actctgcggc gcgcactcgc gcaacgtgct actgatagtt     2040 
 
gcggatgacg gaggctttga gagtggtgta tacaacaaca ctgccatcgc cacccctcac     2100 
 
ctggatgccc tgtcccgcca cagccttatc ttccgtaacg ccttcacgtc tgtcagcagc     2160 40 
 
tgttccccga gccgtgccag cctcctcacc ggcctgcccc agcatcagaa tggcatgtat     2220 
 
gggctgcacc aggatgtgca tcacttcaac tcttttgaca aggtacagag ccttccgctg     2280 
 45 
ctgctcaacc aggccggagt gcgcacaggc atcattggga agaagcacgt gggtccggag     2340 
 
acggtgtatc cctttgactt tgcattcaca gaggagaaca gctctgtgat gcaggtgggg     2400 
 
cggaacatca ctagaattaa gcaactggtc cagaaatttc tgcagactca ggatgacagg     2460 50 
 
cccttcttcc tgtacgtggc tttccatgac ccgcaccgct gtgggcactc tcagccccag     2520 
 
tatggaacct tctgtgagaa gtttggcaac ggagagagtg gaatggggta cattccagac     2580 
 55 
tggacacccc agatctacga ccctcaggat gtgatggtgc cctactttgt cccggacaca     2640 
 
ccagcagccc gagcagacct agctgctcag tacaccacca tcgggcggat ggaccaaggg     2700 
 
gtaggtctgg tgctccagga gctgcgaggt gctggtgtgc tgaacgacac cctcatcatc     2760 60 
 
ttcacatctg acaatggtat ccctttcccc agcggcagga ccaacctgta ctggcccggt     2820 
 
acagccgagc ctttgctggt gtcatctcca gagcacccac agcgctgggg ccaggtcagc     2880 
 65 
gacgcctacg tgagccttct agacctcacc cctaccatcc tggactggtt ctccatcccg     2940 
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taccccagct atgccatctt tggctcaaag acgatccagc tcacaggccg atccctcctg     3000 
 
ccggcgctgg aggcagagcc cctttgggcc actgtcttca gcagccagag ccaccacgag     3060 
 5 
gtcaccatgt cctacccgat gcgctcggtg taccaccaga acttccgcct cattcacaac     3120 
 
ctgagcttca agatgccatt tcccatcgac caagatttct atgtctcgcc gaccttccag     3180 
 
gacctcctga accgaaccac cacaggccgg cccacgggct ggtacaagga cctccaccgt     3240 10 
 
tactactacc gggaacgctg ggaactctac gacatcagcc gggaccctcg agagacacgg     3300 
 
aacctggccg ctgacccaga cttggctcaa gtgctggaga tgctgaaagc tcagcttgtc     3360 
 15 
aagtggcaat gggagacaca tgacccctgg gtgtgcgccc cagatggagt cctggaggaa     3420 
 
aagctcacac cccagtgccg accgcttcac aatgaactct gaacgcgtnn nnngctagct     3480 
 
cgatatcggc ctaggctgga tccgcgcggc cgcaagaatt cgagctcggt acccgggaat     3540 20 
 
caattcactc ctcaggtgca ggctgcctat cagaaggtgg tggctggtgt ggccaatgcc     3600 
 
ctggctcaca aataccactg agatcttttt ccctctgcca aaaattatgg ggacatcatg     3660 
 25 
aagccccttg agcatctgac ttctggctaa taaaggaaat ttattttcat tgcaatagtg     3720 
 
tgttggaatt ttttgtgtct ctcactcgga aggacatatg ggagggcaaa tcatttaaaa     3780 
 
catcagaatg agtatttggt ttagagtttg gcaacatatg cccatatgct ggctgccatg     3840 30 
 
aacaaaggtt ggctataaag aggtcatcag tatatgaaac agccccctgc tgtccattcc     3900 
 
ttattccata gaaaagcctt gacttgaggt tagatttttt ttatattttg ttttgtgtta     3960 
 35 
tttttttctt taacatccct aaaattttcc ttacatgttt tactagccag atttttcctc     4020 
 
ctctcctgac tactcccagt catagctgtc cctcttctct tatggagatc cctcgacctg     4080 
 
cagcccaagc tgtagataag tagcatggcg ggttaatcat taactacaag gaacccctag     4140 40 
 
tgatggagtt ggccactccc tctctgcgcg ctcgctcgct cactgaggcc gggcgaccaa     4200 
 
aggtcgcccg acgcccgggc tttgcccggg cggcctcagt gagcgagcga gcgcgcagct     4260 
 45 
ggcgtaatag cgaagaggcc cgcaccgatc gcccttccca acagttgcgc agcctgaatg     4320 
 
gcgaatggcg attccgttgc aatggctggc ggtaatattg ttctggatat taccagcaag     4380 
 
gccgatagtt tgagttcttc tactcaggca agtgatgtta ttactaatca aagaagtatt     4440 50 
 
gcgacaacgg ttaatttgcg tgatggacag actcttttac tcggtggcct cactgattat     4500 
 
aaaaacactt ctcaggattc tggcgtaccg ttcctgtcta aaatcccttt aatcggcctc     4560 
 55 
ctgtttagct cccgctctga ttctaacgag gaaagcacgt tatacgtgct cgtcaaagca     4620 
 
accatagtac gcgccctgta gcggcgcatt aagcgcggcg ggtgtggtgg ttacgcgcag     4680 
 
cgtgaccgct acacttgcca gcgccctagc gcccgctcct ttcgctttct tcccttcctt     4740 60 
 
tctcgccacg ttcgccggct ttccccgtca agctctaaat cgggggctcc ctttagggtt     4800 
 
ccgatttagt gctttacggc acctcgaccc caaaaaactt gattagggtg atggttcacg     4860 
 65 
tagtgggcca tcgccctgat agacggtttt tcgccctttg acgttggagt ccacgttctt     4920 
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taatagtgga ctcttgttcc aaactggaac aacactcaac cctatctcgg tctattcttt     4980 
 
tgatttataa gggattttgc cgatttcggc ctattggtta aaaaatgagc tgatttaaca     5040 
 5 
aaaatttaac gcgaatttta acaaaatatt aacgcttaca atttaaatat ttgcttatac     5100 
 
aatcttcctg tttttggggc ttttctgatt atcaaccggg gtacatatga ttgacatgct     5160 
 
agttttacga ttaccgttca tcgattctct tgtttgctcc agactctcag gcaatgacct     5220 10 
 
gatagccttt gtagagacct ctcaaaaata gctaccctct ccggcatgaa tttatcagct     5280 
 
agaacggttg aatatcatat tgatggtgat ttgactgtct ccggcctttc tcacccgttt     5340 
 15 
gaatctttac ctacacatta ctcaggcatt gcatttaaaa tatatgaggg ttctaaaaat     5400 
 
ttttatcctt gcgttgaaat aaaggcttct cccgcaaaag tattacaggg tcataatgtt     5460 
 
tttggtacaa ccgatttagc tttatgctct gaggctttat tgcttaattt tgctaattct     5520 20 
 
ttgccttgcc tgtatgattt attggatgtt ggaatcgcct gatgcggtat tttctcctta     5580 
 
cgcatctgtg cggtatttca caccgcatat ggtgcactct cagtacaatc tgctctgatg     5640 
 25 
ccgcatagtt aagccagccc cgacacccgc caacacccgc tgacgcgccc tgacgggctt     5700 
 
gtctgctccc ggcatccgct tacagacaag ctgtgaccgt ctccgggagc tgcatgtgtc     5760 
 
agaggttttc accgtcatca ccgaaacgcg cgagacgaaa gggcctcgtg atacgcctat     5820 30 
 
ttttataggt taatgtcatg ataataatgg tttcttagac gtcaggtggc acttttcggg     5880 
 
gaaatgtgcg cggaacccct atttgtttat ttttctaaat acattcaaat atgtatccgc     5940 
 35 
tcatgagaca ataaccctga taaatgcttc aataatattg aaaaaggaag agtatgagta     6000 
 
ttcaacattt ccgtgtcgcc cttattccct tttttgcggc attttgcctt cctgtttttg     6060 
 
ctcacccaga aacgctggtg aaagtaaaag atgctgaaga tcagttgggt gcacgagtgg     6120 40 
 
gttacatcga actggatctc aacagcggta agatccttga gagttttcgc cccgaagaac     6180 
 
gttttccaat gatgagcact tttaaagttc tgctatgtgg cgcggtatta tcccgtattg     6240 
 45 
acgccgggca agagcaactc ggtcgccgca tacactattc tcagaatgac ttggttgagt     6300 
 
actcaccagt cacagaaaag catcttacgg atggcatgac agtaagagaa ttatgcagtg     6360 
 
ctgccataac catgagtgat aacactgcgg ccaacttact tctgacaacg atcggaggac     6420 50 
 
cgaaggagct aaccgctttt ttgcacaaca tgggggatca tgtaactcgc cttgatcgtt     6480 
 
gggaaccgga gctgaatgaa gccataccaa acgacgagcg tgacaccacg atgcctgtag     6540 
 55 
caatggcaac aacgttgcgc aaactattaa ctggcgaact acttactcta gcttcccggc     6600 
 
aacaattaat agactggatg gaggcggata aagttgcagg accacttctg cgctcggccc     6660 
 
ttccggctgg ctggtttatt gctgataaat ctggagccgg tgagcgtggg tctcgcggta     6720 60 
 
tcattgcagc actggggcca gatggtaagc cctcccgtat cgtagttatc tacacgacgg     6780 
 
ggagtcaggc aactatggat gaacgaaata gacagatcgc tgagataggt gcctcactga     6840 
 65 
ttaagcattg gtaactgtca gaccaagttt actcatatat actttagatt gatttaaaac     6900 
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ttcattttta atttaaaagg atctaggtga agatcctttt tgataatctc atgaccaaaa     6960 
 
tcccttaacg tgagttttcg ttccactgag cgtcagaccc cgtagaaaag atcaaaggat     7020 
 5 
cttcttgaga tccttttttt ctgcgcgtaa tctgctgctt gcaaacaaaa aaaccaccgc     7080 
 
taccagcggt ggtttgtttg ccggatcaag agctaccaac tctttttccg aaggtaactg     7140 
 
gcttcagcag agcgcagata ccaaatactg ttcttctagt gtagccgtag ttaggccacc     7200 10 
 
acttcaagaa ctctgtagca ccgcctacat acctcgctct gctaatcctg ttaccagtgg     7260 
 
ctgctgccag tggcgataag tcgtgtctta ccgggttgga ctcaagacga tagttaccgg     7320 
 15 
ataaggcgca gcggtcgggc tgaacggggg gttcgtgcac acagcccagc ttggagcgaa     7380 
 
cgacctacac cgaactgaga tacctacagc gtgagctatg agaaagcgcc acgcttcccg     7440 
 
aagggagaaa ggcggacagg tatccggtaa gcggcagggt cggaacagga gagcgcacga     7500 20 
 
gggagcttcc agggggaaac gcctggtatc tttatagtcc tgtcgggttt cgccacctct     7560 
 
gacttgagcg tcgatttttg tgatgctcgt caggggggcg gagcctatgg aaaaacgcca     7620 
 25 
gcaacgcggc ctttttacgg ttcctggcct tttgctggcc ttttgctcac atgttctttc     7680 
 
ctgcgttatc ccctgattct gtggataacc gtattaccgc ctttgagtga gctgataccg     7740 
 
ctcgccgcag ccgaacgacc gagcgcagcg agtcagtgag cgaggaagcg gaagagcgcc     7800 30 
 
caatacgcaa accgcctctc cccgcgcgtt ggccgattca tta                       7843 
 
 
<210>  9 35 
<211>  7796 
<212>  DNA 
<213>  Secuencia Artificial 
 
<220> 40 
<223>  pAAV-CAG-co-hu-SFMD. 
 
<400>  9 
 
atgcagctgc gcgctcgctc gctcactgag gcccagctgc gcgctcgctc gctcactgag       60 45 
 
gccgcccggg caaagcccgg gcgtcgggcg acctttggtc gcccggcctc agtgagcgag      120 
 
cgagcgcgca gagagggagt ggccaactcc atcactaggg gttccttgta gttaatgatt      180 
 50 
aacccgccat gctacttatc tactcgacat tgattattga ctagttatta atagtaatca      240 
 
attacggggt cattagttca tagcccatat atggagttcc gcgttacata acttacggta      300 
 
aatggcccgc ctggctgacc gcccaacgac ccccgcccat tgacgtcaat aatgacgtat      360 55 
 
gttcccatag taacgccaat agggactttc cattgacgtc aatgggtgga gtatttacgg      420 
 
taaactgccc acttggcagt acatcaagtg tatcatatgc caagtacgcc ccctattgac      480 
 60 
gtcaatgacg gtaaatggcc cgcctggcat tatgcccagt acatgacctt atgggacttt      540 
 
cctacttggc agtacatcta cgtattagtc atcgctatta ccatggtcga ggtgagcccc      600 
 
acgttctgct tcactctccc catctccccc ccctccccac ccccaatttt gtatttattt      660 65 
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attttttaat tattttgtgc agcgatgggg gcgggggggg ggggggggcg cgcgccaggc      720 
 
ggggcggggc ggggcgaggg gcggggcggg gcgaggcgga gaggtgcggc ggcagccaat      780 
 
cagagcggcg cgctccgaaa gtttcctttt atggcgaggc ggcggcggcg gcggccctat      840 5 
 
aaaaagcgaa gcgcgcggcg ggcgggagtc gctgcgttgc cttcgccccg tgccccgctc      900 
 
cgcgccgcct cgcgccgccc gccccggctc tgactgaccg cgttactccc acaggtgagc      960 
 10 
gggcgggacg gcccttctcc tccgggctgt aattagcgct tggtttaatg acggcttgtt     1020 
 
tcttttctgt ggctgcgtga aagccttgag gggctccggg agggcccttt gtgcgggggg     1080 
 
agcggctcgg ggggtgcgtg cgtgtgtgtg tgcgtgggga gcgccgcgtg cggctccgcg     1140 15 
 
ctgcccggcg gctgtgagcg ctgcgggcgc ggcgcggggc tttgtgcgct ccgcagtgtg     1200 
 
cgcgagggga gcgcggccgg gggcggtgcc ccgcggtgcg gggggctgcg aggggaacaa     1260 
 20 
aggctgcgtg cggggtgtgt gcgtgggggg gtgagcaggg ggtgtgggcg cgtcggtcgg     1320 
 
gctgcaaccc cccctgcacc cccctccccg agttgctgag cacggcccgg cttcgggtgc     1380 
 
ggggctccgt acggggcgtg gcgcggggct cgccgtgccg ggcggggggt ggcggcaggt     1440 25 
 
gggggtgccg ggcggggcgg ggccgcctcg ggccggggag ggctcggggg aggggcgcgg     1500 
 
cggcccccgg agcgccggcg gctgtcgagg cgcggcgagc cgcagccatt gccttttatg     1560 
 30 
gtaatcgtgc gagagggcgc agggacttcc tttgtcccaa atctgtgcgg agccgaaatc     1620 
 
tgggaggcgc cgccgcaccc cctctagcgg gcgcggggcg aagcggtgcg gcgccggcag     1680 
 
gaaggaaatg ggcggggagg gccttcgtgc gtcgccgcgc cgccgtcccc ttctccctct     1740 35 
 
ccagcctcgg ggctgtccgc ggggggacgg ctgccttcgg gggggacggg gcagggcggg     1800 
 
gttcggcttc tggcgtgtga ccggcggctc tagagcctct gctaaccatg ttcatgcctt     1860 
 40 
cttctttttc ctacagctcc tgggcaacgt gctggttatt gtgctgtctc atcattttgg     1920 
 
caaagaattg attaattcga gcgaacgcgt gccaccatga gctgccctgt gcccgcctgt     1980 
 
tgtgccctgc tgctggtgct gggactgtgc agagccagac cccggaacgc tctgctgctg     2040 45 
 
ctggccgacg atggcggatt tgagagcggc gcctacaaca acagcgccat tgccacccct     2100 
 
catctggacg ccctggccag aagaagcctg ctgttccgga acgccttcac cagcgtgtcc     2160 
 50 
agctgcagcc ctagcagagc ttccctgctg acaggcctgc cccagcatca gaatggcatg     2220 
 
tacggcctgc accaggatgt gcatcacttc aacagcttcg acaaagtgcg gagcctgcca     2280 
 
ctgctcctgt cacaggctgg cgtgagaacc ggcatcatcg gcaagaaaca cgtgggcccc     2340 55 
 
gagacagtgt accccttcga cttcgcctac accgaagaga acggcagcgt gctgcaggtc     2400 
 
ggccggaaca tcacccggat caagctgctc gtgcggaagt ttctccagac ccaggacgac     2460 
 60 
cggcccttct tcctgtacgt ggccttccac gaccctcaca gatgcggcca cagccagccc     2520 
 
cagtacggca ccttctgcga gaagttcggc aacggcgaga gcggcatggg cagaatcccc     2580 
 
gactggaccc cccaggcata cgaccctctg gacgtgctgg tgccctactt cgtgcccaac     2640 65 
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acccctgccg ccagagctga tctggccgcc cagtacacca ccgtgggcag aatggatcag     2700 
 
ggcgtgggcc tggtgctgca ggaactgagg gacgctggcg tgctgaacga caccctggtc     2760 
 
atcttcacct ccgacaacgg catcccattc cccagcggcc ggaccaatct gtactggccc     2820 5 
 
ggcacagccg aacctctgct ggtgtccagc cccgagcacc ctaagagatg gggccaggtg     2880 
 
tccgaggcct acgtgtccct gctggacctg acccccacca tcctggactg gttcagcatc     2940 
 10 
ccctacccca gctacgccat ctttggaagc aagaccatcc acctgaccgg cagatctctg     3000 
 
ctgcctgccc tggaagctga gcctctgtgg gccaccgtgt tcggcagcca gagccaccac     3060 
 
gaagtgacca tgagctaccc catgcggagc gtgcagcacc ggcacttccg gctggtgcac     3120 15 
 
aacctgaact tcaagatgcc cttcccaatc gaccaggact tttacgtgtc ccccaccttc     3180 
 
caggacctgc tgaacagaac cacagccggc cagcccaccg gctggtacaa ggacctgcgg     3240 
 20 
cactactact accgggccag atgggagctg tacgacagaa gccgggaccc ccacgagaca     3300 
 
cagaacctgg ccaccgaccc cagattcgcc cagctcctgg aaatgctgcg ggaccagctg     3360 
 
gccaagtggc agtgggagac acacgaccct tgggtctgcg ctcccgacgg cgtgctggaa     3420 25 
 
gagaagctgt ccccccagtg ccagccactg cacaacgagc tgtgatgaga attcgagctc     3480 
 
ggtacccggg aatcaattca ctcctcaggt gcaggctgcc tatcagaagg tggtggctgg     3540 
 30 
tgtggccaat gccctggctc acaaatacca ctgagatctt tttccctctg ccaaaaatta     3600 
 
tggggacatc atgaagcccc ttgagcatct gacttctggc taataaagga aatttatttt     3660 
 
cattgcaata gtgtgttgga attttttgtg tctctcactc ggaaggacat atgggagggc     3720 35 
 
aaatcattta aaacatcaga atgagtattt ggtttagagt ttggcaacat atgcccatat     3780 
 
gctggctgcc atgaacaaag gttggctata aagaggtcat cagtatatga aacagccccc     3840 
 40 
tgctgtccat tccttattcc atagaaaagc cttgacttga ggttagattt tttttatatt     3900 
 
ttgttttgtg ttattttttt ctttaacatc cctaaaattt tccttacatg ttttactagc     3960 
 
cagatttttc ctcctctcct gactactccc agtcatagct gtccctcttc tcttatggag     4020 45 
 
atccctcgac ctgcagccca agctgtagat aagtagcatg gcgggttaat cattaactac     4080 
 
aaggaacccc tagtgatgga gttggccact ccctctctgc gcgctcgctc gctcactgag     4140 
 50 
gccgggcgac caaaggtcgc ccgacgcccg ggctttgccc gggcggcctc agtgagcgag     4200 
 
cgagcgcgca gctggcgtaa tagcgaagag gcccgcaccg atcgcccttc ccaacagttg     4260 
 
cgcagcctga atggcgaatg gcgattccgt tgcaatggct ggcggtaata ttgttctgga     4320 55 
 
tattaccagc aaggccgata gtttgagttc ttctactcag gcaagtgatg ttattactaa     4380 
 
tcaaagaagt attgcgacaa cggttaattt gcgtgatgga cagactcttt tactcggtgg     4440 
 60 
cctcactgat tataaaaaca cttctcagga ttctggcgta ccgttcctgt ctaaaatccc     4500 
 
tttaatcggc ctcctgttta gctcccgctc tgattctaac gaggaaagca cgttatacgt     4560 
 
gctcgtcaaa gcaaccatag tacgcgccct gtagcggcgc attaagcgcg gcgggtgtgg     4620 65 
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tggttacgcg cagcgtgacc gctacacttg ccagcgccct agcgcccgct cctttcgctt     4680 
 
tcttcccttc ctttctcgcc acgttcgccg gctttccccg tcaagctcta aatcgggggc     4740 
 
tccctttagg gttccgattt agtgctttac ggcacctcga ccccaaaaaa cttgattagg     4800 5 
 
gtgatggttc acgtagtggg ccatcgccct gatagacggt ttttcgccct ttgacgttgg     4860 
 
agtccacgtt ctttaatagt ggactcttgt tccaaactgg aacaacactc aaccctatct     4920 
 10 
cggtctattc ttttgattta taagggattt tgccgatttc ggcctattgg ttaaaaaatg     4980 
 
agctgattta acaaaaattt aacgcgaatt ttaacaaaat attaacgctt acaatttaaa     5040 
 
tatttgctta tacaatcttc ctgtttttgg ggcttttctg attatcaacc ggggtacata     5100 15 
 
tgattgacat gctagtttta cgattaccgt tcatcgattc tcttgtttgc tccagactct     5160 
 
caggcaatga cctgatagcc tttgtagaga cctctcaaaa atagctaccc tctccggcat     5220 
 20 
gaatttatca gctagaacgg ttgaatatca tattgatggt gatttgactg tctccggcct     5280 
 
ttctcacccg tttgaatctt tacctacaca ttactcaggc attgcattta aaatatatga     5340 
 
gggttctaaa aatttttatc cttgcgttga aataaaggct tctcccgcaa aagtattaca     5400 25 
 
gggtcataat gtttttggta caaccgattt agctttatgc tctgaggctt tattgcttaa     5460 
 
ttttgctaat tctttgcctt gcctgtatga tttattggat gttggaatcg cctgatgcgg     5520 
 30 
tattttctcc ttacgcatct gtgcggtatt tcacaccgca tatggtgcac tctcagtaca     5580 
 
atctgctctg atgccgcata gttaagccag ccccgacacc cgccaacacc cgctgacgcg     5640 
 
ccctgacggg cttgtctgct cccggcatcc gcttacagac aagctgtgac cgtctccggg     5700 35 
 
agctgcatgt gtcagaggtt ttcaccgtca tcaccgaaac gcgcgagacg aaagggcctc     5760 
 
gtgatacgcc tatttttata ggttaatgtc atgataataa tggtttctta gacgtcaggt     5820 
 40 
ggcacttttc ggggaaatgt gcgcggaacc cctatttgtt tatttttcta aatacattca     5880 
 
aatatgtatc cgctcatgag acaataaccc tgataaatgc ttcaataata ttgaaaaagg     5940 
 
aagagtatga gtattcaaca tttccgtgtc gcccttattc ccttttttgc ggcattttgc     6000 45 
 
cttcctgttt ttgctcaccc agaaacgctg gtgaaagtaa aagatgctga agatcagttg     6060 
 
ggtgcacgag tgggttacat cgaactggat ctcaacagcg gtaagatcct tgagagtttt     6120 
 50 
cgccccgaag aacgttttcc aatgatgagc acttttaaag ttctgctatg tggcgcggta     6180 
 
ttatcccgta ttgacgccgg gcaagagcaa ctcggtcgcc gcatacacta ttctcagaat     6240 
 
gacttggttg agtactcacc agtcacagaa aagcatctta cggatggcat gacagtaaga     6300 55 
 
gaattatgca gtgctgccat aaccatgagt gataacactg cggccaactt acttctgaca     6360 
 
acgatcggag gaccgaagga gctaaccgct tttttgcaca acatggggga tcatgtaact     6420 
 60 
cgccttgatc gttgggaacc ggagctgaat gaagccatac caaacgacga gcgtgacacc     6480 
 
acgatgcctg tagcaatggc aacaacgttg cgcaaactat taactggcga actacttact     6540 
 
ctagcttccc ggcaacaatt aatagactgg atggaggcgg ataaagttgc aggaccactt     6600 65 
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ctgcgctcgg cccttccggc tggctggttt attgctgata aatctggagc cggtgagcgt     6660 
 
gggtctcgcg gtatcattgc agcactgggg ccagatggta agccctcccg tatcgtagtt     6720 
 
atctacacga cggggagtca ggcaactatg gatgaacgaa atagacagat cgctgagata     6780 5 
 
ggtgcctcac tgattaagca ttggtaactg tcagaccaag tttactcata tatactttag     6840 
 
attgatttaa aacttcattt ttaatttaaa aggatctagg tgaagatcct ttttgataat     6900 
 10 
ctcatgacca aaatccctta acgtgagttt tcgttccact gagcgtcaga ccccgtagaa     6960 
 
aagatcaaag gatcttcttg agatcctttt tttctgcgcg taatctgctg cttgcaaaca     7020 
 
aaaaaaccac cgctaccagc ggtggtttgt ttgccggatc aagagctacc aactcttttt     7080 15 
 
ccgaaggtaa ctggcttcag cagagcgcag ataccaaata ctgttcttct agtgtagccg     7140 
 
tagttaggcc accacttcaa gaactctgta gcaccgccta catacctcgc tctgctaatc     7200 
 20 
ctgttaccag tggctgctgc cagtggcgat aagtcgtgtc ttaccgggtt ggactcaaga     7260 
 
cgatagttac cggataaggc gcagcggtcg ggctgaacgg ggggttcgtg cacacagccc     7320 
 
agcttggagc gaacgaccta caccgaactg agatacctac agcgtgagct atgagaaagc     7380 25 
 
gccacgcttc ccgaagggag aaaggcggac aggtatccgg taagcggcag ggtcggaaca     7440 
 
ggagagcgca cgagggagct tccaggggga aacgcctggt atctttatag tcctgtcggg     7500 
 30 
tttcgccacc tctgacttga gcgtcgattt ttgtgatgct cgtcaggggg gcggagccta     7560 
 
tggaaaaacg ccagcaacgc ggccttttta cggttcctgg ccttttgctg gccttttgct     7620 
 
cacatgttct ttcctgcgtt atcccctgat tctgtggata accgtattac cgcctttgag     7680 35 
 
tgagctgata ccgctcgccg cagccgaacg accgagcgca gcgagtcagt gagcgaggaa     7740 
 
gcggaagagc gcccaatacg caaaccgcct ctccccgcgc gttggccgat tcatta         7796 
 40 
 
<210>  10 
<211>  7193 
<212>  DNA 
<213>  Secuencia Artificial 45 
 
<220> 
<223>  pGG2-hAAT-mu-SFMD. 
 
<400>  10 50 
 
cgcgtatgca ctgcccggga ctggcctgct gcacaattct gttggtcctg ggactctgcg       60 
 
gcgcgcactc gcgcaacgtg ctactgatag ttgcggatga cggaggcttt gagagtggtg      120 
 55 
tatacaacaa cactgccatc gccacccctc acctggatgc cctgtcccgc cacagcctta      180 
 
tcttccgtaa cgccttcacg tctgtcagca gctgttcccc gagccgtgcc agcctcctca      240 
 
ccggcctgcc ccagcatcag aatggcatgt atgggctgca ccaggatgtg catcacttca      300 60 
 
actcttttga caaggtacag agccttccgc tgctgctcaa ccaggccgga gtgcgcacag      360 
 
gcatcattgg gaagaagcac gtgggtccgg agacggtgta tccctttgac tttgcattca      420 
 65 
cagaggagaa cagctctgtg atgcaggtgg ggcggaacat cactagaatt aagcaactgg      480 
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tccagaaatt tctgcagact caggatgaca ggcccttctt cctgtacgtg gctttccatg      540 
 
acccgcaccg ctgtgggcac tctcagcccc agtatggaac cttctgtgag aagtttggca      600 
 5 
acggagagag tggaatgggg tacattccag actggacacc ccagatctac gaccctcagg      660 
 
atgtgatggt gccctacttt gtcccggaca caccagcagc ccgagcagac ctagctgctc      720 
 
agtacaccac catcgggcgg atggaccaag gggtaggtct ggtgctccag gagctgcgag      780 10 
 
gtgctggtgt gctgaacgac accctcatca tcttcacatc tgacaatggt atccctttcc      840 
 
ccagcggcag gaccaacctg tactggcccg gtacagccga gcctttgctg gtgtcatctc      900 
 15 
cagagcaccc acagcgctgg ggccaggtca gcgacgccta cgtgagcctt ctagacctca      960 
 
cccctaccat cctggactgg ttctccatcc cgtaccccag ctatgccatc tttggctcaa     1020 
 
agacgatcca gctcacaggc cgatccctcc tgccggcgct ggaggcagag cccctttggg     1080 20 
 
ccactgtctt cagcagccag agccaccacg aggtcaccat gtcctacccg atgcgctcgg     1140 
 
tgtaccacca gaacttccgc ctcattcaca acctgagctt caagatgcca tttcccatcg     1200 
 25 
accaagattt ctatgtctcg ccgaccttcc aggacctcct gaaccgaacc accacaggcc     1260 
 
ggcccacggg ctggtacaag gacctccacc gttactacta ccgggaacgc tgggaactct     1320 
 
acgacatcag ccgggaccct cgagagacac ggaacctggc cgctgaccca gacttggctc     1380 30 
 
aagtgctgga gatgctgaaa gctcagcttg tcaagtggca atgggagaca catgacccct     1440 
 
gggtgtgcgc cccagatgga gtcctggagg aaaagctcac accccagtgc cgaccgcttc     1500 
 35 
acaatgaact ctgaacgcgt gatatcggat cccggccggc ggccgcttcc ctttagtgag     1560 
 
ggttaatgct tcgagcagac atgataagat acattgatga gtttggacaa accacaacta     1620 
 
gaatgcagtg aaaaaaatgc tttatttgtg aaatttgtga tgctattgct ttatttgtaa     1680 40 
 
ccattataag ctgcaataaa caagttaaca acaacaattg cattcatttt atgtttcagg     1740 
 
ttcaggggga gatgtgggag gttttttaaa gcaagtaaaa cctctacaaa tgtggtaaaa     1800 
 45 
tccgataagg gactagagca tggctacgta gataagtagc atggcgggtt aatcattaac     1860 
 
tacaaggaac ccctagtgat ggagttggcc actccctctc tgcgcgctcg ctcgctcact     1920 
 
gaggccgggc gaccaaaggt cgcccgacgc ccgggctttg cccgggcggc ctcagtgagc     1980 50 
 
gagcgagcgc gccagctggc gtaatagcga agaggcccgc accgatcgcc cttcccaaca     2040 
 
gttgcgcagc ctgaatggcg aatggaattc cagacgattg agcgtcaaaa tgtaggtatt     2100 
 55 
tccatgagcg tttttccgtt gcaatggctg gcggtaatat tgttctggat attaccagca     2160 
 
aggccgatag tttgagttct tctactcagg caagtgatgt tattactaat caaagaagta     2220 
 
ttgcgacaac ggttaatttg cgtgatggac agactctttt actcggtggc ctcactgatt     2280 60 
 
ataaaaacac ttctcaggat tctggcgtac cgttcctgtc taaaatccct ttaatcggcc     2340 
 
tcctgtttag ctcccgctct gattctaacg aggaaagcac gttatacgtg ctcgtcaaag     2400 
 65 
caaccatagt acgcgccctg tagcggcgca ttaagcgcgg cgggtgtggt ggttacgcgc     2460 
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agcgtgaccg ctacacttgc cagcgcccta gcgcccgctc ctttcgcttt cttcccttcc     2520 
 
tttctcgcca cgttcgccgg ctttccccgt caagctctaa atcgggggct ccctttaggg     2580 
 5 
ttccgattta gtgctttacg gcacctcgac cccaaaaaac ttgattaggg tgatggttca     2640 
 
cgtagtgggc catcgccctg atagacggtt tttcgccctt tgacgttgga gtccacgttc     2700 
 
gcacctcgac cccaaaaaac ttgattaggg tgatggttca cgtagtgggc catcgccctg     2760 10 
 
atagacggtt tttcgccctt tgacgttgga gtccacgttc taaaaaatga gctgatttaa     2820 
 
caaaaattta acgcgaattt taacaaaata ttaacgtcta caatttaaat atttgcttat     2880 
 15 
acaatcttcc tgtttttggg gcttttctga ttatcaaccg gggtacatat gattgacatg     2940 
 
ctagttttac gattaccgtt catcgattct cttgtttgct ccagactctc aggcaatgac     3000 
 
ctgatagcct ttgtagagac ctctcaaaaa tagctaccct ctccggcatg aatttatcag     3060 20 
 
ctagaacggt tgaatatcat attgatggtg atttgactgt ctccggcctt tctcacccgt     3120 
 
ttgaatcttt acctacacat tactcaggca ttgcatttaa aatatatgag ggttctaaaa     3180 
 25 
atttttatcc ttgcgttgaa ataaaggctt ctcccgcaaa agtattacag ggtcataatg     3240 
 
tttttggtac aaccgattta gctttatgct ctgaggcttt attgcttaat tttgctaatt     3300 
 
ctttgccttg cctgtatgat ttattggatg ttggaatcgc ctgatgcggt attttctcct     3360 30 
 
tacgcatctg tgcggtattt cacaccgcat atggtgcact ctcagtacaa tctgctctga     3420 
 
tgccgcatag ttaagccagc cccgacaccc gccaacaccc gctgacgcgc cctgacgggc     3480 
 35 
ttgtctgctc ccggcatccg cttacagaca agctgtgacc gtctccggga gctgcatgtg     3540 
 
tcagaggttt tcaccgtcat caccgaaacg cgcgagacga aagggcctcg tgatacgcct     3600 
 
atttttatag gttaatgtca tgataataat ggtttcttag acgtcaggtg gcacttttcg     3660 40 
 
gggaaatgtg cgcggaaccc ctatttgttt atttttctaa atacattcaa atatgtatcc     3720 
 
gctcatgaga caataaccct gataaatgct tcaataatat tgaaaaagga agagtatgag     3780 
 45 
tattcaacat ttccgtgtcg cccttattcc cttttttgcg gcattttgcc ttcctgtttt     3840 
 
tgctcaccca gaaacgctgg tgaaagtaaa agatgctgaa gatcagttgg gtgcacgagt     3900 
 
gggttacatc gaactggatc tcaacagcgg taagatcctt gagagttttc gccccgaaga     3960 50 
 
acgttttcca atgatgagca cttttaaagt tctgctatgt ggcgcggtat tatcccgtat     4020 
 
tgacgccggg caagagcaac tcggtcgccg catacactat tctcagaatg acttggttga     4080 
 55 
gtactcacca gtcacagaaa agcatcttac ggatggcatg acagtaagag aattatgcag     4140 
 
tgctgccata accatgagtg ataacactgc ggccaactta cttctgacaa cgatcggagg     4200 
 
accgaaggag ctaaccgctt ttttgcacaa catgggggat catgtaactc gccttgatcg     4260 60 
 
ttgggaaccg gagctgaatg aagccatacc aaacgacgag cgtgacacca cgatgcctgt     4320 
 
agcaatggca acaacgttgc gcaaactatt aactggcgaa ctacttactc tagcttcccg     4380 
 65 
gcaacaatta atagactgga tggaggcgga taaagttgca ggaccacttc tgcgctcggc     4440 
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ccttccggct ggctggttta ttgctgataa atctggagcc ggtgagcgtg ggtctcgcgg     4500 
 
tatcattgca gcactggggc cagatggtaa gccctcccgt atcgtagtta tctacacgac     4560 
 5 
ggggagtcag gcaactatgg atgaacgaaa tagacagatc gctgagatag gtgcctcact     4620 
 
gattaagcat tggtaactgt cagaccaagt ttactcatat atactttaga ttgatttaaa     4680 
 
acttcatttt taatttaaaa ggatctaggt gaagatcctt tttgataatc tcatgaccaa     4740 10 
 
aatcccttaa cgtgagtttt cgttccactg agcgtcagac cccgtagaaa agatcaaagg     4800 
 
atcttcttga gatccttttt ttctgcgcgt aatctgctgc ttgcaaacaa aaaaaccacc     4860 
 15 
gctaccagcg gtggtttgtt tgccggatca agagctacca actctttttc cgaaggtaac     4920 
 
tggcttcagc agagcgcaga taccaaatac tgtccttcta gtgtagccgt agttaggcca     4980 
 
ccacttcaag aactctgtag caccgcctac atacctcgct ctgctaatcc tgttaccagt     5040 20 
 
ggctgctgcc agtggcgata agtcgtgtct taccgggttg gactcaagac gatagttacc     5100 
 
ggataaggcg cagcggtcgg gctgaacggg gggttcgtgc acacagccca gcttggagcg     5160 
 25 
aacgacctac accgaactga gatacctaca gcgtgagcta tgagaaagcg ccacgcttcc     5220 
 
cgaagggaga aaggcggaca ggtatccggt aagcggcagg gtcggaacag gagagcgcac     5280 
 
gagggagctt ccagggggaa acgcctggta tctttatagt cctgtcgggt ttcgccacct     5340 30 
 
ctgacttgag cgtcgatttt tgtgatgctc gtcagggggg cggagcctat ggaaaaacgc     5400 
 
cagcaacgcg gcctttttac ggttcctggc cttttgctgg ccttttgctc acatgttctt     5460 
 35 
tcctgcgtta tcccctgatt ctgtggataa ccgtattacc gcctttgagt gagctgatac     5520 
 
cgctcgccgc agccgaacga ccgagcgcag cgagtcagtg agcgaggaag cggaagagcg     5580 
 
cccaatacgc aaaccgcctc tccccgcgcg ttggccgatt cattaatgca gcagctgcgc     5640 40 
 
gctcgctcgc tcactgaggc cgcccgggca aagcccgggc gtcgggcgac ctttggtcgc     5700 
 
ccggcctcag tgagcgagcg agcgcgcaga gagggagtgg ccaactccat cactaggggt     5760 
 45 
tccttgtagt taatgattaa cccgccatgc tacttatcta ccggcctcag tgagcgagcg     5820 
 
agcgcgcaga gagggagtgg ccaactccat cactaggggt tccttgtagt taatgattaa     5880 
 
cccgccatgc tacttatcta cactagtaag cttgcgaatt ccagtctaca gagaggtctc     5940 50 
 
tgacctctgc cccagctcca aggtcagcag gcagggaggg ctgtgtgttt gctgtttgct     6000 
 
gcttgcaatg tttgcccatt ttagggacat gagtaggctg aagtttgttc agtgtggact     6060 
 55 
tcagaggcag cacacaaaca gcaagcttgc gaattccagt ctacagagag gtctctgacc     6120 
 
tctgccccag ctccaaggtc agcaggcagg gagggctgtg tgtttgctgt ttgctgcttg     6180 
 
caatgtttgc ccattttagg gacatgagta ggctgaagtt tgttcagtgt ggacttcaga     6240 60 
 
ggcagcacac aaacagcaag cttgcgaatt ccagtctaca gagaggtctc tgacctctgc     6300 
 
cccagctcca aggtcagcag gcagggaggg ctgtgtgttt gctgtttgct gcttgcaatg     6360 
 65 
tttgcccatt ttagggacat gagtaggctg aagtttgttc agtgtggact tcagaggcag     6420 
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cacacaaaca gcaagctttg ctctagactg gaattcgtcg acgagctccc tatagtgagt     6480 
 
cgtattagag gccgactgac ccggtacccg gggatcttgc taccagtgga acagccacta     6540 
 5 
aggattctgc agtgagagca gagggccagc taagtggtac tctcccagag actgtctgac     6600 
 
tcacgccacc ccctccacct tggacacagg acgctgtggt ttctgagcca ggtacaatga     6660 
 
ctcctttcgg taagtgcagt ggaagctgta cactgcccag gcaaagcgtc cgggcagcgt     6720 10 
 
aggcgggcga ctcagatccc agccagtgga cttagcccct gtttgctcct ccgataactg     6780 
 
gggtgacctt ggttaatatt caccagcagc ctcccccgtt gcccctctgg atccactgct     6840 
 15 
taaatacgga cgaggacagg gccctgtctc ctcagcttca ggcaccacca ctgacctggg     6900 
 
acagtgaatg tccccctgat ctgcggccgt gactctctta aggtagcctt gcagaagttg     6960 
 
gtcgtgaggc actgggcagg taagtatcaa ggttacaaga caggtttaag gagaccaata     7020 20 
 
gaaactgggc ttgtcgagac agagaagact cttgcgtttc tgataggcac ctattggtct     7080 
 
tactgacatc cactttgcct ttctctccac aggtgtccac tcccagttca attacagctc     7140 
 25 
ttaaggctag agtacttaat acgactcact ataggctagc ctcgacctcg aga            7193 
 
 
<210>  11 
<211>  7199 30 
<212>  DNA 
<213>  Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223>  pGG2-hAAT-co-hu-SFMD. 35 
 
<400>  11 
 
cattaatgca gcagctgcgc gctcgctcgc tcactgaggc cgcccgggca aagcccgggc       60 
 40 
gtcgggcgac ctttggtcgc ccggcctcag tgagcgagcg agcgcgcaga gagggagtgg      120 
 
ccaactccat cactaggggt tccttgtagt taatgattaa cccgccatgc tacttatcta      180 
 
cgtagccatg ctctagacat ggctcgacag atctgatatc atcgatgaat tcgagctcgg      240 45 
 
tacccggccg cagatttagg tgacactata gaatatgcat cactagtaag cttgcgaatt      300 
 
ccagtctaca gagaggtctc tgacctctgc cccagctcca aggtcagcag gcagggaggg      360 
 50 
ctgtgtgttt gctgtttgct gcttgcaatg tttgcccatt ttagggacat gagtaggctg      420 
 
aagtttgttc agtgtggact tcagaggcag cacacaaaca gcaagcttgc gaattccagt      480 
 
ctacagagag gtctctgacc tctgccccag ctccaaggtc agcaggcagg gagggctgtg      540 55 
 
tgtttgctgt ttgctgcttg caatgtttgc ccattttagg gacatgagta ggctgaagtt      600 
 
tgttcagtgt ggacttcaga ggcagcacac aaacagcaag cttgcgaatt ccagtctaca      660 
 60 
gagaggtctc tgacctctgc cccagctcca aggtcagcag gcagggaggg ctgtgtgttt      720 
 
gctgtttgct gcttgcaatg tttgcccatt ttagggacat gagtaggctg aagtttgttc      780 
 
agtgtggact tcagaggcag cacacaaaca gcaagctttg ctctagactg gaattcgtcg      840 65 
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acgagctccc tatagtgagt cgtattagag gccgactgac ccggtacccg gggatcttgc      900 
 
taccagtgga acagccacta aggattctgc agtgagagca gagggccagc taagtggtac      960 
 
tctcccagag actgtctgac tcacgccacc ccctccacct tggacacagg acgctgtggt     1020 5 
 
ttctgagcca ggtacaatga ctcctttcgg taagtgcagt ggaagctgta cactgcccag     1080 
 
gcaaagcgtc cgggcagcgt aggcgggcga ctcagatccc agccagtgga cttagcccct     1140 
 10 
gtttgctcct ccgataactg gggtgacctt ggttaatatt caccagcagc ctcccccgtt     1200 
 
gcccctctgg atccactgct taaatacgga cgaggacagg gccctgtctc ctcagcttca     1260 
 
ggcaccacca ctgacctggg acagtgaatg tccccctgat ctgcggccgt gactctctta     1320 15 
 
aggtagcctt gcagaagttg gtcgtgaggc actgggcagg taagtatcaa ggttacaaga     1380 
 
caggtttaag gagaccaata gaaactgggc ttgtcgagac agagaagact cttgcgtttc     1440 
 20 
tgataggcac ctattggtct tactgacatc cactttgcct ttctctccac aggtgtccac     1500 
 
tcccagttca attacagctc ttaaggctag agtacttaat acgactcact ataggctagc     1560 
 
ctcgacctcg agacgcgtgc caccatgagc tgccctgtgc ccgcctgttg tgccctgctg     1620 25 
 
ctggtgctgg gactgtgcag agccagaccc cggaacgctc tgctgctgct ggccgacgat     1680 
 
ggcggatttg agagcggcgc ctacaacaac agcgccattg ccacccctca tctggacgcc     1740 
 30 
ctggccagaa gaagcctgct gttccggaac gccttcacca gcgtgtccag ctgcagccct     1800 
 
agcagagctt ccctgctgac aggcctgccc cagcatcaga atggcatgta cggcctgcac     1860 
 
caggatgtgc atcacttcaa cagcttcgac aaagtgcgga gcctgccact gctcctgtca     1920 35 
 
caggctggcg tgagaaccgg catcatcggc aagaaacacg tgggccccga gacagtgtac     1980 
 
cccttcgact tcgcctacac cgaagagaac ggcagcgtgc tgcaggtcgg ccggaacatc     2040 
 40 
acccggatca agctgctcgt gcggaagttt ctccagaccc aggacgaccg gcccttcttc     2100 
 
ctgtacgtgg ccttccacga ccctcacaga tgcggccaca gccagcccca gtacggcacc     2160 
 
ttctgcgaga agttcggcaa cggcgagagc ggcatgggca gaatccccga ctggaccccc     2220 45 
 
caggcatacg accctctgga cgtgctggtg ccctacttcg tgcccaacac ccctgccgcc     2280 
 
agagctgatc tggccgccca gtacaccacc gtgggcagaa tggatcaggg cgtgggcctg     2340 
 50 
gtgctgcagg aactgaggga cgctggcgtg ctgaacgaca ccctggtcat cttcacctcc     2400 
 
gacaacggca tcccattccc cagcggccgg accaatctgt actggcccgg cacagccgaa     2460 
 
cctctgctgg tgtccagccc cgagcaccct aagagatggg gccaggtgtc cgaggcctac     2520 55 
 
gtgtccctgc tggacctgac ccccaccatc ctggactggt tcagcatccc ctaccccagc     2580 
 
tacgccatct ttggaagcaa gaccatccac ctgaccggca gatctctgct gcctgccctg     2640 
 60 
gaagctgagc ctctgtgggc caccgtgttc ggcagccaga gccaccacga agtgaccatg     2700 
 
agctacccca tgcggagcgt gcagcaccgg cacttccggc tggtgcacaa cctgaacttc     2760 
 
aagatgccct tcccaatcga ccaggacttt tacgtgtccc ccaccttcca ggacctgctg     2820 65 
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aacagaacca cagccggcca gcccaccggc tggtacaagg acctgcggca ctactactac     2880 
 
cgggccagat gggagctgta cgacagaagc cgggaccccc acgagacaca gaacctggcc     2940 
 
accgacccca gattcgccca gctcctggaa atgctgcggg accagctggc caagtggcag     3000 5 
 
tgggagacac acgacccttg ggtctgcgct cccgacggcg tgctggaaga gaagctgtcc     3060 
 
ccccagtgcc agccactgca caacgagctg tgaacgcgtg atatcggatc ccggccggcg     3120 
 10 
gccgcttccc tttagtgagg gttaatgctt cgagcagaca tgataagata cattgatgag     3180 
 
tttggacaaa ccacaactag aatgcagtga aaaaaatgct ttatttgtga aatttgtgat     3240 
 
gctattgctt tatttgtaac cattataagc tgcaataaac aagttaacaa caacaattgc     3300 15 
 
attcatttta tgtttcaggt tcagggggag atgtgggagg ttttttaaag caagtaaaac     3360 
 
ctctacaaat gtggtaaaat ccgataaggg actagagcat ggctacgtag ataagtagca     3420 
 20 
tggcgggtta atcattaact acaaggaacc cctagtgatg gagttggcca ctccctctct     3480 
 
gcgcgctcgc tcgctcactg aggccgggcg accaaaggtc gcccgacgcc cgggctttgc     3540 
 
ccgggcggcc tcagtgagcg agcgagcgcg ccagctggcg taatagcgaa gaggcccgca     3600 25 
 
ccgatcgccc ttcccaacag ttgcgcagcc tgaatggcga atggaattcc agacgattga     3660 
 
gcgtcaaaat gtaggtattt ccatgagcgt ttttccgttg caatggctgg cggtaatatt     3720 
 30 
gttctggata ttaccagcaa ggccgatagt ttgagttctt ctactcaggc aagtgatgtt     3780 
 
attactaatc aaagaagtat tgcgacaacg gttaatttgc gtgatggaca gactctttta     3840 
 
ctcggtggcc tcactgatta taaaaacact tctcaggatt ctggcgtacc gttcctgtct     3900 35 
 
aaaatccctt taatcggcct cctgtttagc tcccgctctg attctaacga ggaaagcacg     3960 
 
ttatacgtgc tcgtcaaagc aaccatagta cgcgccctgt agcggcgcat taagcgcggc     4020 
 40 
gggtgtggtg gttacgcgca gcgtgaccgc tacacttgcc agcgccctag cgcccgctcc     4080 
 
tttcgctttc ttcccttcct ttctcgccac gttcgccggc tttccccgtc aagctctaaa     4140 
 
tcgggggctc cctttagggt tccgatttag tgctttacgg cacctcgacc ccaaaaaact     4200 45 
 
tgattagggt gatggttcac gtagtgggcc atcgccctga tagacggttt ttcgcccttt     4260 
 
gacgttggag tccacgttct ttaatagtgg actcttgttc caaactggaa caacactcaa     4320 
 50 
ccctatctcg gtctattctt ttgatttata agggattttg ccgatttcgg cctattggtt     4380 
 
aaaaaatgag ctgatttaac aaaaatttaa cgcgaatttt aacaaaatat taacgtctac     4440 
 
aatttaaata tttgcttata caatcttcct gtttttgggg cttttctgat tatcaaccgg     4500 55 
 
ggtacatatg attgacatgc tagttttacg attaccgttc atcgattctc ttgtttgctc     4560 
 
cagactctca ggcaatgacc tgatagcctt tgtagagacc tctcaaaaat agctaccctc     4620 
 60 
tccggcatga atttatcagc tagaacggtt gaatatcata ttgatggtga tttgactgtc     4680 
 
tccggccttt ctcacccgtt tgaatcttta cctacacatt actcaggcat tgcatttaaa     4740 
 
atatatgagg gttctaaaaa tttttatcct tgcgttgaaa taaaggcttc tcccgcaaaa     4800 65 
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gtattacagg gtcataatgt ttttggtaca accgatttag ctttatgctc tgaggcttta     4860 
 
ttgcttaatt ttgctaattc tttgccttgc ctgtatgatt tattggatgt tggaatcgcc     4920 
 
tgatgcggta ttttctcctt acgcatctgt gcggtatttc acaccgcata tggtgcactc     4980 5 
 
tcagtacaat ctgctctgat gccgcatagt taagccagcc ccgacacccg ccaacacccg     5040 
 
ctgacgcgcc ctgacgggct tgtctgctcc cggcatccgc ttacagacaa gctgtgaccg     5100 
 10 
tctccgggag ctgcatgtgt cagaggtttt caccgtcatc accgaaacgc gcgagacgaa     5160 
 
agggcctcgt gatacgccta tttttatagg ttaatgtcat gataataatg gtttcttaga     5220 
 
cgtcaggtgg cacttttcgg ggaaatgtgc gcggaacccc tatttgttta tttttctaaa     5280 15 
 
tacattcaaa tatgtatccg ctcatgagac aataaccctg ataaatgctt caataatatt     5340 
 
gaaaaaggaa gagtatgagt attcaacatt tccgtgtcgc ccttattccc ttttttgcgg     5400 
 20 
cattttgcct tcctgttttt gctcacccag aaacgctggt gaaagtaaaa gatgctgaag     5460 
 
atcagttggg tgcacgagtg ggttacatcg aactggatct caacagcggt aagatccttg     5520 
 
agagttttcg ccccgaagaa cgttttccaa tgatgagcac ttttaaagtt ctgctatgtg     5580 25 
 
gcgcggtatt atcccgtatt gacgccgggc aagagcaact cggtcgccgc atacactatt     5640 
 
ctcagaatga cttggttgag tactcaccag tcacagaaaa gcatcttacg gatggcatga     5700 
 30 
cagtaagaga attatgcagt gctgccataa ccatgagtga taacactgcg gccaacttac     5760 
 
ttctgacaac gatcggagga ccgaaggagc taaccgcttt tttgcacaac atgggggatc     5820 
 
atgtaactcg ccttgatcgt tgggaaccgg agctgaatga agccatacca aacgacgagc     5880 35 
 
gtgacaccac gatgcctgta gcaatggcaa caacgttgcg caaactatta actggcgaac     5940 
 
tacttactct agcttcccgg caacaattaa tagactggat ggaggcggat aaagttgcag     6000 
 40 
gaccacttct gcgctcggcc cttccggctg gctggtttat tgctgataaa tctggagccg     6060 
 
gtgagcgtgg gtctcgcggt atcattgcag cactggggcc agatggtaag ccctcccgta     6120 
 
tcgtagttat ctacacgacg gggagtcagg caactatgga tgaacgaaat agacagatcg     6180 45 
 
ctgagatagg tgcctcactg attaagcatt ggtaactgtc agaccaagtt tactcatata     6240 
 
tactttagat tgatttaaaa cttcattttt aatttaaaag gatctaggtg aagatccttt     6300 
 50 
ttgataatct catgaccaaa atcccttaac gtgagttttc gttccactga gcgtcagacc     6360 
 
ccgtagaaaa gatcaaagga tcttcttgag atcctttttt tctgcgcgta atctgctgct     6420 
 
tgcaaacaaa aaaaccaccg ctaccagcgg tggtttgttt gccggatcaa gagctaccaa     6480 55 
 
ctctttttcc gaaggtaact ggcttcagca gagcgcagat accaaatact gtccttctag     6540 
 
tgtagccgta gttaggccac cacttcaaga actctgtagc accgcctaca tacctcgctc     6600 
 60 
tgctaatcct gttaccagtg gctgctgcca gtggcgataa gtcgtgtctt accgggttgg     6660 
 
actcaagacg atagttaccg gataaggcgc agcggtcggg ctgaacgggg ggttcgtgca     6720 
 
cacagcccag cttggagcga acgacctaca ccgaactgag atacctacag cgtgagctat     6780 65 
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gagaaagcgc cacgcttccc gaagggagaa aggcggacag gtatccggta agcggcaggg     6840 
 
tcggaacagg agagcgcacg agggagcttc cagggggaaa cgcctggtat ctttatagtc     6900 
 
ctgtcgggtt tcgccacctc tgacttgagc gtcgattttt gtgatgctcg tcaggggggc     6960 5 
 
ggagcctatg gaaaaacgcc agcaacgcgg cctttttacg gttcctggcc ttttgctggc     7020 
 
cttttgctca catgttcttt cctgcgttat cccctgattc tgtggataac cgtattaccg     7080 
 10 
cctttgagtg agctgatacc gctcgccgca gccgaacgac cgagcgcagc gagtcagtga     7140 
 
gcgaggaagc ggaagagcgc ccaatacgca aaccgcctct ccccgcgcgt tggccgatt      7199 
 
  15 
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REIVINDICACIONES 
 

1. La secuencia aislada de nucleótidos SEQ ID NO: 1 que codifica para la proteína SEQ ID NO: 2. 
 
2. Una construcción génica que comprende la secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1. 5 
 
3. La construcción génica según la reivindicación 2, donde dicha construcción génica es un vector de 
expresión. 
 
4. La construcción génica según la reivindicación 3, donde el vector es un vector adeno-asociado. 10 
 
5. La construcción génica según la reivindicación 4, donde el serotipo del vector adeno-asociado es 1, 2, 5, 7, 
8 ó 9. 
 
6. La construcción génica según la reivindicación 4, que comprende un promotor CAG operativamente unido a 15 
la SEQ ID NO: 1. 
 
7. La construcción génica según la reivindicación 6, que es un vector adeno-asociado de serotipo 9 (AAV9) 
que comprende un promotor CAG operativamente unido a la SEQ ID NO: 1 (co-hu-SFMD), donde dicha construcción 
génica es la denominada AAV9-CAG-co-hu-SFMD. 20 
 
8. Un plásmido con número de acceso DSM 24817, que contiene la secuencia de nucleótidos según la 
reivindicación 1 (co-hu-SFMD) y un promotor CAG, donde dicho plásmido es el denominado pAAV-CAG-co-hu-
SFMD. 
 25 
9. La construcción génica según la reivindicación 3, que comprende un promotor hAAT operativamente unido 
a la SEQ ID NO: 1. 
 
10. Un plásmido que contiene la secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1 (co-hu-SFMD) 
operativamente unida al promotor hAAT, donde dicho plásmido es el denominado pAAV-hAAT-co-hu-SFMD. 30 
 
11. Una composición farmacéutica que comprende: la secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1; la 
construcción génica según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 y 9; o el plásmido según cualquiera de las 
reivindicaciones 8 o 10. 
 35 
12. La secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1; la construcción génica según cualquiera de las 
reivindicaciones 2 a 7 y 9; o el plásmido según cualquiera de las reivindicaciones 8 o 10; o la composición 
farmacéutica según la reivindicación 11 para su uso como medicamento. 
 
13. La secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1; la construcción génica según cualquiera de las 40 
reivindicaciones 2 a 7 y 9; o el plásmido según cualquiera de las reivindicaciones 8 o 10; o la composición 
farmacéutica según la reivindicación 11 para el tratamiento de las mucopolisacaridosis, preferiblemente la 
mucopolisacaridosis tipo IIIA o síndrome de Sanfilippo. 
 
14. Un método para producir los vectores de expresión según la reivindicación 4 que comprende los pasos 45 
siguientes: 

i) proporcionar un primer vector que comprende la SEQ ID NO: 1 entre una primera repetición 
terminal AAV y una segunda repetición terminal AAV, un promotor CAG o hAAT operativamente 
unido a la SEQ ID NO: 1; un segundo vector que comprende un gen rep de AAV y un gen cap de 
AAV; y un tercer vector que comprende la función auxiliar de adenovirus; 50 

ii) cotransfectar células competentes con los vectores del paso (i); 
iii) cultivar las células transfectadas del paso (ii); y 
iv) purificar los vectores de expresión resultantes del cultivo del paso (iii). 
 

15. Una célula aislada que contiene: la secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1; la construcción 55 
génica según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 y 9; o el plásmido según cualquiera de las reivindicaciones 8 o  
10. 
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FIG.1 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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FIG. 4 
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FIG. 5 
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FIG. 6 
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FIG. 7 
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FIG. 8 
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FIG. 9 
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FIG. 10 
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FIG. 11 
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FIG. 12 
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FIG. 13 
 

E11724246
08-02-2018ES 2 659 031 T3

 



56 
 

FIG. 14 
 
A BA B

E11724246
08-02-2018ES 2 659 031 T3

 



57 
 

FIG. 15 
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