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DESCRIPCION

Particula de AAV2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un acido
nucleico que codifica una tripeptidilo peptidasa 1 (TPP1) para el tratamiento de lipofuscinosis ceroide infantil tardia
(LINCL) en un mamifero no roedor mediante inyeccion intraventricular o administracion icv.

Antecedentes de la invencion

[0001] La transferencia de genes es reconocida actualmente como una herramienta poderosa para el analisis de
eventos bioldgicos y procesos de enfermedad, tanto a nivel celular como molecular. Mas recientemente, ha recibido
considerable atencion la aplicacion de una terapia génica para el tratamiento de enfermedades en humanos, ya sean
heredadas (por ejemplo, deficiencia de ADA) o adquiridas (por ejemplo, un cancer o una enfermedad infecciosa).
Con el surgimiento de técnicas mejoradas de transferencia de genes y la identificacion de una biblioteca en
crecimiento constante de enfermedades relacionadas con genes defectuosos, la terapia génica ha evolucionado
rapidamente desde una teoria de tratamiento hasta una realidad practica.

[0002] Tradicionalmente, la terapia génica se ha definido como un procedimiento mediante el cual se introduce un
gen exogeno en las células de un paciente con el fin de corregir un error genético congénito. Aunque actualmente
hay mas de 4500 enfermedades en humanos que se clasifican como genéticas, se han identificado relativamente
pocas mutaciones especificas para estas enfermedades en el genoma humano. Hasta hace poco, estas
enfermedades genéticas raras representaban los blancos exclusivos de los esfuerzos para el desarrollo de una
terapia génica. Por lo tanto, la mayoria de los protocolos de terapias génicas aprobados por el NIH hasta la fecha
estuvieron dirigidos a la introducciéon de una copia funcional de un gen defectuoso en las células somaticas de un
individuo que tiene un error genético congénito conocido. Tan solo recientemente es que los investigadores y
médicos clinicos han comenzado a apreciar que la mayoria de los canceres humanos, algunas formas de
enfermedades cardiovasculares y muchas enfermedades degenerativas también tienen importantes componentes
genéticos vy, a los efectos de disefiar nuevas terapias génicas, deberian considerarse como "trastornos genéticos".
Por ello, mas recientemente la terapia génica se ha definido ampliamente como la correccion de un fenotipo de
enfermedad por medio de la introduccion de informacion genética nueva en el organismo afectado.

[0003] En una terapia génica in vivo, se introduce un gen transferido en las células del organismo receptor in situ
es decir, dentro del receptor. Las terapias génicas in vivo fueron examinadas en varios modelos de animales. En
varias publicaciones recientes se ha informado la posibilidad de dirigir la transferencia de genes in situ a érganos y
tejidos tales como musculos, células madre hematopoyéticas, la pared arterial, el sistema nervioso y los pulmones.
También se ha descrito que la inyeccion directa de ADN en la musculatura esquelética, el musculo cardiaco y la
inyeccion de complejos de ADN-lipido en la vasculatura permite obtener un nivel de expresion detectable de uno o
mas productos del gen insertado in vivo.

[0004] EI tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central, por ejemplo, las enfermedades genéticas
heredadas del cerebro, continda siendo un problema irresoluble. Los ejemplos de las mismas son las enfermedades
por almacenamiento lisosémico. En su conjunto, la incidencia de enfermedades por almacenamiento lisosémico
(LSD) es de 1 por cada 10.000 nacimientos en todo el mundo, y en el 65% de los casos, hay un compromiso
significativo del sistema nervioso central (SNC). Las proteinas deficientes en estos trastornos, cuando se administran
por via intravenosa, no atraviesan la barrera hematoencefalica o, cuando se administran directamente en el cerebro,
no se distribuyen ampliamente. Por consiguiente, se necesita desarrollar terapias para los déficits del SNC.

[0005] Watson et al., Gene Therapy, volumen 13, 2006, paginas 917-925, describen el uso de vectores de AAV
recombinante para administrar una proteina terapéutica en el cerebro de un mamifero roedor que lo necesita. Mas
especificamente, Watson et al., describen el uso de un vector AAVr-IDUA empaquetado en una capside de AAV2
para tratar una enfermedad por almacenamiento lisosémico (LSD) en ratones adultos, en donde la LSD es una
mucopolisacaridosis tipo | y el vector se administra mediante inyeccion intratecal.

[0006] Passini et al., Journal of Virology, volumen 77, 2003, paginas 7034-7040, describen el uso de vectores de
AAV recombinante para administrar una proteina terapéutica en el cerebro de un mamifero roedor que lo necesita,
en donde la particula de AAVr se administra mediante inyeccion intraventricular. Mas especificamente, Passini et al.,
describen el uso de un vector AAVr1 para tratar una LSD en ratones, en donde la proteina terapéutica es una beta-
glucuronidasa y la LSD es una mucopolisacaridosis tipo VII.

[0007] Passini, et al., J. Neurosci, volumen 26, 2006, N° 5, paginas 1334-1342, divulgaron AAV2CUhCLN2, un
vector que comprende al ADNc CLN2 humano que codifica el gen TPP1 humano usado para la terapia génica de
una lipofuscinosis ceroide neuronal infantil tardia clasica (cLINCL) en ratones CLN2-/-. El vector AAV2CUhCLN2 se
inyectod estereotacticamente y dio como resultado 'una reduccion marcada del almacenamiento autofluorescente en
las regiones del cerebro inyectadas con AAV2CUhCLN2, asi como las regiones adyacentes, incluidos el cuerpo
estriado y el hipocampo'.
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Sintesis de la invencion

[0008] La presente invencion se relaciona con una particula de AAVr2 que comprende una proteina de la capside
de AAV2 y un vector que comprende un acido nucleico que codifica una proteina terapéutica insertada entre un par
de repeticiones terminales invertidas de AAV para usar en el tratamiento de una enfermedad por almacenamiento
lisosémico (LSD) en un mamifero no roedor, en donde dicha particula de AAVr2 se administrara al mamifero no
roedor mediante inyeccion intraventricular o administracion ICV, en donde la proteina es la tripeptidilo peptidasa 1
(TPP1), en donde la LSD es una lipofuscinosis ceroide infantil tardia (LINCL) y en donde el mamifero no roedor es
un perro, un primate o un humano.

[0009] Se divulga un método para administrar un acido nucleico en una célula ependimal de un mamifero no
roedor que comprende administrar en dicha célula ependimal una particula de AAV2 que contiene un vector que
comprende el acido nucleico insertado entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV2, y de esa manera
proveer el acido nucleico en la célula ependimal. En determinadas formas de realizacion, la particula de AAVr2
infecta la célula ependimal que no es de primate a razén de mas un 20% que el indice de infectividad de AAV4, tal
como a razén de mas del 50% o 100%, 1000% o 2000% con respecto al indice de infectividad de AAV4.

[0010] También se divulga un método para administrar un acido nucleico a un mamifero no roedor que comprende
administrar en una célula ependimal del mamifero una particula de AAV2 que comprende el acido nucleico insertado
entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, y volver a introducir la célula ependimal en el mamifero,
para de esa manera proveer el acido nucleico al mamifero.

[0011] Ademas se divulga un método para administrar un acido nucleico en una célula ependimal de un mamifero
no roedor que comprende administrar al mamifero una particula de AAV2 que comprende el acido nucleico insertado
entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, para de esa manera proveer el acido nucleico en una
célula ependimal en el mamifero.

[0012] También se divulga un método para suministrar un agente en el sistema nervioso central de un mamifero no
roedor, que comprende administrar en el liquido cefalorraquideo (CSF) del mamifero no roedor una particula de
AAV2 que contiene un vector que comprende el acido nucleico insertado entre un par de repeticiones terminales
invertidas de AAV de una manera eficaz para infectar células ependimales en el mamifero no roedor de manera tal
que las células ependimales secretaran el agente en el CSF del mamifero no roedor.

[0013] Ademas se divulga un método de tratamiento de una enfermedad en un mamifero no roedor que
comprende administrar en las células ependimales del mamifero una particula de AAV2 que contiene un vector que
comprende el acido nucleico insertado entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, para de esa
manera proveer el acido nucleico en la célula ependimal.

[0014] En determinados aspectos, la enfermedad es una enfermedad por almacenamiento lisosémico (LSD). En
determinados aspectos la LSD es lipofuscinosis ceroide infantil o infantil tardia, neuropatica de Gaucher, Batten
juvenil, Fabry, MLD, Sanfilippo A, Hunter, Krabbe, Morquio, Pompe, Niemann-Pick C, Tay-Sachs, Hurler (MPS-I H),
Sanfilippo B, Maroteaux-Lamy, Niemann-Pick A, cistinosis, Hurler-Scheie (MPS-I H/S), sindrome de Sly (MPS VII),
Scheie (MPS-I S), Batten infantil, gangliosidosis GM1, mucolipidosis tipo IlI/lll o enfermedad de Sandhoff. En
determinadas formas de realizacion, la enfermedad es una LINCL. En determinados aspectos, la enfermedad es una
enfermedad neurodegenerativa, tal como la enfermedad de Huntington, ALS, hemiplegia espastica hereditaria,
esclerosis lateral primaria, atrofia muscular espinal, enfermedad de Kennedy, mal de Alzheimer, una enfermedad por
repeticiones de poliglutamina o el mal de Parkinson.

[0015] En determinados aspectos, el mamifero grande es un primate, caballo, ovejas, cabras, cerdo o perro. En
determinadas formas de realizacion, el primate es un ser humano.

[0016] En determinados aspectos, el acido nucleico es una hidrolasa lisosémica. En determinadas formas de
realizacion, el acido nucleico es TPP1.

[0017] Ademas se divulga un método para transfectar una célula ependimal de un cerebro de mamifero no roedor
que comprende administrar en el liquido cefalorraquideo (CSF) del mamifero no roedor una particula de AAV2 que
contiene un vector que comprende un acido nucleico insertado entre un par de repeticiones terminales invertidas de
AAV2 de una manera eficaz para infectar las células ependimales en el mamifero no roedor de manera tal que las
células ependimales secretaran al agente en el CSF del mamifero no roedor.

[0018] Ademas se divulga el uso del vector viral descrito precedentemente para preparar un medicamento que es
de utilidad para tratar una enfermedad por almacenamiento lisosémico en un mamifero.

[0019] Ademas se divulga una célula descrita precedentemente para usar en un tratamiento o diagndstico médico.

[0020] Ademas se divulga el uso de la célula descrita precedentemente para preparar un medicamento que es de
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utilidad para tratar una enfermedad por almacenamiento lisosémico en un mamifero.
Descripcion breve de las figuras

[0021] En la Figura 1 se muestra la transfeccion de AAVeGFP en perros.

En la Figura 2 se muestra la transfeccion de AAVeGFP en el cerebro de primates no humanos.

En la Figura 3 se muestra que la transduccion ependimal de TPP1 en un cerebro NHP, indicé un aumento
significativo de la enzima en el CSF.

En la Figura 4 se muestra una actividad elevada de TPP1 en varias regiones del cerebro.

En la Figura 5 se muestran los resultados del desempefio en el laberinto en T de perros control y tratados. Los
circulos claros representan a los perros afectados; los cuadrados oscuros son los perros normales y los circulos
oscuros representan un perro TPP-/- tratado con AAV2-CLN2.

La Figura 6A es un alineamiento de proteinas AAV2 (SEQ ID N°: 1) y AAV4 (SEQ ID N°: 2) y la Figura 6B es un
alineamiento de los nucledtidos de AAV2 (SEQ ID N°: 3) y AAV4 (SEQ ID N°: 4) basado en la secuencia de AAV2
(NC_001401) y AAV4 (NC_001829).

Descripcion detallada

[0022] La presente invencion se relaciona con una particula de AAVr2 que comprende una proteina de la capside
de AAV2 y un vector que comprende un acido nucleico que codifica una proteina terapéutica insertada entre un par
de repeticiones terminales invertidas de AAV para usar en el tratamiento de una enfermedad por almacenamiento
lisosémico (LSD) en un mamifero no roedor, en donde dicha particula de AAVr2 se administrara al mamifero no
roedor mediante inyeccion intraventricular o administracion ICV, en donde la proteina es tripeptidilo peptidasa 1
(TPP1), en donde la LSD es una lipofuscinosis ceroide infantil tardia (LINCL) y en donde el mamifero no roedor es
un perro, un primate o un humano.

[0023] EI virus adeno-asociado (AAV) es un virus no patégeno pequefio de la familia Parvoviridae. EI AAV es
distinto de los otros miembros de esta familia debido a su dependencia de un virus ayudante para su replicacion. En
la ausencia de un virus ayudante, el AAV se puede integrar de una manera especifica del locus en el brazo q del
cromosoma 19. El genoma de aproximadamente 5 kb del AAV consiste en un segmento de ADN de hebra simple de
polaridad ya sea mas o menos. Los extremos del genoma son repeticiones terminales invertidas cortas que se
pueden plegar como estructuras en horquilla y sirven como origen de la replicacion del ADN viral. Fisicamente, el
virién del parvovirus no tiene envoltura y su capside icosahédrica es de aproximadamente 20 nm de diametro.

[0024] Hasta la fecha se han identificado ocho AAV serolégicamente distintos y se han aislado de ellos de
humanos o primates y se denominan tipos de AAV 1-5. Govindasamy et al., "Structurally Mapping the Diverse
Phenotype of Adeno-Associated Virus Serotype 4", J. Vir., 80 (23): 11556-11570 (2006). El genoma del AAV2 es de
4680 nucledtidos de longitud y contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF). El ORF izquierdo codifica las
proteinas Rep no estructurales, Rep 40, Rep 52, Rep 68 y Rep 78, que estan involucrados en la regulacion de la
replicacion y transcripcion ademas de la produccion de genomas de progenie de hebra simple. Ademas, dos de las
proteinas Rep se han asociado con la integracion preferencial de los genomas del AAV en una regién del brazo q del
cromosoma 19 humano. También se ha mostrado que Rep68/78 tiene actividad de unidon a NTP asi como
actividades ADN y ARN helicasa. Las proteinas Rep tienen una sefial de localizaciéon nuclear, asi como varios sitios
potenciales de fosforilaciéon. Una mutaciéon de uno de estos sitios quinasa dio como resultado la pérdida de la
actividad de replicacion.

[0025] Los extremos del genoma son repeticiones terminales invertidas cortas (ITR) que tienen la posibilidad de
plegarse como estructuras en horquilla con forma de T que sirven como origen de la replicacion del ADN viral. Se
han descrito dos elementos dentro de la region ITR que son fundamentales para la funcion de la ITR, un motivo de
repeticion GAGC vy el sitio de resolucion terminal (trs). Se ha demostrado que el motivo de repeticion se une a Rep
cuando la ITR se encuentra en una conformacion ya sea lineal o en horquilla. Esta union sirve para posicionar a
Rep68/78 para el corte en el trs que tiene lugar de una manera especifica del sitio y de la hebra. Ademas de su rol
en la replicacion, estos dos elementos parecen ser fundamentales para la integracion viral. En el locus de
integracion del cromosoma 19 hay un sitio de unién a Rep con un trs adyacente. Se ha demostrado que estos
elementos son funcionales y necesarios para una integracion especifica del locus.

[0026] EI virion AAV2 es una particula que no tiene envoltura, icosahédrica, de aproximadamente 25 nm en
diametro, y que consiste en tres proteinas relacionadas denominadas VP1, VP2 y VP3. La ORF derecha codifica las
proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3. Estas proteinas se encuentran a una relacion 1:1:10, respectivamente, y
todas derivan de la ORF derecha. Las proteinas de la capside difieren entre si en el uso de un corte y empalme
alternativo y un codon de inicio poco comun. El analisis de supresion ha mostrado que la eliminacion o alteracion de
VP1 que se traduce a partir de un mensaje de corte y empalme alternativo resulta en un rendimiento reducido de
particulas infectantes. Las mutaciones en la region codificante de VP3 resultan en una falla para producir cualquier
ADN de progenie de hebra simple o particulas infectantes. Una particula de AAV2 es una particula viral que
comprende una proteina de la capside de AAV2. Un polipéptido de la capside de AAV2 puede codificar el polipéptido
VP1, VP2 y VP3 completo. La particula puede ser una particula que comprende AAV2 y otras proteinas de la
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capside de AAV (es decir, una proteina quimérica, tal como AAV4 y AAV2). En la presente se contemplan
variaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside de AAV2, siempre que la particula viral
resultante que comprende la capside de AAV2 permanezca antigénicamente o inmunolégicamente diferente del
AAV4, lo cual se puede determinar rutinariamente mediante métodos estandar. Especificamente, por ejemplo, se
puede emplear un ELISA y transferencias Western para determinar si una particula viral es antigénicamente o
inmunolégicamente distinta de AAV4. Ademas, la particula viral AAV2 preferiblemente retiene un tropismo tisular
distinto de AAV4.

[0027] Una particula de AAV2 es una particula viral que comprende una proteina de la capside de AAV2. Un
polipéptido de la capside de AAV2 que codifica al polipéptido VP1, VP2 y VP3 completo puede tener, globalmente,
por lo menos un 63% aproximadamente de homologia (o identidad) con un polipéptido cuya secuencia de
aminoacidos esta codificada por los nucledtidos que se muestran en la SEQ ID N°: 1 (proteina de la capside de
AAV2). La proteina de la capside puede presentar aproximadamente un 70% de homologia, aproximadamente 75%
de homologia, 80% de homologia, 85% de homologia, 90% de homologia, 95% de homologia, 98% de homologia,
99% de homologia o hasta un 100% de homologia con la proteina que se muestran en la SEQ ID N°: 1. La proteina
de la capside puede presentar aproximadamente un 70% de identidad, aproximadamente 75% de identidad, 80% de
identidad, 85% de identidad, 90% de identidad, 95% de identidad, 98% de identidad, 99% de identidad o hasta un
100% de identidad con la proteina que se muestran en la SEQ ID N°: 1. La particula puede ser una particula que
comprende una proteina de la capside tanto de AAV4 como de AAV2, es decir, una proteina quimérica. En la
presente se contemplan variaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside de AAV2, siempre
que la particula viral resultante que comprende la capside de AAV2 permanezca antigénicamente o
inmunoldgicamente diferente del AAV4, lo cual se puede determinar rutinariamente mediante métodos estandar.
Especificamente, por ejemplo, se puede emplear un ELISA y transferencias Western para determinar si una particula
viral es antigénicamente o inmunolégicamente distinta de AAV4. Ademas, la particula viral AAV2 preferiblemente
retiene un tropismo tisular distinto de AAV4, tal como se describe en los ejemplos de la presente, aunque una
particula quimérica AAV2 que comprende por lo menos una proteina del recubrimiento de AAV2 puede tener un
tropismo tisular diferente del de una particula de AAV2 que solamente consiste en proteinas del recubrimiento de
AAV2.

[0028] Tal como se muestra en las Figuras 6A y 6B, la secuencia de la capside de AAV2 y la secuencia de la
capside de AAV4 son aproximadamente 60% homologas entre si. En determinadas formas de realizacion, la capside
de AAV2 comprende (o consiste en) una secuencia que es por lo menos 65% homologa de la secuencia de
aminoacidos que se muestra en la SEQ ID N°: 1.

[0029] En determinados aspectos se divulga ademas una particula de AAV2 que contiene, es decir, que
encapsula, un vector que comprende un par de repeticiones terminales invertidas de AAV2. La secuencia de
nucleétidos de los ITR de AAV2 es conocida en el arte. Ademas, la particula puede ser una particula que comprende
una proteina de la capside tanto de AAV4 como de AAV2, es decir, una proteina quimérica. Aun mas, la particula
puede ser una particula que encapsula un vector que comprende un par de repeticiones terminales invertidas de
AAV de otros AAV (por ejemplo, AAV1-AAV8). El vector encapsulado en la particula puede comprender ademas un
acido nucleico exdgeno insertado entre las repeticiones terminales invertidas.

[0030] Las siguientes caracteristicas del AAV lo convierten en un vector atractivo para la transferencia de genes.
Se ha demostrado in vitro que los vectores de AAV se integran de manera estable en el genoma celular; tienen un
amplio rango de huéspedes; transducen células en divisién y que no estan en division in vitro e in vivo y mantienen
niveles de expresion altos de los genes transducidos. Las particulas virales son estables al calor, resistentes a
solventes, detergentes, cambios en el pH, temperatura y se pueden concentrar sobre gradientes de CsCl. La
integracion de un provirus AAV no esta asociada con ningun efecto negativo a largo plazo sobre el crecimiento o la
diferenciacion celular. Se ha demostrado que los ITR son los Unicos elementos cis requeridos para la replicacion, el
empaquetamiento y la integracion, y pueden tener algunas actividades promotoras.

[0031] Se divulgan métodos para administrar particulas de AAV2, vectores de AAV2 recombinantes y viriones de
AAV2 recombinantes. Una particula de AAV2 es una particula viral que comprende una proteina de la capside de
AAV2. Un vector de AAV2 recombinante es una construccién de acidos nucleicos que comprende por lo menos un
acido nucleico unico de AAV2. Un virién de AAV2 recombinante es una particula que contiene un vector AAV2
recombinante. Para considerarla incluida en el término "AAV2 ITR", la secuencia de nucledtidos debe retener una o
ambas caracteristicas descritas en la presente que diferencias al ITR AAV2 del ITR AAV4: (1) tres (en lugar de
cuatro como en AAV4) repeticiones "GAGC" y (2) en el sitio de union del ITR AAV2 Rep el cuarto nucledtido en las
primeras dos repeticiones "GAGC" es C en lugar de T.

[0032] EI promotor puede ser cualquier promotor deseado, seleccionado segun consideraciones conocidas, tales
como el nivel de expresion de un acido nucleico ligado funcionalmente al promotor y el tipo de célula en el cual se
usara el vector. Los promotores pueden comprender un promotor exdgeno o enddgeno. Los promotores pueden
incluir, por ejemplo, promotores fuertes conocidos tal como SV40 o el promotor de metalotioneina inducible, o un
promotor de AAV, tal como un promotor p5 de AAV. Otros ejemplos de promotores incluyen los promotores
derivados de genes de actina, genes de inmunoglobulina, de citomegalovirus (CMV), adenovirus, virus del papiloma
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bovino, promotores adenovirales, tal como el promotor adenoviral mayor tardio, un promotor de shock de calor
inducible, del virus del sincicio respiratorio, del virus del sarcoma de Rous (RSV), etc. Especificamente, el promotor
puede ser un promotor p5 de AAV2 o un promotor p5 de AAV4. Ademas, los fragmentos mas pequeiios del promotor
p5 que retengan la actividad promotora se pueden determinar facilmente mediante procedimientos estandar que
incluyen, por ejemplo, la construccion de una serie de supresiones en el promotor p5, uniéon de supresion a un gen
informante y determinacion de si el gen informante se expresa, es decir, si se transcribe y/o traduce.

[0033] EI vector de AAV2 puede comprender ademas un acido nucleico exdgeno (heterdlogo) ligado
funcionalmente al promotor. Un "acido nucleico heterélogo” significa que se puede insertar cualquier acido nucleico
heterélogo o exdgeno en el vector para su transferencia a una célula, tejido u organismo. El acido nucleico puede
codificar, por ejemplo, un polipéptido o una proteina o un ARN antisentido. El término "ligado funcionalmente"
significa que el promotor puede promover la expresion del acido nucleico heterélogo, como es conocido en el arte,
tal como en una orientacion apropiada del promotor con relacion al acido nucleico heterélogo. Ademas, el acido
nucleico heterdlogo preferiblemente tiene todas las secuencias apropiadas para la expresion del acido nucleico,
como es conocido en el arte, para codificar funcionalmente, es decir, permitir la expresion del acido nucleico. El
acido nucleico puede incluir, por ejemplo, secuencias de control de la expresion, tal como un potenciador y los sitios
de procesamiento de informacion necesarios, tales como sitios de unién a ribosomas, sitios de corte y empalme de
ARN, sitios de poliadenilacion y secuencias terminadoras de la transcripcion.

[0034] EI acido nucleico heterdlogo puede codificar proteinas beneficiosas que reemplazaran a las proteinas
faltantes o defectuosas requeridas por el sujeto en el cual sera transferido el vector o puede codificar un polipéptido
citotoxico que puede ser direccionado, por ejemplo, hacia células cancerosas u otras células cuya muerte seria
beneficiosa para el sujeto. El acido nucleico heterélogo también puede codificar ARN antisentido que se pueden unir,
y de esa manera inactivar, los ARNm producidos por el sujeto que codifican proteinas perjudiciales. En una forma de
realizacion, se pueden producir polinucledtidos antisentido a partir de un casete de expresion heterélogo en una
construccion viral AAV2, donde el casete de expresidn contiene una secuencia que promueve una expresion
especifica del tipo celular.

[0035] Los ejemplos de acidos nucleicos heterélogos que se pueden administrar en una célula o sujeto como parte
del vector AAV2 de la presente pueden incluir, pero en un sentido no taxativo, los acidos nucleicos que codifican
agentes terapéuticos, tales como hidrolasas lisosémicas; factores de necrosis tumoral (TNF), tales como TNF-alfa;
interferones, tales como interferdn-alfa, interferon-beta e interferon-gamma; interleuquinas, tales como IL-1, IL-1beta
e ILs-2 a -14; GM-CSF; adenosina desaminasa; factores secretados tales como factores de crecimiento; canales
idnicos; agentes quimioterapéuticos; proteinas lisosomicas; productos de genes anti-apoptéticos; proteinas
promotores de la supervivencia neural tales como receptores de glutamato y factores de crecimiento; factores de
crecimiento celulares, tales como linfoquinas; CD4 soluble; Factor VIII; Factor IX; receptores de células T; receptor
LDL; ApoE; ApoC; antitripsina alfa-1; ornitina transcarbamilasa (OTC); receptor transmembrana de fibrosis quistica
(CFTRY); insulina; receptores Fc para los dominios de unién al antigeno de anticuerpos, tales como inmunoglobulinas;
y secuencias antisentido que inhiben la replicacion viral, tales como secuencias antisentido que inhiben la replicacion
de hepatitis B o hepatitis no A, virus no B. Ademas, el acido nucleico puede codificar mas de un producto génico,
solamente limitado por el tamafio del acido nucleico que puede ser empaquetado.

[0036] Una particula de AAV2 es una particula viral que comprende una proteina de la capside de AAV2. En la
presente se contemplan variaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside de AAV2, siempre
que la particula viral resultante que comprende la capside de AAV2 permanezca antigénicamente o
inmunolégicamente diferente del AAV4, lo cual se puede determinar rutinariamente mediante métodos estandar.
Especificamente, por ejemplo, se puede emplear un ELISA y transferencias Western para determinar si una particula
viral es antigénicamente o inmunoldgicamente distinta de otros serotipos del AAV.

[0037] EI término "polipéptido”, segun se usa en la presente, se refiere a un polimero de aminoacidos e incluye
proteinas de longitud completa y fragmentos de las mismas. Por consiguiente, los términos "proteina," polipéptido" y
"péptido" a menudo s usan indistintamente en la presente. Las sustituciones se pueden seleccionar mediante
parametros conocidos para que sean neutras. Como podran apreciar los especialistas en el arte, también se
divulgan polipéptidos que presentan variaciones ligeras en cuanto a las secuencias de aminoacidos u otras
propiedades. Dichas variaciones pueden surgir naturalmente como variaciones alélicas (por ejemplo, debido a un
polimorfismo genético) o se pueden producir mediante intervencion humana (por ejemplo, mediante mutagénesis de
secuencias de ADN clonadas), tales como mutantes inducidos puntuales, de supresion, e insercion y de sustitucion.
En general se prefieren cambios menores en la secuencia de aminoacidos, tales como reemplazos de aminoacidos
conservadores, supresiones o inserciones internas pequefias, y adiciones o supresiones en los extremos de las
moléculas. Estas modificaciones pueden resultar en cambios en la secuencia de aminoacidos, proporcionar
mutaciones silentes, modificar un sitio de restriccidon o proveer otras mutaciones especificas.

[0038] Se divulga un método para administrar un acido nucleico en una célula que comprende administrar en dicha
célula una particula de AAV2 que contiene un vector que comprende el acido nucleico insertado entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV2, y de esa manera proveer el acido nucleico en la célula. La
administracion en la célula se puede efectuar utilizando cualquier medio, que incluyen el simple contacto de la
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particula, opcionalmente contenida en un liquido deseado, tal como un medio de cultivo tisular, o una solucién
amortiguadora salina, con las células. Se puede dejar que la particula permanezca en contacto con las células por
cualquier extension de tiempo deseado, y tipicamente la particula se administra y se deja que permanezca
indefinidamente. Para dichos métodos in vitro, el virus se puede administrar a la célula mediante métodos de
transduccion viral estandar, como se conoce en el arte y como se describe en la presente. Los titulos de virus a
administrar pueden variar, en particular dependiendo del tipo de célula, pero tipicamente seran los que se usan para
la transduccion de AAV en general. Adicionalmente, se puede utilizar los titulos que se usan para transducir las
células particulares en los ejemplos de la presente. Las células pueden incluir cualquier célula humana deseada, asi
como de otros mamiferos grandes (no roedores), tales como primates, caballo, ovejas, cabras, cerdos y perros.

[0039] Mas especificamente, la presente divulgacion provee un método para administrar un acido nucleico en una
célula ependimal, que comprende administrar en la célula ependimal una particula de AAV2 que contiene un vector
que comprende el acido nucleico insertado entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, para asi
proveer el acido nucleico en la célula ependimal.

[0040] También se divulga un método para administrar un acido nucleico a un sujeto que comprende administrar
en una célula del sujeto una particula de AAV2 que comprende el acido nucleico insertado entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV, y volver a introducir la célula en el sujeto, para de esa manera proveer el
acido nucleico al sujeto. Los ITR AAV pueden ser ITR de AAV2. Para dicha administracion ex vivo, se aislan células
de un sujeto utilizando los medios estandar de acuerdo con el tipo de célula y se colocan en un medio de cultivo
apropiado, nuevamente de acuerdo con el tipo celular. Luego se recubren las particulas virales con las células como
se describi6 antes, y se deja que el virus transfecte las células. Luego las células se pueden volver a transplantar en
el cuerpo del sujeto, nuevamente con los medios estandar para el tipo de célula y de tejido. Si se deseara deseado,
antes del transplante, se pueden estudiar las células por su grado de transfeccién por el virus, mediante medios de
deteccion conocidos y como se describe en la presente.

[0041] Ademas se divulga un método para administrar un acido nucleico en una célula de un sujeto que
comprende administrar al sujeto una particula de AAV2 que comprende el acido nucleico insertado entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV, para de esa manera proveer el acido nucleico en una célula en el sujeto.
La administracion puede ser una administracion ex vivo directamente en una célula retirada de un sujeto, tal como
cualquiera de las células enumeradas antes, seguido por introduccion nuevamente de la célula en el sujeto, o la
administracion puede ser una administracion in vivo en una célula en el sujeto. Para una administracion ex vivo, se
aislan células de un sujeto utilizando los medios estandar de acuerdo con el tipo de célula y se colocan en un medio
de cultivo apropiado, nuevamente de acuerdo con el tipo celular. Luego se recubren las particulas virales con las
células como se describi6 antes, y se deja que el virus transfecte las células. Luego las células se pueden volver a
transplantar en el cuerpo del sujeto, nuevamente con los medios estandar para el tipo de célula y de tejido. Si se
deseara deseado, antes del transplante, se pueden estudiar las células por su grado de transfeccion por el virus,
mediante medios de deteccion conocidos y como se describe en la presente.

[0042] También se divulga un método para administrar un acido nucleico en una célula ependimal de un sujeto que
comprende administrar al sujeto una particula de AAV2 que comprende el acido nucleico insertado entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV, para de esa manera proveer el acido nucleico en una célula ependimal en
el sujeto.

[0043] En determinados aspectos, la secuencia de aminoacidos dirigida al endotelio vascular del cerebro es
direccionada al endotelio vascular del cerebro de un sujeto que padece una enfermedad, por ejemplo, una
enfermedad por almacenamiento lisosémico.

[0044] En determinados aspectos, la secuencia de aminoacidos dirigida al endotelio vascular del cerebro es
direccionada al endotelio vascular del cerebro de un sujeto que no padece una enfermedad por almacenamiento
lisosémico.

[0045] En determinados aspectos, el vector viral comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
agente terapéutico. En determinadas formas de realizacion, el agente terapéutico es TPP1.

[0046] Determinados aspectos de la presente divulgacion proveen una célula que comprende un vector viral
descrito en la presente.

[0047] En determinados aspectos, la célula es una célula de mamifero de un mamifero no roedor. En
determinadas formas de realizacioén, la célula es una célula de primate. En determinadas formas de realizacion, la
célula es una célula humana. En determinados aspectos, la célula es una célula no humana. En determinados
aspectos, la célula se encuentra in vitro. En determinadas formas de realizacion, la célula se encuentra in vivo. En
determinados aspectos, la célula es una célula ependimal.

[0048] Determinados aspectos de la presente divulgacién proveen un método de tratamiento de una enfermedad
en un mamifero que comprende administrar un vector viral o la célula, como se describe en la presente, al mamifero.
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[0049] En determinados aspectos, el mamifero es un humano.

[0050] En determinados aspectos, la enfermedad es una enfermedad por almacenamiento lisosémico (LSD). En
determinados aspectos, la LSD es una lipofuscinosis ceroide infantil o infantil tardia, Gaucher, Batten juvenil, Fabry,
MLD, Sanfilippo A, Batten infantil tardio, Hunter, Krabbe, Morquio, Pompe, Niemann-Pick C, Tay-Sachs, Hurler
(MPS-I H), Sanfilippo B, Maroteaux-Lamy, Niemann-Pick A, cistinosis, Hurler-Scheie (MPS-I H/S), sindrome de Sly
(MPS VII), Scheie (MPS-I S), Batten infantil, gangliosidosis GM1, mucolipidosis tipo IlI/lll o enfermedad de Sandhoff.

[0051] En determinados aspectos, la enfermedad es una enfermedad neurodegenerativa. En determinadas formas
de realizacion, la enfermedad neurodegenerativa es la enfermedad de Huntington, ALS, hemiplegia espastica
hereditaria, esclerosis lateral primaria, atrofia muscular espinal, enfermedad de Kennedy, mal de Alzheimer, una
enfermedad por repeticiones de poliglutamina o el mal de Parkinson.

[0052] Determinados aspectos de la presente divulgacion proveen un método para suministrar un agente en el
sistema nervioso central de un sujeto, que comprende administrar en el CSF un vector viral descrito en la presente
de manera que las células ependimales transducidas expresen el agente terapéutico y suministren dicho agente en
el sistema nervioso central del sujeto. En determinadas formas de realizacién, el vector viral transduce células
ependimales.

[0053] Determinados aspectos de la presente divulgacion proveen un vector viral o una célula, descritos en la
presente, para usar en tratamientos médicos.

[0054] Determinados aspectos de la presente divulgacion proveen el uso de un vector viral o una célula, descritos
en la presente, para preparar un medicamento de utilidad para tratar una enfermedad, por ejemplo, una enfermedad
por almacenamiento lisosémico, en un mamifero.

[0055] EI vector puede comprender ademas una enzima lisosémica (por ejemplo, una hidrolasa lisosémica), una
proteina secretada, una proteina nuclear o una proteina citoplasmatica. Segun se usa en la presente, el término
"proteina secretada" incluye cualquier proteina secretada, ya sea secretada naturalmente o modificada para
contener una secuencia sefal para que pueda ser secretada.

[0056] Un acido nucleico esta ligado operativamente cuando se encuentra en una relacion funcional con oftra
secuencia de acido nucleico. En general, el término “ligado operativamente” significa que las secuencias de ADN
que estan siendo ligados sean contiguas. Sin embargo, no es necesario que los potenciadores sean contiguos. La
union se logra mediante enlaces en sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, se usan
adaptadores o conectores de oligonucleétidos sintéticos de acuerdo con la practica convencional. Adicionalmente,
se pueden unir multiples copias del acido nucleico que codifica las enzimas en el vector de expresién. Dichos acidos
nucleicos multiples pueden estar separados por conectores.

[0057] La presente divulgacion también provee una célula de mamifero que contiene un vector descrito en la
presente. La célula puede ser humana y puede ser de cerebro. El tipo de célula puede comprender una poblacién de
células madre o progenitoras.

[0058] La presente divulgacion provee un método de tratamiento de una enfermedad, tal como una enfermedad
genética o un cancer en un mamifero, mediante la administracion de un polinucleétido, polipéptido, vector de
expresion o célula, descritos en la presente. La enfermedad genética o el cancer puede ser una enfermedad por
almacenamiento lisosémico (LSD), tal como una lipofuscinosis ceroide infantil o infantil tardia, Gaucher, Batten
juvenil, Fabry, MLD, Sanfilippo A, Batten infantil tardio, Hunter, Krabbe, Morquio, Pompe, Niemann-Pick C, Tay-
Sachs, Hurler (MPS-I H), Sanfilippo B, Maroteaux-Lamy, Niemann-Pick A, cistinosis, Hurler-Scheie (MPS-I H/S),
sindrome de Sly (MPS VII), Scheie (MPS-I S), Batten infantil, gangliosidosis GM1, mucolipidosis tipo Il/lll o la
enfermedad de Sandhoff.

[0059] La enfermedad genética puede ser una enfermedad neurodegenerativa, tal como la enfermedad de
Huntington, ALS, hemiplegia espastica hereditaria, esclerosis lateral primaria, atrofia muscular espinal, enfermedad
de Kennedy, mal de Alzheimer, una enfermedad por repeticiones de poliglutamina o exposicion focal tal como el mal
de Parkinson.

[0060] Determinados aspectos de la divulgacion se relacionan con polinucleétidos, polipéptidos, vectores y células
modificadas genéticamente (modificadas in vivo), y el uso de los mismos. En particular, la divulgacion se relaciona
con un método para una terapia génica o con proteinas que permita una administracion sistémica de una dosis
terapéuticamente eficaz del agente terapéutico.

[0061] De acuerdo con un aspecto, se provee un sistema de expresion celular para expresar un agente terapéutico
en un receptor de mamifero. El sistema de expresion (también denominado "célula modificada genéticamente” en la
presente) comprende una célula y un vector de expresion para expresar el agente terapéutico. Los vectores de

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2745470 T3

expresion incluyen, pero en un sentido no taxativo, virus, plasmidos y otros vehiculos para suministrar un material
genético heterdlogo a células. Por lo tanto, el término "vector de expresion”, segun se usa en la presente, se refiere
a un vehiculo para suministrar un material genético heterélogo en una célula. En particular, el vector de expresion es
una vector adenoviral, de un virus adeno-asociado o de un lentivirus o de un retrovirus recombinante.

[0062] EI vector de expresion incluye ademas un promotor para controlar la transcripcion del gen heterélogo. El
promotor puede ser un promotor inducible (descrito mas adelante). El sistema de expresion es adecuado para su
administracion al receptor de mamifero. El sistema de expresion puede comprender una pluralidad de células
modificadas genéticamente no inmortalizadas, donde cada célula contiene por lo menos un gen recombinante que
codifica por lo menos un agente terapéutico.

[0063] EI sistema de expresion celular se puede formar in vivo. De acuerdo con aun otro aspecto, se provee un
método para tratar a un receptor de mamifero in vivo. El método incluye introducir a un vector de expresion para
expresar un producto génico heterélogo en una célula del paciente in situ, tal como mediante una administracion
intravenosa. Para formar el sistema de expresion in vivo, se introduce un vector de expresion para expresar el
agente terapéutico in vivo en el receptor de mamifero por via i.v., donde el vector migra a través de la vasculatura al
cerebro.

[0064] De acuerdo con aun otro aspecto, se provee un método para tratar a un receptor de mamifero in vivo. El
método incluye introducir la proteina blanco en el paciente in vivo.

[0065] El vector de expresion para expresar el gen heterélogo puede incluir un promotor inducible para controlar la
transcripcion del producto génico heterdlogo. Por lo tanto, la administracion del agente terapéutico in situ esta
controlada por la exposicién de la célula in situ a condiciones que inducen la transcripcion del gen heterdélogo.

[0066] EI receptor de mamifero puede padecer una condicién que es susceptible a una terapia de reemplazo
genético. Segun se usa en la presente, una "terapia de reemplazo genético" se refiere a la administracion al receptor
del material genético exdgeno que codifica un agente terapéutico y la subsiguiente expresion del material genético
administrado in situ. Por consiguiente, la frase "condicion susceptible a una terapia de reemplazo genético" abarca
condiciones tales como enfermedades genéticas (es decir, una condicién de enfermedad que sea atribuible a uno o
mas defectos genéticos), patologias adquiridas (es decir, una condicion patolégica que no es atribuible a un defecto
congénito), canceres y procesos profilacticos (es decir, prevencion de una enfermedad o de una condicion médica
indeseada). Por lo tanto, segun se usa en la presente, el término "agente terapéutico” se refiere a cualquier agente o
material, que tiene un efecto beneficioso sobre el receptor de mamifero. Por consiguiente, un "agente terapéutico”
abarca moléculas tanto terapéuticas como profilacticas que comprende componentes de acidos nucleicos o de
proteinas.

[0067] De acuerdo con un aspecto, el receptor de mamifero tiene una enfermedad genética y el material genético
exogeno comprende un gen heterélogo que codifica un agente terapéutico para tratar la enfermedad. En aun otro
aspecto el receptor de mamifero tiene una patologia adquirida y el material genético exdgeno comprende un gen
heterélogo que codifica un agente terapéutico para tratar dicha patologia. De acuerdo con otro aspecto, el paciente
tiene un cancer y el material genético exdgeno comprende un gen heterélogo que codifica un agente antineoplasico.
En aun otro aspecto, el paciente padece una condicion médica indeseada y el material genético exégeno comprende
un gen heterdlogo que codifica un agente terapéutico para tratar dicha condicion.

[0068] Segun se usa en la presente, el término "enzima lisosémica”, una "proteina secretada”, una "proteina
nuclear” o una "proteina citoplasmatica" incluyen variantes o fragmentos biol6gicamente activos o inactivos de estos
polipéptidos. Una "variante" de uno de los polipéptidos es un polipéptido que no es completamente idéntico a una
proteina nativa. Dicha variante de proteina se puede obtener mediante alteracién de la secuencia de aminoacidos
por insercién, supresion o sustitucién de uno o mas aminoacidos. La secuencia de aminoacidos de la proteina se
modifica, por ejemplo, mediante sustitucién, para crear un polipéptido que tenga sustancialmente las mismas
cualidades, o mejoradas, en comparacion con el polipéptido nativo. La sustitucion puede ser una sustitucion
conservada. Una "sustitucion conservada” es una sustitucion de un aminoacido por otro aminoacido que tenga una
cadena lateral similar. Una sustitucion conservada seria una sustitucién por un aminoacido que provoque el menor
cambio posible en la carga del aminoacido o en el tamafio de la cadena lateral del aminoacido (como alternativa, del
tamafio, carga o tipo de grupo quimico en la cadena lateral) de manera tal que el péptido en general retenga su
conformacioén espacial, pero tenga una actividad biolégica alterada. Por ejemplo, los cambios conservados comunes
podrian ser Asp por Glu, Asn o GlIn; His por Lys, Arg o Phe; Asn por GIn, Asp o Glu y Ser por Cys, Thr o Gly.
Habitualmente se usa alanina para la sustitucién por otros aminoacidos. Los 20 aminoacidos esenciales se pueden
agrupar de la siguiente manera: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptofano y metionina que
tienen cadenas laterales no polares; glicina, serina, treonina, cistina, tirosina, asparagina y glutamina que tienen
cadenas laterales polares sin carga; aspartato y glutamato que tienen cadenas laterales acidas; y lisina, arginina e
histidina que tienen cadenas laterales basicas.

[0069] Los cambios de aminoacidos se logran cambiando los codones de la secuencia de acidos nucleicos
correspondiente. Se sabe que dichos polipéptidos se pueden obtener basado en la sustitucion de determinados
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aminoacidos por otros aminoacidos en la estructura polipeptidica con el fin de modificar o mejorar la actividad
biolégica. Por ejemplo, la sustitucion de aminoacidos alternativos permite conferir pequefios cambios
conformacionales a un polipéptido, lo cual resultara en una mayor actividad. Como alternativa, las sustituciones de
aminoacidos de determinados polipéptidos se pueden usar para proveer residuos, que luego se pueden unir a otras
moléculas para proveer conjugados de péptido-molécula que retenga suficientes propiedades del polipéptido de
partida como para que sean utiles para otros fines.

[0070] Se puede usar el indice hidropatico de aminoacidos para conferir una funcion bioldgica interactiva a un
polipéptido, en donde se encontré que determinados aminoacidos pueden ser sustituidos por otros aminoacidos con
indices hidropaticos similares y aun retener una actividad biolégica similar. Como alternativa, la sustitucion de
aminoacidos similares se puede efectuar basado en la hidrofilicidad, en particular cuando la funcién biolégica
deseada del polipéptido a generar sera para usar en formas de realizacién inmunoldgicas. La mayor hidrofilicidad
promedio local de una "proteina”, gobernada por la hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona
con su inmunogenicidad. Por lo tanto, las sustituciones se pueden efectuar sobre la base de la hidrofilicidad
asignada a cada aminoacido.

[0071] Cuando se usa ya sea el indice de hidrofilicidad o el indice hidropatico, que asigna valores a cada
aminoacido, se prefiere realizar sustituciones de aminoacidos donde estos valores sean de %2, siendo
particularmente preferido +1 y siendo aquellos con 10,5 las sustituciones mas preferidas.

[0072] La variante de proteina tiene por lo menos 50%, por lo menos aproximadamente 80% o aun por lo menos
aproximadamente 90% pero menos de un 100%, de homologia o identidad de secuencias de aminoacidos contiguas
con la secuencia de aminoacidos de una proteina nativa correspondiente.

[0073] La secuencia de aminodacidos de la variante de polipéptido corresponde esencialmente a la secuencia de
aminoacidos del polipéptido nativo. Segun se usa en la presente, "corresponde esencialmente a" se refiere a una
secuencia de polipéptidos que generara una respuesta biolégica que es sustancialmente la misma que la respuesta
generada por la proteina nativa. Dicha respuesta puede comprender por lo menos un 60% del nivel generado por la
proteina nativa, y aun puede comprender por lo menos un 80% del nivel generado por la proteina nativa.

[0074] Una variante puede incluir residuos de aminoacidos que no estan presentes en la correspondiente proteina
nativa, o puede incluir supresiones relativas a la correspondiente proteina nativa. Una variante también puede ser un
"fragmento” que esta truncado en comparacion con la correspondiente proteina nativa, es decir, solamente una
porcidon de una proteina de longitud completa. Las variantes de proteinas también incluyen péptidos que contengan
por lo menos un D-aminoacido.

[0075] La variante de proteina se puede expresar a partir de una secuencia de ADN aislada que codifica la
variante de proteina. El término "recombinante" se define como un péptido o acido nucleico producido mediante
procesos de ingenieria genética. Cabe notar que es bien conocido en el arte que, debido a la redundancia del cédigo
genético, se pueden intercambiar facilmente nucleétidos individuales en un codén y aun obtener como resultado una
secuencia de aminoacidos idéntica. Los términos “proteina” “péptido” y “polipéptido” se usan indistintamente en la
presente.

[0076] La presente divulgacion provee meétodos de tratamiento de una enfermedad en un mamifero que
comprenden administrar un vector de expresion a una célula o paciente. Para los métodos de terapia génica, un
especialista en el arte de la biologia molecular y las terapias génicas podra determinar, sin una experimentacion
excesiva, las dosificaciones y rutas de administracion apropiadas del vector de expresion usado en los nuevos
métodos de la presente divulgacion.

[0077] De acuerdo con un aspecto, las células se transforman o se modifican de otra manera in vivo. Las células
del receptor de mamifero se transforman (es decir, se transducen o transfectan) in vivo con un vector que contiene
un material genético exdgeno para expresar un gen heterélogo (por ejemplo, recombinante) que codifica un agente
terapéutico y el agente terapéutico se provee in situ.

[0078] Segun se usa en la presente, "material genético exdgeno" se refiere a un acido nucleico o un
oligonucledtido, ya sea natural o sintético, que no se encuentra naturalmente en las células; o si es natural en las
células, no es transcrito o expresado a niveles bioldgicamente significativos por las células. Por consiguiente, un
"material genético exdgeno" incluye, por ejemplo, un acido nucleico no natural que se puede transcribir en ARN
antisentido, asi como un "gen heterdlogo" (es decir, un gen que codifica una proteina que no se expresa o se
expresa a niveles biolégicamente insignificantes en una célula natural del mismo tipo).

[0079] En determinados aspectos, el receptor de mamifero padece una condicién que es susceptible a una terapia
de reemplazo genético. Segun se usa en la presente, una "terapia de reemplazo genético" se refiere a la
administracion al receptor del material genético exdgeno que codifica un agente terapéutico y la subsiguiente
expresion del material genético administrado in situ. Por consiguiente, la frase "condicion susceptible a una terapia
de reemplazo genético" abarca condiciones tales como enfermedades genéticas (es decir, una condicion de
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enfermedad que sea atribuible a uno o mas defectos genéticos), patologias adquiridas (es decir, una condicion
patolégica que no es atribuible a un defecto congénito), canceres y procesos profilacticos (es decir, prevencion de
una enfermedad o de una condicion médica indeseada). Por lo tanto, segun se usa en la presente, el término
"agente terapéutico" se refiere a cualquier agente o material, que tiene un efecto beneficioso sobre el receptor de
mamifero. Por consiguiente, un "agente terapéutico” abarca moléculas terapéuticas, asi como profilacticas que
comprenden dicho acido nucleico (por ejemplo, ARN antisentido) y/o componentes proteicos.

[0080] Como alternativa, la condicion susceptible a una terapia de reemplazo genético es un proceso profilactico,
es decir, un proceso para prevenir una enfermedad o una condicién médica indeseada. Por consiguiente, la presente
divulgacion abarca un sistema de expresion celular para administrar un agente terapéutico que cumple una funcién
profilactica (es decir, un agente profilactico) al receptor de mamifero.

[0081] Enresumen, el término "agente terapéutico” incluye, pero en un sentido no taxativo, los agentes asociados
con las condiciones enumeradas precedentemente, asi como sus equivalentes funcionales. Segun se usa en la
presente, el término "equivalente funcional" se refiere a una molécula (por ejemplo, un péptido o una proteina) que
tiene el mismo efecto beneficioso, o mejorado, sobre el receptor de mamifero que el agente terapéutico del cual es
considerado como un equivalente funcional.

[0082] Los agentes terapéuticos y condiciones susceptibles a una terapia de reemplazo genético divulgados antes
son meramente ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente divulgacion. La seleccion de un agente
terapéutico adecuado para tratar una condicién conocida se considera dentro del alcance de un especialista del arte
sin una experimentacion excesiva.

Vectores de AAV2

[0083] En una forma de realizacién, un vector viral de la divulgaciéon es un vector AAV2. Un vector "AAV2" se
refiere a un virus adeno-asociado y se puede refiere al propio virus de tipo salvaje natural o a derivados del mismo.
El término abarca todos los subtipos, serotipos y pseudotipos, y formas tanto naturales como recombinantes,
excepto cuando se requiera lo contrario. Segun se usa en la presente, el término "serotipo” se refiere a un AAV que
se identifica y distingue de otros AAV basado en la reactividad de la proteina de la capside con antisueros definidos;
por ejemplo, hay ocho serotipos conocidos de los AAV de primate, los AAV-1 a AAV-8. Por ejemplo, el serotipo
AAV2 se usar para hacer referencia a un AAV que contiene proteinas de la capside codificados por el gen cap del
AAV2 y un genoma que contiene secuencias ITR 5"y 3' del mismo serotipo de AAV2. Segun se usa en la presente,
por ejemplo, se puede usar AAVr1 para hacer referencia a un AAV que comprende proteinas de la capside e ITR 5'-
3' del mismo serotipo o se puede referir a un AAV que comprende proteinas de la capside de un serotipo e ITR 5'-3'
de un serotipo de AAYV diferente, por ejemplo, de la capside del serotipo 2 del AAV y las ITR del serotipo 5 del AAV.
Por cada ejemplo ilustrado en la presente la descripcion del disefio y la produccion del vector describe el serotipo de
la capside y las secuencias ITR 5-3'. La abreviatura "AAVI" se refiere a un virus adeno-asociado recombinante,
también conocido como vector de AAV recombinante (o "vector AAVI").

[0084] Un "virus AAV" o una "particula viral AAV" se refiere a una particula viral compuesta por al menos una
proteina de la capside del AAV (preferiblemente por todas las proteinas de la capside de un AAV de tipo salvaje) y
un polinucledtido encapsulado. Si la particula comprende un polinucleétido heterélogo (es decir, un polinucleétido
distinto de un genoma de AAV de tipo salvaje, tal como un transgen, que sera administrado a una célula de
mamifero), tipicamente se denomina "AAVT".

[0085] En una forma de realizacion, los vectores de expresion AAV se construyen usando técnicas conocidas para
al menos comprender, como componentes ligados operativamente en la direccion de la transcripcion, elementos de
control que incluyen una region de inicio de la transcripcion, el ADN de interés y una region de terminacion de la
transcripcion. Los elementos de control se seleccionaran para que sean funcionales en una célula de mamifero. La
construccion resultante que contiene a los componentes ligados operativamente esta flanqueada (5' y 3') por
secuencias ITR AAV funcionales.

[0086] Las "repeticiones terminales invertidas del virus adeno-asociado" o "ITR AAV" son las regiones conocidas
en el arte que se encuentran en cada extremo del genoma del AAV que funcionan juntos en cis como origenes de la
replicacion de ADN y como sefiales de empaquetamiento para el virus. Las ITR AAV, junto con la region codificante
rep AAV, proveen un corte y rescate eficientes y la integracion de una secuencia de nucledtidos interpuesta entre
dos ITR flanqueadoras en el genoma de una célula de mamifero.

[0087] Las secuencias de nucledtidos de las regiones ITR AAV son conocidas. Segun se usa en la presente, no es
necesario que una "ITR AAV" comprenda la secuencia de nucleotidos de tipo salvaje representada, sino que puede
estar alterada, por ejemplo, mediante la insercion, supresion o sustitucion de nucleotidos. Adicionalmente, la ITR
AAV puede derivar de cualquiera de diversos serotipos de AAV que incluyen, en un sentido no taxativo, AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV7, etc. Ademas, las ITR 5 y 3’ que flanquean una secuencia de nucledtidos
seleccionada en un vector AAV no necesariamente son idénticos ni derivan del mismo serotipo o forma aislada de
AAV, siempre que funcionen segun lo previsto, es decir, que permitan el corte y rescate de la secuencia de interés
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del genoma o vector de una célula huésped, y que permitan la integracion de la secuencia heteréloga en el genoma
de la célula receptora cuando los productos del gen Rep AAV estan presentes en la célula.

[0088] En una forma de realizacion, las ITR AAV pueden derivar de cualquiera de diversos serotipos del AAV, que
incluyen en un sentido no taxativo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV7, etc. Ademas, las ITR 5 y 3’ que
flanquean una secuencia de nucleétidos seleccionada en un vector de expresidon AAV no necesariamente son
idénticos ni derivan del mismo serotipo o forma aislada de AAV, siempre que funcionen segun lo previsto, es decir,
que permitan el corte y rescate de la secuencia de interés del genoma o vector de una célula huésped, y que
permitan la integracion de la molécula de ADN en el genoma de la célula receptora cuando los productos del gen
Rep AAV estan presentes en la célula.

[0089] En una forma de realizacion, las capsides del AAV pueden derivar de AAV2. El tamafio de las moléculas de
ADN adecuadas para usar en los vectores de AAV seran de menos que aproximadamente 5 kilobases (kb), menos
que aproximadamente 4,5 kb, menos que aproximadamente 4 kb, menos que aproximadamente 3,5 kb, menos que
aproximadamente 3 kb, menos que aproximadamente 2.5 kb y son conocidas en el arte.

[0090] En una forma de realizacion, la secuencia de nucledtidos seleccionada esta ligada operativamente a
elementos de control que dirigen la transcripcion o expresion de la misma en el sujeto in vivo. Dichos elementos de
control pueden comprender las secuencias de control que normalmente estan asociadas con el gen seleccionado.
Como alternativa, se pueden emplear secuencias de control heterélogas. Las secuencias de control heterélogas que
son de utilidad en general incluyen aquellas que derivan de secuencias que codifican genes de mamifero o virales.
Los ejemplos incluyen, pero en un sentido no taxativo, el promotor SV40 temprano, el promotor LTR del virus de
tumor mamario de raton; el promotor tardio mayor de adenovirus (Ad MLP); un promotor del virus Herpes simplex
(HSV), un promotor de citomegalovirus (CMV) tal como la region del promotor temprano inmediato del CMV
(CMVIE), un promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), promotores pol I, promotores pol Ill, promotores
sintéticos, promotores hibridos y semejantes. Ademas, las secuencias derivadas de genes no virales, tal como el
gen de la metalotioneina murina, también son de utilidad en la presente. Dichas secuencias promotoras se
encuentran disponibles comercialmente, por ejemplo, de Stratagene (San Diego, California).

[0091] En una forma de realizacion, tanto los promotores heterélogos como otros elementos de control, tales como
promotores especificos del SNC e inducibles, potenciadores y semejantes, seran de particular utilidad. Los ejemplos
de promotores heterdlogos incluyen el promotor del CMV. Los ejemplos de promotores especificos del SNC incluyen
aquellos que se aislan de los genes de la proteina basica de mielina (MBP), la proteina acida fibrilar de la glia
(GFAP) y la enolasa especifica de neuronas (NSE). Los ejemplos de promotores inducibles incluyen elementos
sensibles a ADN para ecdisona, tetraciclina, hipoxia y aufina.

[0092] En una forma de realizacion, el vector de expresion AAV que contiene a la molécula de ADN de interés
unida por las ITR AAV, se puede construir mediante insercién directa de una o mas secuencias seleccionadas en un
genoma de AAV de la cual se han recortado los principales marcos de lectura abiertos ("ORF") del AAV. También se
pueden suprimir otras porciones del genoma de AAV, siempre que permanezca una porcion suficiente de las ITR
para que puedan realizar las funciones de replicacion y empaquetamiento. Dichas construcciones se pueden disefar
usando técnicas bien conocidas en el arte.

[0093] Como alternativa, las ITR AAV se pueden recortar del genoma viral o de un vector de AAV que contenga al
mismo y luego se pueden fusionar en 5' y 3' de una construccion de acidos nucleicos seleccionada que esta
presente en otro vector usando técnicas de ligacion estandar. Por ejemplo, las ligaciones se pueden llevar a cabo en
Tris-Cl 20 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM, DTT 10 mM, BSA 33 pg/ml, NaCl 10 mM-50 mM y ya sea ATP 40 uM, 0,01-
0,02 unidades (Weiss) de T4 ADN ligasa a 0 °C (para una ligacion de "extremos adhesivos") o bien, ATP 1 mM, 0,3-
0,6 unidades (Weiss) de T4 ADN ligasa a 14 °C (para una ligacion de "extremos romos"). Las ligaciones
intermoleculares de "extremos adhesivos" habitualmente se efectian a concentraciones de 30-100 pug/ml de ADN
total (concentracion total final de 5-100 nM). Vectores de AAV que contienen ITR.

[0094] Adicionalmente, se pueden producir genes quiméricos mediante sintesis para que incluyan secuencias de
ITR AAV dispuestas 5' y 3' de una o mas secuencias de acidos nucleicos seleccionadas. Se pueden usar codones
preferidos para la expresion de la secuencia del gen quimérico en células del SNC de mamifero. La secuencia
quimérica completa se ensambla a partir de oligonucledétidos superpuestos preparados mediante métodos estandar.

[0095] Con el fin de producir viriones de AAVr, se introduce un vector de expresion AAV en una célula huésped
adecuada usando técnicas conocidas, tal como mediante transfeccion. Hay numerosas técnicas de transfeccion que
son conocidas en general en el arte. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning, a laboratory
manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Nueva York. Los métodos de transfeccion particularmente adecuados
incluyen coprecipitacion por fosfato de calcio, microinyeccion directa en las células cultivadas, electroporacion,
transferencia de genes mediada por liposomas, transduccién mediada por lipidos y provision de acidos nucleicos
usando microproyectiles a gran velocidad.

[0096] En una forma de realizacion, las células huésped adecuadas para producir viriones de AAVr incluyen

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2745470 T3

microorganismos, células de levadura, células de insecto y células de mamifero, que se pueden usar o que se han
usado como receptores de una molécula de ADN heteréloga. El término incluye la progenie de la célula original que
fue transfectada. Por consiguiente, una "célula huésped", segun se usa en la presente, en general se refiere a una
célula que ha sido transfectada con una secuencia de ADN exdgena. Se pueden usar células de la linea celular
humana estable, 293 (disponible, por ejemplo, de American Type Culture Collection con el N° de Acceso ATCC
CRL1573) en la practica de la presente divulgacion. En particular, la linea celular humana 293 es una linea celular
de rifién embrionario humano que fue transformada con fragmentos de ADN del adenovirus tipo 5 y expresa los
genes adenovirales E1a y E1b. La linea celular 293 se puede transfectar faciimente, y provee una plataforma
particularmente conveniente en para producir los viriones de AAVT.

[0097] Una "regién codificante de rep AAV" se refiere a la region reconocida en el arte del genoma de AAV que
codifica las proteinas replicacién Rep 78, Rep 68, Rep 52 y Rep 40. Se ha demostrado que estos productos de
expresion de Rep tienen muchas funciones, que incluyen reconocimiento, unién y nicking o corte del origen de
replicacion del ADN de AAYV, actividad ADN helicasa y modulacion de la transcripcion a partir de promotores del AAV
(u otros promotores heterdlogos). Los productos de la expresion de Rep son necesarios en su conjunto para la
replicacion del genoma del AAV. Los homdlogos adecuados de la region codificante de rep AAV incluyen el gen rep
del herpesvirus humano 6 (HHV-6) que también se sabe que interviene en la replicacion del ADN de AAV-2.

[0098] Una "region codificante de cap del AAV " se refiere a la region reconocida en el arte del genoma de AAV
que codifica las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3, u homdlogos funcionales de las mismas. Estos productos
de expresion de cap proveen las funciones de empaquetamiento que en su conjunto se requieren para empaquetar
el genoma viral.

[0099] En una forma de realizacion, se introducen funciones ayudantes de AAV en la célula huésped mediante
transfeccion de la célula huésped con una construccion ayudante del AAV ya sea antes o de manera concurrente
con la transfeccion del vector de expresion AAV. Las construcciones de ayudantes del AAV se usan entonces para
proveer por lo menos una expresion transitoria de los genes rep y/o cap del AAV para complementar las funciones
que le faltan al AAV y que son necesarias para una infeccion productiva del AAV. Las construcciones ayudantes del
AAV carecen de las ITR AAV y tampoco pueden replicarse o empaquetarse a si mismos. Estas construcciones se
pueden encontrar en la forma de un plasmido, fago, transposén, césmido, virus o virién. Se han descrito numerosas
construcciones de ayudantes del AAV, tales como los plasmidos de uso comun, pAAV/Ad y pIM29+45, que codifican
los productos de expresion de ambos Rep y Cap. Se han descrito numerosos vectores adicionales que codifican los
productos de expresion de Rep y/o Cap.

[0100] Los métodos de administracion de los vectores virales incluyen inyectar el AAV2 en el CSF. En general, los
viriones AAVr se pueden introducir en las células del SNC usando técnicas de transduccion ya sea in vivo o in vitro.
Si la transduccion es in vitro, la célula receptora deseada sera retirada del sujeto, transducida con los viriones AAVr
e introducida nuevamente en el sujeto. Como alternativa, se pueden usar células singénicas o xenogénicas porque
dichas células no generaran una respuesta inmunoldgica inapropiada en el sujeto.

[0101] Se han descrito métodos adecuados para la administracion e introduccion de las células transducidas en un
sujeto. Por ejemplo, las células se pueden transducir in vitro mediante combinacion de los viriones de AAV
recombinantes con células del SNC, por ejemplo, en un medio apropiado, y luego se pueden seleccionar aquellas
células que contienen al ADN de interés usando técnicas convencionales, tales como transferencias Southern y/o
PCR, o usando marcadores seleccionables. Las células transducidas se pueden formular luego en composiciones
farmacéuticas, descritas con mayor detalle mas adelante, y la composicion se puede introducir en el sujeto mediante
diversas técnicas, tal como mediante injertos, inyeccion intramuscular, intravenosa, subcutanea e intraperitoneal.

[0102] En una forma de realizacion, las composiciones farmacéuticas comprenderan material genético suficiente
como para producir una cantidad terapéuticamente eficaz del acido nucleico de interés, es decir, una cantidad
suficiente como para reducir o aliviar los sintomas del estado de enfermedad en cuestiéon o una cantidad suficiente
para conferir el beneficio deseado. Las composiciones farmacéuticas también van a contener un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Dichos excipientes incluyen cualquier agente farmacéutico que por si mismo no
inducira la produccion de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicién, y que se pueden
administrar sin ocasionar una toxicidad indebida. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero en
un sentido no taxativo, sorbitol, Tween80 y liquidos tales como agua, salina, glicerol y etanol. Se pueden incluir sales
farmacéuticamente aceptables en las mismas, por ejemplo, sales de acidos minerales tales como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos, sulfatos y semejantes; y las sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos,
malonatos, benzoatos y semejantes. Adicionalmente, también puede haber sustancias auxiliares, tales como
agentes humectantes o emulsionantes, sustancias amortiguadoras del pH y semejantes en dichos vehiculos. Se
puede consultar una descripcion exhaustiva de los excipientes farmacéuticamente aceptables en Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

[0103] Sera evidente para los especialistas en el arte, en vista de las divulgaciones de esta descripcion, que la
cantidad eficaz del vector viral que se debe agregar puede determinarse empiricamente. La administracion se puede
efectuar en una sola dosis, de manera continua o intermitente durante el transcurso del tratamiento. Los métodos
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para determinar la manera y las dosis de administracion mas efectivas son bien conocidos por los especialistas en el
arte y variaran segun el vector viral, la composicion de la terapia, las células blanco y el sujeto bajo tratamiento. Se
pueden llevar a cabo administraciones simples y multiples con el nivel de dosis y el patrén elegido por el médico
tratante.

[0104] Se comprendera que el vector viral administrado podria expresar mas de un transgen. Como alternativa,
también se pueden administrar vectores separados, donde cada uno expresa uno o mas transgenes diferentes, en el
SNC como se describe en la presente. Ademas, también se prevé que los vectores virales administrados mediante
los métodos de la presente divulgacion se puedan combinar con otras composiciones y terapias adecuadas.

Métodos para introducir material genético en células

[0105] EI material genético exdgeno (por ejemplo, un ADNc que codifica una o mas proteinas terapéuticas) se
introduce en la célula ex vivo o in vivo mediante métodos de transferencia genética, tales como transfeccion o
transduccion, para proveer una célula modificada genéticamente. Los diversos vectores de expresion (es decir, los
vehiculos para facilitar la administracion de un material genético exdgeno en una célula blanco) son conocidos por
un especialista en el arte.

[0106] Segun se usa en la presente, la "transfeccion de células” se refiere a la adquisicion por una célula de un
material genético nuevo mediante incorporacion del ADN agregado. Por consiguiente, la transfeccion se refiere a la
insercion de un acido nucleico en una célula usando métodos fisicos o quimicos. Los especialistas en el arte
conocen diversas técnicas de transfeccion que incluyen: coprecipitacion de ADN por fosfato de calcio; DEAE-
dextrano; electroporacion; transfeccion mediada por liposomas cationicas; y bombardeo de microparticulas facilitado
por particulas de tungsteno. La coprecipitacion ADN por fosfato de estroncio es otro método de transfeccion posible.

[0107] Por el contrario, la "transduccion de células" se refiere al proceso de transferir un acido nucleico a una
célula usando un virus a ADN o ARN. Un virus a ARN (es decir, un retrovirus) para transferir un acido nucleico a una
célula se denomina retrovirus quimérico transductor en la presente. El material genético exégeno contenido en el
retrovirus se incorpora en el genoma de la célula transducida. Una célula que ha sido transducida con un virus a
ADN quimérico (por ejemplo, un adenovirus que comprende un ADNc que codifica un agente terapéutico), no habra
incorporado el material genético exdgeno en su genoma, pero podra expresar dicho material genético exdgeno que
esta retenido extracromosémicamente en la célula.

[0108] Tipicamente, el material genético exdgeno incluye al gen heterdlogo (habitualmente en la forma de un
ADNc que comprende los exones que codifican la proteina terapéutica) junto con un promotor para controlar la
transcripcion del nuevo gen. El promotor tiene caracteristicamente tiene una secuencia de nucleétidos especifica
necesaria para iniciar la transcripcion. Opcionalmente, el material genético exégeno incluye ademas las secuencias
adicionales (es decir, potenciadores) necesarias para obtener la actividad de transcripcion del gen deseado. A los
efectos de esta descripcién, un "potenciador” es simplemente cualquier secuencia de ADN no traducida que funciona
en posicion contigua con la secuencia codificante (en cis) para cambiar el nivel de transcripcion basal dictado por el
promotor. El material genético exdgeno se puede introducir en el genoma de la célula inmediatamente 3’ con
respecto al promotor de manera tal que el promotor y la secuencia codificante estaran ligados operativamente para
asi permitir la transcripcion de la secuencia codificante. Un vector de expresion retroviral puede incluir un elemento
promotor exdgeno para controlar la transcripcion del gen exdgeno insertado. Dichos promotores exégenos incluyen
promotores tanto constitutivos como inducibles.

[0109] Los promotores constitutivos naturales controlan la expresiéon de las funciones celulares esenciales. Como
resultado de ello, un gen bajo el control de un promotor constitutivo se expresara bajo todas las condiciones del
crecimiento celular. Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen los promotores de los siguientes genes que
codifican determinadas funciones constitutivas o de "mantenimiento”: hipoxantina fosforibosilo transferasa (HPRT),
dihidrofolato reductasa (DHFR), adenosina desaminasa, fosfoglicerol quinasa (PGK), piruvato quinasa, fosfoglicerol
mutasa, el promotor de actina y otros promotores constitutivos conocidos por los especialistas en el arte. Ademas,
may muchos promotores virales que funcionan de manera constitutiva en células eucariotas. Estos promotores
incluyen: los promotores de SV40 temprano y tardio; las repeticiones terminales largas (LTR) del virus de la
leucemia de Moloney y otros retrovirus; y el promotor de la timidina quinasa del virus Herpes Simplex, entre muchos
otros. Por lo tanto, se puede usar cualquiera de los promotores constitutivos mencionados precedentemente para
controlar la transcripcion de un inserto de un gen heterdélogo.

[0110] Los genes que se encuentran bajo el control de promotores inducible se expresan solamente o en mayor
grado, en la presencia de un agente inductor, (por ejemplo, la transcripcion bajo el control del promotor de
metalotioneina esta muy aumentada en la presencia de determinados iones de metales). Los promotores inducibles
incluyen elementos sensibles (RE) que estimulan la transcripcion cuando sus factores inductores estan unidos. Por
ejemplo, hay RE para los factores séricos, hormonas esteroides, acido retinoico y AMP ciclico. Se pueden
seleccionar promotores que contienen un RE particular con el fin de obtener una respuesta inducible y, en algunos
casos, el propio RE puede estar unido a un promotor diferente, y de esa manera conferir inducibilidad al gen
recombinante. Por consiguiente, con la seleccion del promotor apropiado (constitutivo versus inducible; fuerte versus
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débil), es posible controlar tanto la existencia como el nivel de expresion de un agente terapéutico en la célula
modificada genéticamente. Si el gene que codifica el agente terapéutico se encuentra bajo el control de un promotor
inducible, la administracion del agente terapéutico in situ es desencadenada por la exposicion de la célula
modificada genéticamente in situ a condiciones que permitiran la transcripcion del agente terapéutico, por ejemplo,
mediante inyeccion intraperitoneal de inductores especificos de los promotores inducibles que controlan la
transcripcion del agente. Por ejemplo, la expresion in situ por las células modificadas genéticamente de un agente
terapéutico codificado por un gen que se encuentra bajo el control del promotor de metalotioneina, mejora con el
contacto de las células modificadas genéticamente con una solucion que contiene los iones de metal apropiados (es
decir, inductores) in situ.

[0111] Por lo tanto, la cantidad de agente terapéutico que sera administrada in situ esta regulada por el control de
factores tales como: (1) la naturaleza del promotor usado para dirigir la transcripcion del gen insertado, (es decir, si
el promotor es constitutivo o inducible, fuerte o débil); (2) la cantidad de copias del gen exégeno que se inserta en la
célula; (3) la cantidad de células transducidas/transfectadas administradas (por ejemplo, implantadas) en el paciente;
(4) el tamafo del implante (por ejemplo, un injerto o un sistema de expresion encapsulado); (5) la cantidad de
implantes; (6) la extensidon de tiempo que se dejaran las células o los implantes transducidos/transfectados en el
lugar; y (7) el indice de produccién del agente terapéutico por la célula modificada genéticamente. Se considera que
la seleccion y optimizacion de estos factores para la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de un
agente terapéutico particular son propias del alcance de un especialista en el arte sin una experimentacion excesiva,
teniendo en cuenta los factores divulgados precedentemente y el perfil clinico del paciente.

[0112] Ademas de por lo menos un promotor y por lo menos un acido nucleico heterélogo que codifica el agente
terapéutico, el vector de expresion puede incluir un gen de seleccion, por ejemplo, un gen de resistencia a
neomicina, para facilitar la seleccién de células que fueron transfectadas o transducidas con el vector de expresion.
Como alternativa, las células se transfectan con dos o mas vectores de expresién, donde por lo menos uno de los
vectores contiene uno o mas genes codificantes de uno o mas agentes terapéuticos, y el otro vector contiene un gen
de seleccion. La seleccion de un promotor, potenciador, gen de seleccion y/o secuencia sefial (descritos mas
adelante) adecuados se considera dentro del alcance de un especialista del arte sin una experimentacion excesiva.

[0113] EI agente terapéutico puede ser direccionado para su administracién en una ubicacion extracelular,
intracelular o de membrana. Si fuera deseable secretar el producto génico de las células, el vector de expresion se
disefiara para que incluya una secuencia de "sefal" de secrecion apropiada para secretar el producto génico
terapéutico de la célula hacia el medio extracelular. Si fuera deseable retener el producto génico en la célula, se
omitira esta secuencia de sefial de secrecion. De manera similar, el vector de expresién se puede construir de
manera tal que incluya secuencias de sefial de "retencion” para anclar el agente terapéutico dentro de la membrana
plasmatica. Por ejemplo, todas las proteinas de membrana tienen regiones transmembrana hidrofébicas, que
detienen la translocacion de la proteina en la membrana y no permiten la secrecion de la proteina. La construccion
de un vector de expresion que incluya secuencias de sefial para direccionar un producto génico hacia una ubicacion
particular se considera dentro del alcance de un especialista en el arte sin necesidad de una experimentacion
excesiva.

Ejemplo 1: Tratamiento de trastornos del sistema nervioso central a través del liquido cefalorraquideo (CSF)
en mamiferos grandes

[0114] Los trastornos por almacenamiento lisosémico (LSD) constituyen una amplia clase de trastornos
metabdlicos heredados. La mayoria de los LSD son causados por deficiencias de enzimas lisosomicas que
conducen a dafos de 6rganos y a menudo degeneracion del sistema nervioso central (SNC). La lipofuscinosis
ceroide neuronal infantil tardia (LINCL) es una enfermedad neurodegenerativa recesiva autosomica causada por
mutaciones en CLN2, que codifica la proteasa tripeptidilo peptidasa 1 (TPP1) lisosomica. La LINCL se caracteriza
clinicamente por un deterioro motor y cognitivo progresivo, y muerte prematura. Actualmente hay una terapia de
reemplazo enzimatico (ERT) disponible para las enfermedades por almacenamiento lisosémico que afectan a los
tejidos periféricos, pero no se ha utilizado en pacientes con compromiso del sistema nervioso central (SNC). En un
estudio reciente se investigd si la administracion de la enzima por el liquido cefalorraquideo podria ser una ruta
alternativa potencial al SNC para la LINCL (Chang et al., Molecular Therapy 16: 649-656, 2008). En este estudio, los
investigadores evaluaron si era eficaz una administracion intraventricular de TPP1 en el raton con LINCL.
Encontraron que la infusion de la TPP1 humana recombinante mediante una canula intraventricular condujo a una
distribucion de la enzima en varias regiones del cerebro de los ratones. Los ensayos de actividad in vitro confirmaron
una mayor actividad de TPP1 en toda la extensién rostral-caudal del cerebro. Los ratones tratados mostraron una
neuropatologia atenuada y un temblor en reposo reducido con relacion a los ratones tratados con vehiculo.

[0115] EI paso siguiente fue determinar si era posible alcanzar los niveles en estado estable, a largo plazo, de las
enzimas terapéuticas en un mamifero. Se descubrid que las células ependimales (células que revisten los
ventriculos del cerebro) se pueden transducir y luego secretan la enzima deseada hacia el liquido cefalorraquideo
(CSF). Se determind que el virus adeno-asociado (AAV4) puede transducir el epéndimo en un modelo de ratén con
gran eficiencia. Davidson et al, PNAS, 28: 3428-3432, 2000. Se encontré que en los ratones habia una
normalizacion de los niveles de sustrato almacenado en el cerebro enfermo después del tratamiento con AAV4.
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[0116] En el presente trabajo, se investigo si se podia emplear una administracion global de un vector con el fin de
alcanzar niveles en estado estable de la enzima en el CSF. Primero, fue necesario encontrar un vector que pudiera
transducir las células ependimales (células que revisten los ventriculos) en el cerebro de mamiferos mas grandes.
Se condujeron estudios en un modelo con perros de LINCL y en un modelo en primates no humanos de LINCL. Los
perros con LINCL son normales al nacer, pero desarrollaron signos neurolégicos aproximadamente a los 7 meses,
déficits cognitivos comprobables a los ~ 5-6 meses, convulsiones a los 10-11 meses y una pérdida visual progresiva.
Se selecciond un virus adeno-asociado (AAV) como vector debido a su pequefio tamafio (20 nm), porque la mayor
parte de su material genético puede ser retirado ("vaciado") de modo tal que no habra genes virales y por ende su
replicacion se vuelve incompetente. Se habia evaluado previamente si los vectores del virus adeno-asociado tipo 4
(AAV4) podia intervenir en mejoras funcionales y patolégicas globales en un modelo de murino de
mucopolisacaridosis tipo VII (MPS VII) causado por una deficiencia de la beta-glucuronidasa (Liu et al., J.
Neuroscience, 25(41): 9321-9327, 2005). Los vectores de AAV4 recombinantes que codifican beta-glucuronidasa se
inyectaron unilateralmente en el ventriculo lateral de ratones MPS VIl con la enfermedad establecida. El epéndimo
transducido expresoé niveles altos de la enzima recombinante, donde la enzima secretada penetré en las estructuras
cerebrales y cerebelosas, asi como en el tallo cerebral. Los estudios inmunohistoquimicos revelaron una asociacion
estrecha entre la enzima recombinante y la microvasculatura cerebral, lo cual indica que la beta-glucuronidasa
alcanzo al parénquima cerebral por los vasos sanguineos del revestimiento de los espacios perivasculares. El
aprendizaje asociativo aversivo se evalué mediante un condicionamiento de miedo al contexto. En comparacion con
los controles heterocigotas de edad correspondiente, los ratones afectados mostraron una respuesta al miedo
condicionado deteriorado y discriminacion del contexto. Este déficit conductual se revertio a las 6 semanas después
de la transferencia de genes en ratones MPS VII tratados con AAV4 beta-glucuronidasa. Los datos muestran que las
células ependimales pueden servir como una fuente de secrecion enzimatica hacia el parénquima y CSF circundante
del cerebro.

[0117] Sin embargo, cuando estos estudios se extendieron a mamiferos grandes (es decir, perros y primates no
humanos), sorprendentemente los vectores de AAV4 no eran eficaces en el direccionamiento hacia el epéndimo en
estos animales. En su lugar, fue necesario utilizar un vector AAV2. Se muestran los resultados de estos
experimentos para perros (Figura 1) y primates no humanos (NHP, Figura 2). Brevemente, se generé un AAVr2 que
codifica TPP1 (AAV2-CLN2) y se inyectd por via intraventricular para transducir el epéndimo (Liu et al., J.
Neuroscience, 25(41): 9321-9327, 2005). TPP1 es la enzima deficiente en la LINCL. Los datos indicaron que la
transduccion ependimal en el cerebro NHP dio como resultado un aumento significativo de la enzima en el CSF
(Figura 3). Los resultados indicaron niveles elevados de actividad de TPP1 en varias regiones del cerebro, donde en
el eje vertical se muestra el % de control de actividad (Figura 4).

[0118] En el primer perro tratado, la administracién del vector fue subdptima, pero ain mostré actividad de CLN2
en el cerebro. Los perros subsiguientes fueron sometidos a administracion ICV con estereotaxia. Se encontré que
las habilidades cognitivas de los perros tratados mejoraron significativamente con respecto a un perro no tratado,
medido por el desempefio en el laberinto en T (Figura 5). Ademas, los efectos de la administracion ICV de AAV2-
CLN2 en el modelo de LINCL en perros eran muy pronunciados. En el animal no tratado (-/-), hay ventriculos
grandes, en tanto los cerebros de los animales control no tratados y de los animales tratados no se observaron
ventriculos. Después de la administracion de AAV.TPP1 en los ventriculos de los perros LINCL, se observé actividad
enzimatica detectable en varias regiones del cerebro, incluyendo el cerebelo y la médula espinal superior. En otros
dos perros afectados vivos, la atrofia del cerebro era atenuada significativamente, aumento la longevidad y mejoré la
funcién cognitiva. Finalmente, en NHP, se mostré que este método permite alcanzar niveles de actividad TPP1 que
se encuentran 2-5 veces por encima del tipo salvaje.

[0119] Se generaron varios vectores AAV y se evaluaron para determinar la combinacion 6ptima de ITR y capside.
Se produjeron cinco combinaciones diferentes, una vez que se determind que el AAV2 ITR era el mas eficaz:
AAV2/1 (es decir, AAV2 ITR y AAV1 capside), AAV2/2, AAV2/4, AAV2/5 y AAV2/8. Se descubrié que el AAV2/2
funciond mucho mejor en los mamiferos grandes (perros y NHP), seguido por los vectores AAV2/8, AAV2/5, AAV2/1
y AAV2/4. Esto fue bastante sorprendente porque el orden de efectividad de los vectores virales es opuesto a lo
observado en ratones.

[0120] Por consiguiente, en el trabajo presente se ha mostrado que las células del revestimiento ventricular
pueden ser una fuente de la enzima recombinante en el CSF para su distribucion en todo el cerebro, y que el
AAV2/2 es un vehiculo eficaz para la administracion de agentes terapéuticos, tal como el gen que codifica CLN2
(TPP1) en perros y primates no humanos.

[0121] El uso de los términos “un” y “una” y “el”, “la”, “los” y “las” y de referentes similares en el contexto de
descripcion de la invencion se deben interpretar para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique
de otra manera en la presente o se encuentre claramente contraindicado por el contexto. Los términos “comprende”,
“tiene”, “incluye” y “contiene” no se deben interpretar como términos indefinidos (es decir, significa “incluye, pero no
se limita a") salvo que se indique de otra manera. La indicacion de los rangos de valores en la presente sirve
meramente como un método abreviado de hacer referencia individualmente a cada valor separado que cae dentro
del rango, a menos que se indique de otra manera en la presente, y cada valor separado se incorpora en la
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Descripcion como si estuviera indicado individualmente en la presente. Todos los métodos que se describen en la
presente se pueden realizar en cualquier orden apropiado a menos que se indique lo contrario en la presente o bien
que el contexto lo contraindique claramente. El uso de cualquiera y todos ejemplos, o del leguaje ejemplificativo (por
ejemplo, "tal como") provistos en la presente, pretende ofrecer una mejor descripcion de la invencion. Ninguna
expresion en la memoria descriptiva se debe interpretar como que indique que algun elemento no reivindicado sea
esencial para la practica de la invencion.

[0122] En la presente se describen las formas de realizacién de esta invencion, inclusive las mejores practicas
conocidas por los inventores para llevar a cabo la misma. Las variaciones de estas formas de realizacién seran
evidentes para los especialistas en el arte con la lectura de la descripcion precedente.
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Trp
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<400> 2
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Met

Gly

Ala

Tyr

Asn

65

Gln

Ala

Leu

Gly

Leu

145

Lys
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Gly

Thr

val

Asn

Lys
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Leu

130
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Ala
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Trp
His
Gly
Ala
Gly
85
GIn
val
Gln
Pro
Pro
165
Gly

Met

ASp

Leu

Trp

Gln

Pro

Ala

70

Asp

Arg

Phe

Ala

Gln

150

Ala

Pro

Arg

Gly
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Pro

Ala

Asp
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Ala

Asn

Leu

Gly

Gln

Lys

Pro

Ala

val
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Asp

Leu

Asn

40
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Leu

Pro

Gln

Ala
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Lys
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Ala
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Trp

Gln
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Ala
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Glu

Tyr
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Lys

Thr

Asp
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Ala

Asn
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Leu

10

Pro
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Leu
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Leu

90
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Lys

Ala
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Leu

170
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Gly

Ala

Glu
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Asp
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Lys

Thr

Arg
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Thr
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Leu

Lys
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Pro
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Leu

125

Lys
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Glu
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Ala
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Leu

Glu

Tyr

His

Gly

110

Glu

Lys

Ile

Asp

Ala

190
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Trp
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Trp
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Leu

Ile
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<210>3
<211> 2208
<212> ADN
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<213> Virus adeno-asociado 2

<400> 3

atggctgcecg
Cagtggtgga
gacagcaggg
aagggagagc
cggcagctcg
caggagcgcc
gcgaaaaaga
ggaaaaaaga
aaggcgggcec
tcagtacctg
aatacgatgg
gtgggtaatt
accaccagca
tccagccaat
tattttgact
aacaacaact
daagaggtca
caggtgttta
tgcctceccge
aacaacggga
cagatgctgc
cacagcagct
tacctgtatt
cagttttctc
ccctgttacc
tcgtggactg
ccggccatgg
atctttggga
gacgaagagg
accaacctcc
cttccaggcea
attccacaca

caccctcctc

atggttatct
agctcaaacc
gtcttgtgct
cggtcaacga
acagcggaga
ttaaagaaga
gggttcttga
ggccggtaga
agcagcctgce
acccccagcec
ctacaggcag
cctcgggaaa
cccgaacctg
caggagcctc
tcaacagatt
ggggattccg
cgcagaatga
ctgactcgga
cgttcccagce
gtcaggcagt
gtaccggaaa
acgctcacag
acttgagcag
aggccggage
gccagcagceg
gagctaccaa
caagccacaa
agcaaggctc
aaatcaggac
agagaggcaa
tggtctggca
cggacggaca

cacagattct

tccagattgg
tggcccacca
tcctgggtac
ggcagacgcc
caacccgtac
tacgtctttt
acctctgggc
gcactctcct
aagaaaaaga
tctcggacag
tggcgceacca
ttggcattgc
ggccctgecc
gaacgacaat
ccactgccac
acccaagaga
cggtacgacg
gtaccagctc
agacgtcttc
aggacgctct
caactttacc
ccagagtctg
aacaaacact
gagtgacatt
agtatcaaag
gtaccacctc
ggacgatgaa
agagaaaaca
aaccaatccc
cagacaagca
ggacagagat
ttttcacccc

catcaagaac

ctcgaggaca
ccaccaaagc
aagtacctcg
gcggcececteg
ctcaagtaca
gggggcaacc
ctggttgagg
gtggagccag
ttgaattttg
ccaccagcag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
cactactttg
ttttcaccac
ctcaacttca
acgattgcca
ccgtacgtec
atggtgccac
tcattttact
ttcagctaca
gaccgtctca
ccaagtggaa
cgggaccagt
acatctgegg
aatggcagag
gaaaagtttt
aatgtggaca
gtggctacgg
gctaccgcag
gtgtaccttc
tctceccectea

accccggtac

25

ctctctctga
ccgcagageg
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcggacgagce
aacctgttaa
actcctcctc
gtcagactgg
ccecectctgg
ataacgaggg
ggatgggcga
accacctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctctttaa
ataaccttac
tcggeteggce
agtatggata
gcctggagta
cttttgagga
tgaatcctct
ccaccacgca
ctaggaactg
ataacaacaa
actctctggt
ttcctcagag
ttgaaaaggt
agcagtatgg
atgtcaacac
aggggcccat
tgggtggatt

ctgcgaatcc

aggaataaga
gcataaggac
cggactcgac
agcctacgac
cgcggagttt
agtcttccag
gacggctccg
gggaaccgga
agacgcagac
tctgggaact
cgccgacgga
cagagtcatc
caaacaaatt
cccttggggg
aagactcatc
cattcaagtc
cagcacggtt
gcatcaagga
cctcaccctg

ctttccttct

cgttcctttc

catcgaccag
gtcaaggctt
gcttcctgga
cagtgaatac
gaatccgggc
cggggttctc
catgattaca
ttctgtatct
acaaggcgtt
ctgggcaaag
cggacttaaa

ttcgaccacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980



<210> 4
<211> 2205
<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado 4

<400> 4

atgactgacg
tggtgggcgc
gctcggggtc
ggggaacccg

cagctcaagg
cagcggcttc
aaaaagaggg
aagaagagac
aaaggcaagc
ggaccccctg
gctggcggag
gattggcatt
tgggtcttgce
aacacctaca
cacttctcac
gccatgcggg
acaacggtgg
ctgccgtacg
tttatggtgc
actgacagaa
aacaactttg
agccagagcc
tcgaccacca
cggcctacca
cagggcttct

ctcatcaaat

gttaccttcc
tgcaacctgg
ttgtgcttcc
tcaacgcagc
ccggtgacaa
agggcgacac
ttcttgaacc
cgttgattga
agccggctaa
agggatcaac
ctgcagtcga
gcgattccac
ccacctacaa
acggattctc
cacgtgactg
tcaaaatctt
ctaataacct
tgatggatgc
cccagtacgg
atgccttcta
aaattacgta
tggaccggct
ccggaaccac
acttttccaa
caaagactgc

acgagacgca
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agattggcta
agcccctaaa
gggttacaaa
ggacgcggca
cccctacctc
atcgtttggg
tcttggtctg
atcccccceag
aaagaagctc
ttccggagcec
gggcggacaa
ctggtctgag
caaccacctc
caccccctgg
gcagcgactc
caacatccag
taccagcacg
gggtcaagag
ctactgtgga
ctgcctggag
cagttttgag
gatgaaccct
cctgaatgcec
ctttaaaaag
caatcaaaac

cagcactctg

gaggacaacc
cccaaggcaa
tacctcggac
gccctcgagce
aagtacaacc
ggcaacctcg
gttgagcaag
cagcccgact
gttttcgaag
atgtctgatg
ggtgccgatg
ggccacgtca
tacaagcgac
ggatactttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcagatct
ggcagcctgc
ctggtgaccg
tactttcctt
aaggtgcctt
ctcatcgacc
gggactgcca
aactggctgc
tacaagatcc

gacggaagat

26

tctctgaagg
atcaacaaca
ccggcaacgg
acgacaaggc
acgccgacgc
gcagagcagt
cgggtgagac
cctccacggy
acgaaactgg
acagtgagat
gagtgggtaa
cgaccaccag
tcggagagag
acttcaaccg
actggggcat
tcacgacgtc
ttgcggactc
ctccttttec
gcaacacttc

cgcagatgct

tccactcgat,

agtacctgtg
ccaccaactt
ccgggecttc
ctgccaccgg

ggagtgccct

cgttcgagag
tcaggacaac
actcgacaag
ctacgaccag
ggagttccag
cttccaggcc
ggctcctgga
tatcggcaaa
agcaggcgac
gcgtgcagcea
tgcctcgggt
caccagaacc
cctgcagtcc
cttccactgc
gcgacccaaa
gaacggcgag
gtcgtacgaa
caacgacgtc
gcagcaacag
gcggactggc
gtacgcgcac
gggactgcaa
taccaagctg
aatcaagcag
gtcagacagt

gacccccgga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



cctccaatgg
gcggggecta
gaggaggagc
ggtgaccaga
cctggaatgg
cctcataccg
ccgectectce
agctctactc
attgactggg

tccaactacg

gagcctaggg

ccacggctgg
aacagaacgg
tggcagccac
gcaacagcaa
tctggcaaaa
atggacactt
aaatttttat
cggtaaactc
agatccagaa
gacagcaaaa

ctatcggtac
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acctgcggac
caacacggcc
caacgccacc
cctgcegacc
cagagacatt
tcaccectcea
caagaacacc
cttcattact
ggagcggtcc
ctctctgttg

ccgctacctc

agcaagttca
accgtacccg
gatacggaca
gtggacagac
tactaccagg
ccgctgattg
ccggtacctg
cagtacagca
aaacgctgga
tgggctcccg

acccaccacc

27

gcaacagcca
ggactctgat
tgtggggcaa
tgacagcctt
gtcccatttg
gtgggtttgg
cgaatcctgce
ctggccaggt
accccgaggt
atgcggctgg
tgtaa

gctcatcttt
cttcacctct
cctacctggce
gggagccgtyg
ggccaagatt
gctgaaacac
aacgaccttc
gtcggtgcag
ccagtttacc

gaaatacact

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2205
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de AAVr2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un acido
nucleico que codifica una proteina terapéutica insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV
para usar en el tratamiento de una enfermedad por almacenamiento lisosémico (LSD) en un mamifero no roedor, en
donde dicha particula de AAVr2 se administrara al mamifero no roedor mediante inyeccion intraventricular o
administracion ICV, en donde la proteina es tripeptidilo peptidasa 1 (TPP1), en donde la LSD es una lipofuscinosis
ceroide infantil tardia (LINCL) y en donde el mamifero no roedor es un perro, un primate o un humano.

2. La particula de AAVr2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un acido
nucleico que codifica una proteina terapéutica insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV
para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el mamifero no roedor es un primate o un perro.

3. La particula de AAVr2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un acido
nucleico que codifica una proteina terapéutica insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV
para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el mamifero no roedor es un humano.

4. La particula de AAVr2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un acido
nucleico que codifica una proteina terapéutica insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV
para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el par de repeticiones terminales invertidas de AAV es un par
de repeticiones terminales invertidas de AAV2.
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AAVeGFP en perros

FIGURA 1
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AAVeGFP en cerebro de primate no humano

4to
ventriculo

e
ventriculo

FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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33




ES 2745470 T3

Alineamiento de multiples secuencias ClustalW (v1.83)

2 secuencias alineadas Calificacion de alineamiento = no
Huecos insertados = 7 Identidades conservadas = 446

Modo de alineamiento apareado: lento

Parametros de alineamiento apareado:
Penalidad por apertura de hueco =10.0  Penalidad por extension de hueco = 0.1
Matriz de similitud: gonnet

Parametros de alineamiento multiple:
Penalidad por apertura de hueco =10.0  Penalidad por extensiéon de hueco = 0.1
Retraso de divergentes = 40% Distancia de hueco = 8
Matriz de similitud: gonnet

Tiempo de procesamiento: 0.2 segundos

MVacapPro 1 -MTDGYLPDHLEDNLSEGVRENHALQPGAPKPKANQQHODNARGLVLPGYKYLGPGNGLD 59
AV2capPro 1 MAADGYLPDHLEDTLSEGIRQWHKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLD 60

kkkkkkokkkk kkkk ¥ kk % kk ok k¥ ok RRkkkkkkkkorkx kkkk

AVécapPro 60 KGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGONPYLKYNHADAEFQQRLQGDTSFGGNLGRAVFQ 119
AV2capPro 61 KGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLOSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQ 120

ALLLRLILELLLLELLELIE LI L LLLLLLLLLLLLLIEL KRRk kkkkkkkkk

AAVAcapPro 120 AKKRVLEPLGLVEQAGETAPGKKRPLIESPQQPDSSTGIGKKGKQPAKKKLVFEDETGAG 179
AV2capPro 121 AKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGDAD 180

FIGURA 6A-1
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AV4capPro
MV2capPro

AVécapPro
AMVZ2capPro

AAVacapPro
AMV2capPro

AAV4capPro
MV2capPro

AVdcapPro
AV2capPro

AAVAcapPro
AV2capPro

AAVAcapPro
AV2capPro

FIGURA 6A-2
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Fhkkdokkokd ko k LLELELLL I L _****.* *k *.***.*.* ¥ ¥

180 DGP---PEGSTSGAMS --DDSEMRAAAGGAAVEGGQGADGVGNASGDHCDSTWSEGHVT 234
181 SVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVI 240

¥ ¥ Xk ¥ % ******* LI IR LT ] %

235 TTSTRTHVLPTYNNHLYKRLG---ESLQSNTYNGFSTPWGYFDFNRFHCHF SPROWQRLT 291
241 TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPROWQRLT 300

hkkkkk fhkkbkxkkk IR LA LR L L LR LR L LY

292 NNNWGMRPKAMRVKTFNIQVKEVTTSNGETTVANNLTSTVQIFADSSYELPYVMDAGQEG 351
301 NNNWGFRPKRLNFKLFNIQUKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQG 360

Kkkkx Rk FoRRRRRRRRE ok k% kRkkkkkkk K Rk % Rkkk ¥

352 SLPPFPNDVFMVPQYGYCGLVTGNTSQQQTDRNAFYCLEYFPSQMLRTCNNFEITYSFEK 411
361 CLPPFPADVFMVPQYGYLTLANG---SQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFED 417

RLLLLIRLLLLLLLL LI I LI I L LR L AL LLLLLLLL I L

412 VPFHSMYAHSQSLORLMNPLIDQYLWGLQSTTTGTTLNAGTATTNFTKLRPTNFSNFKKN 471
418 VPFHSSYAHSQSLORLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTT- QSRLQFSQAGASDIRDQSRN 476

Ahkkx kkkkkkkkkkkkkkrkrks % * *

472 WLPGPSIKQQGF SKTANQNYKIPATGSDSLIKYETHSTLDGRSALTPGPPMATAGPADS 531
477 WLPGPCYRQQRVSKTSADNNNSEYSHTG-----ATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEE 531

Rk ok Kk % ¥k kR % Rk %

532 KFS-NSQLIFAGPKQNGNTATVPGTLIFTSEEELAATNATDTOMNGNLPGGDQSNSNLPT 590
532 KFFPQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQAA 591
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% ¥ ¥ ¥ LU L ¥

MVAcapPro 591 VORLTALGAVPGMVHQNRDIYYQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLIGGF GLKHPPPQIFIKNT 650
MV2capPro 592 TADVNTQGVLPGHVHQDRDVYLQGPIWAKTPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNT 651

¥ ORKRRRR KK R RRRRRRRRORORRORRRRRRR KRRk kR kkkk

AVAcapPro 651 PYPANPATTFSSTPUNSFITQYSTGQVSVQIDHEIQKERSKRHNPEVQFTSNYGQQNSLL 710
AAV2capPro 652 PVPANPSTTFSAAKFASFTQYSTGQVSVELEWELQENSKRHNPEIQYTSNYNKSVNVD 711

ERRRK KKK FRERRRRRRRRRR % KX KRE RRRkRkE % kkkk

MVécapPro 711 WAPDAAGKYTEPRAZGTRYLTHHL 734
AV2capPro 712 FTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL 735

kKK KKK RRRRRRE X

FIGURA 6A-3

36



ES 2745470 T3

Alineamiento de multiples secuencias ClustalW (v1.83)

2 secuencias alineadas Calificacion de alineamiento = no
Huecos insertados = 10 Identidades conservadas = 1440

Modo de alineamiento apareado: lento

Parametros de alineamiento apareado:
Penalidad por apertura de hueco =10.0  Penalidad por extension de hueco = 5.0

Parametros de alineamiento multiple:
Penalidad por apertura de hueco = 30.0  Penalidad por extension de hueco = 5.0
Retraso de divergentes = 40% Transiciones: Ponderadas

Tiempo de procesamiento: 1.8 segundos

1. MVZeapNuc vs. AAVAcapNucl

Longitud alineada = 2235 Huecos =10
Identidades = 1440 (65%)

MV2caNuc 1 ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACACTCTCTCTGAAGGAATAAGA 60
MVacaphucl 1 ---ATGACTGACGGTTACCTTCCAGATTGGCTAGAGGACARCCTCTCTGAAGGCGTTCGA 57

KRR RRRRE KRRRRORRRRRRRRR KRRRRRR  RRRRRRkRRRR X k%

MV2caphuc 61 CAGTGGTGGAAGCTCAAACCTGGCCCACCACCACCAMAGCCCGCAGAGCGGCATAAGEAC 120
MVacaphucl 58 GAGTGGTGGGCGCTGCAACCTGGAGCCCCTAMCCCAAGGCAAATCAACAACATCAGGAC 117

I TT T P E IE AT TS O A A S LA L L Kk KKR RRRR¥

FIGURA 6B-1
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121 GACAGCAGGGGTCTTGTGCTTCCTGOGTACAAGTACCTCGRACCCTTCAACGGACTCGAC
118 AACGCTCGGGGTCTTGTGCTTCCGGGTTACAAATACCTCGGACCCGGCAACGGACTCGAC

¥ FRRRRRRRRRRRRRRR KR RRRRE RkRRRRRERRRE  kbkkbbkkkokrk

181 ANGGGAGAGCCGGTCAACGAGGCAGACGCCGCGCCCTCRAGCACGACAAAGCCTACGAC
178 AAGGGGGARCCCGTCAACGCAGCGGACGCGRCAGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGAC

FRRRE KK RE RRRRRRE  RX RRRRE RE RRRRRRRRERRRORORRE fhkkkdkkk

241 (GGCAGCTCGACAGCGGAGACAACCCGTACCTCAAGTACACCACGCCGACGCGGAGTTT
238 CAGCAGCTCAAGGCCGGTGACAACCCCTACCTCAAGTACAACCACGCCGACGCGGAGTTC

§ORRRRRRR & RRE ORRRRRRRE RRRRRRRRRRRRRRRRRR R kR XK K

301 CAGGAGCGCCTTAAMGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGEACGAGCAGTCTTCCAG
298 CAGCAGCGGCTTCAGGGCGACACATCGTTTGGGGGCAACCTCGGCAGAGCAGTCTTCCAG

FRE RRRE RRE K K Rk KK RE RERRKRRRRRRRRRRER  KRRRRRERRRRE KX

361 GCOAAMAAGAGGGTTCTTGAACCTCTGGGCCTGGTTGAGGAACCTRTTAAGACGGCTCCG
358 GCCAAMAAGAGGGTTCTTGAACCTCTTGGTCTGGTTGAGCAAGCGGCTGAGACGGCTCCT

B ORRERRRRRRRRRRRRRRRRRRRE KR RRRRRRRRR KK % K K RRRRRRRRRK

421 GGAAMARAGAGGCCGGTAGAGCACTCTCCTGTGGAGCCAGACTCCTCCTCGRGAACCGGA
418 GGAAMGAAGAGACCGTTGATTGAATCCCCCCAGCAGCCCGACTCCTCCACGGGTATCGGC

I TR ¥Rk RE K RkRk O RRRRRRRRE RREK X kkk

481 AAGGCGEGCCAGCAGCCTGCAAGARAMAGATTGARTTTTGCTCAGACTGEAGACGCAGAC
478 AAAAAAGGCAAGCAGCCGGCTAAAMAGAAGCTCGTTTTCGA--- ===~ AGACGAAACT

X Rk RRERRRR KK K kkk % % kKK ¥ Fkkk &
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541 TCAGTACCTGACCCCCAGCCTCTCGEACAGCCACCAGCAGCCCCCTCTRRTCTOGGAACT
529 (GAGCAGGCGACGEACCCCCTGAGGGATCAACTTCCGGAGCCATGTCTGAT------GAC

LI ST I I I R R R IR ]

601 AATACGATGGCTACAGGCAGTGGCGCACCAATGGCAGACAATAACGAGGGCGCCEACGEA
583 AGTGAGATGCGTGCAGCAGCTGGCGEAGCTGCAGTCGAGGGCGOACANGGTGCCGATGA

LI 1 R IR L LI A A ¥ k% RRRRE KX

061 (TGGGTAATTCCTCGGGARATTGGCATTGCGATTCCACATGGATGGGCGACAGAGTCATC
043 GTGGOTAATGCCTCGRGTGATTGGCATTGCGATTCCACCTGGTCTGAGGGCCACCTCACG

FRRERRRRE RRRRRRR  RRRRRRRRRRRRRERRRRR KX % % % kkk¥

721 ACCACCAGCACCCOAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAACCACCTCTACARACARATT
703 ACCACCAGCACCAGAACCTGGGTCTTGCCCACCTACAACAACCACCTCTACAAGCGACTC

FRERRRRRRRRE RRRRRRRRE K RRRERRRRRRRRRRRRRRRRRR RO KRR % % %

781 TCCAGCCAATCAGGAGCCTCGAACGACAATCACTACTTTGGCTACAGCACCCCTTGGGGG
703 (G-=-==---- AGAGAGCCTGCAGTCCAACACCTACAACGGATTCTCCACCCCCTGGGGA

B Kk Rk kRRE KK R % RRRRRE KRRk

841 TATTTTGACTTCAACAGATTCCACTGCCACTTTTCACCACGTGACTGGCAAMGACTCATC
814 TACTTTGACTTCAACCGCTTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATC

FEORRRRRRRRRRRE § RRRRRRKRRRRRRE RRRRRRRRRRRRRRRRE  Rhkrbdk

901 AACAACAACTGGGGATTCCOACCCAAGAGACTCAACTTCARGCTCTTTAACATTCAAGTC
874 AACAACAACTGGGGCATGCGACCCARAGCCATGCGGGTCARAATCTTCAACATCCAGGTC

FRRRRRRRRRRRRE % fkkhkgkx ¥ KRR ORRRE RRKRE KK KKK

39

000
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0
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MV2caphuc 961 AMGAGGTCACGAGANTGACGGTACGACGACGATTGCCAATAACCTTACCAGCACGETT 1020
MVacaphucl 934 AAGGAGETCACGACGTCGAACGGCGAGACAACGGTGGCTAATAACCTTACCAGCACGGTT 993

XEORRRRRRRRE  E XKRE BBk KKK R Rk kRReRRebkkkkR bRk

MV2copNuc 1028 CAGGTGTTTACTGACTCGEAGTACCAGCTCCCGTACGTCCTCGGCTCOGCGCATCAAGEA 1080
MVcapNucl 994 CAGATCTTTGCGEACTCGTCGTACGAACTGCCGTACGTGATGGATGCGGCTCAAGAGEGC 1053

KRR R ORKE K KRRRRE  RRKR K BK RRRRRRRE R % Rk Rk Ok Rk

MV2caphiuc 1081 TGCCTCCCGCCGTTCCCAGCAGACGTCTTCATGGTGCCACAGTATGGATACCTCACCCTE 1140
MVAcapNucl 1054 AGCCTGCCTCCTTTTCCCAACGACGTCTTTATGGTGCCCCAGTACGGCTACTRTGGACTE 1143

FRER K BK KK KK RRRRRRRE RRRRORRE RRKEK K KKK $E¥

AV2capNuc 1141 AACAACGGGAGT--CAGGCAGTAGGACGCTC-~-----TTCATTTTACTGCCTGGAGTAC 1191
MVacapNucl 1114 GTGACCGGCAACACTTCGCAGCAACAGACTGACAGRAATGCCTTCTACTGCCTGGAGTAC 1173

LRI LTI B ¥k Rk kkkbkkekkkokkkx

MV2capNuc 1192 TTTCCTTCTCAGATGCTGCGTACCGGARACRACTTTACCTTCAGCTACACTTTTGAGGAC 1251
MVAcapNucl 1174 TTTCCTTCGCAGATGCTGCGEACTGGCAACRACTTTGARATTACGTACAGTTTTGAGARG 1233

FRRRRRRE KRRERRRRRRR KX KK RRRRRRRRE % % KRRk Rbkkkkk X

MV2caphuc 1252 GTTCCTTTCCACAGCAGCTACGCTCACAGCCAGAGTCTGGACCRTCTCATGARTCCTCTC 1311
MVAcaphucl 1234 GTGCCTTTCCACTCGATGTACGCGCACAGCCAGAGCCTRGACCRGCTGATGAACCCTCTC 1293

KX RKRRRRKEKE K RRRRE RRRRRRRRRRR RRRRRRRE KR RRRRE RXRkkE

MV2caphuc 1312 ATCGACCAGTACCTGTATTACTTGAGCAGAACAARCACTCCAAGTEGANCCACCACGCAG 1371
AVacapNucl 1294 ATCGACCAGTACCTGTGGGGACTGCARTCGACCACCACCGGAACCACCCTEAATGCCGGG 1353

LIEIRIR LR SR EE] ¥k ¥ K KKk kX L T |

FIGURA 6B-4
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MV2eaphuc 1372 TCAA--GECTTCAGTTTTCTCAGGCCGGAGCG-AGTGACATTCGGGACCAGTCTAGEAAC 1428
MVAcapNucl 1354 ACTGCCACCACCAACTTTACCAAGCTGCGGCCTACCAACTTTTCCAACTTTAMMAGAAC 1413

¥ ok RkE kX RE K Rk % k% kx kX ¥ kkkk

MV2caphiuc 1429 TGGCTTCCTAGACCCTGTTACCGCCAGCAGCGAGTATCAAAGACATCTGCGEATAACAAC 1488
MVacapNucl 1414 TGECTGCCCERGCCTTCAATCAAGCAGCAGGGCTTCTCAMGACTGCCAATCARACTAC 1473

FRERE KK KK RE K % RRRRRK R X kbbb X ¥ kkx k¥

MV2capNuc 1489 AACAG--- TGAATACTCGTGOACTGGAGCTACCAAGTACCA=--==-n--- (CTCAAT 1533
AVAcaphucl 1474 MGATCCCTGCCACCGGETCAGACAGTCTCATCARATACGAGACGCACAGCACTCTGGAC 1533
L AR B R R K4

MV2capNuc 1534 GGCAGAGACTCTCTGGTGAATCCGGGCCCGGCCATGRCAAGCCACAAGGACGATEAAGAA 1593
AVAcapNucl 1534 GGAAGATGGAGTGCCCTGACCCCCGGACCTCCAATGGCCACGGCTGGACCTGCAGACAG 1593

¥k kkk o kRk R kR KR % kR % LI 1

AV2caphiuc 1594 AAGTTTTTTCCTCAGAGCGGGGTTCTCATCTTTGGGANGCARGGCTCAGAGAARACARAT 1653
MVacapucl 1594 AAGTTCAG---CAACAGCCAGCTCATCTTTGCGGGGCCTAAMCAGRACGGCAACACGGCC 1650

*xkk¥ CIETTONE T B2 2R S 2 B} ¥ k% k%

MV2capNuc 1654 GTGGACATTGAMGGTCATGATTACAGACGAAGAGGARATCAGGACAACCAATCCCGTG 1713
MVacapMucl 1651 ACCGTACCCGGGACTCTGATCTTCACCTCTGAGGAGEAGCTGGCAGCCACCAACGCCACC 1710

¥ LI T I T N N LI LIETEEE I L)

MV2caphuc 1714 GCTACGGAGCAGTATGETTCTGTATCTACCAACCTCCAGAGAGGCAACAGACAAGCAGCT 1773
MVacapNucl 1711 GATACGGACATGTGGGECAACCTACCTGGCGGTGACCAGAGCAACAGCAACCTGCCEACC 1770

LIERT2 I I T I 3 LEER T | CERETE I T 0T T S A

FIGURA 6B-5
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MV2caphuc 1774 ACCGCAGATGTCAACACACAAGGCGTTCTTCCAGGCATGGTCTGGCAGGACAGAGATGTG 1833
AVacapNucl 1771 GTGGACAGACTGACAGCCTTGGGAGCCATGCCTEGANTGETCTGGCAMMACAGAGACATT 1830

% F bk KKk % Rk Rk Rbkkkkkkkk RkkRRkk X

MV2caphuc 1834 TACCTTCAGGGGCCCATCTGGGCAAMGATTCCACACACGGACGGACATTTTCACCCCTCT 1893
MVAcapNucl 1831 TACTACCAGGGTCCCATTTGGGCCAAGATTCCTCATACCGATGGACACTTTCACCCCTCA 1890

FEE RRERR RRRRE RRRRE BRRRRRRE KR BE KR RRRRE RRRRRRKkRRK

MV2caphuc  18% (CCCTCATGGGTGGATTCGGACTTAAACACCCTCCTC(ACAGATTCTCATCAAGAACA(C 1953
AVcapNucl 1891 CCGCTGATTGGTGECTTTGGECTGARACACCCGCCTCCTCAARTTTTTATCAAGRACACC 1950

FE KK RKORKRRE KK RE RF RRRRRRKE RRRRK $F KKK % RRRRRRRRRREK

MV2caphuc 1954 CCGTACCTGCGAATCCTTCGACCACCTTCAGTGCGECAARGTTTGCTTCCTTCATCACA 2013
AVAcaphuc 1951 CCGGTACCTGCGAATCCTGCAACGACCTTCAGCTCTACTCCGGTARACTCCTTCATTACT 2010

FRERRRRRRRRRRRRRRE % KK RRRRRKE % % % & RRRRRRKK kk

AV2capNuc 2024 CAGTACTCCACGGGACAGGTCAGCGTGGAGATCGAGTGECAGCTGCAGAAGGAMACAGC 2073
MVAcaphucl 2011 CAGTACAGCACTGGCCAGGTGTCGGTGCAGATTGACTGGGAGATCCAGAAGGAGCEETCC 2070

FREKKE KRR KK RKRRK RRK XRRK KR RRKKKK K KRkkRK ¥

MV2caphuc 2074 AMACGCTGGARTCCCGAAATTCAGTACACTTCCAACTACRACAAGTCTGTTAATGTGGAC 2133
AVAcapNucl 2071 ARACGCTGGAACCCCGAGGTCCAGTTTACCTCCAACTACGGACAGCARAACTCTCTETTG 2130

FRRRRRRRRRE KRKRR X% KRR% k% RRkkRkkk X LR

AV2capNuc 2134 TTTACTGTGGACACTAATGGCGTGTATTCAGAGCCTCGCCCCATTGGCACCAGATACCTG 2193
MVécapNucl 2131 TAGGCTCCCEATGCGGCTGOGAAATACACTGAGCCTAGBGCTATCGGTACCCGCTACCTC 2199

ook R KRR R RRRRRE K K Rk R KKK K xkkkk

FIGURA 6B-6
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AV2capNuc 2194 ACTCGTAATCTGTAA 2208
AAVé4capNucl 2191 ACCCACCACCTGTAA 2205

Xk k¥ kkkkokk

FIGURA 6B-7

43



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

