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DESCRIPCION
Vectores que codifican el factor de viabilidad de conos derivado de bastones
Informacién de concesion

La invencién se realiz6 con el apoyo gubernamental bajo la Concesion de SBIR No. EY016262 otorgada por el
Departamento de Salud y _Servicios Humanos de los Estados Unidos de América, Instituto Nacional de Salud. El
gobierno puede tener ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes de la invencion

El RACVF es una proteina similar a tiorredoxina expresada especificamente por las células fotorreceptoras de bastones
en la retina (Léveillard y ofros (2004) Nature Genetics 36:755-759 y la informacién complementaria). Dos diferentes
genes de RACVF se encuentran en los humanos y se designan RACVF1 y RACVF2. Ambos genes de RACVF codifican
dos productos por via de un empalme alternativo: una proteina de longitud completa y una proteina truncada pos-
transcripcionalmente C-terminal, conocidas como RAdCVF-largo y RACVF-corto, respectivamente.

El RACVF-corto se describe como un factor tréfico secretado para promover la supervivencia de conos y el RACVF-largo
como una enzima activa en la redox que interactia con proteinas intracelulares (Léveillard y otros (2010) Sci Transl
Med. 2(26): 26ps16). Por ejemplo, tau se describe como un socio de unién para el RACVF-L y tau es exclusivamente
intracelular (Fridlich y otros (2009) Molecular & Cellular Proteomics 8(6):1206-18).

Se descubri6 que los individuos que padecen de algunas distrofias retinianas tienen niveles mas bajos de la proteina
RdCVF en sus ojos que los individuos sin distrofias retinianas (Publicacion del PCT W002/081513).

Se ha demostrado que diferentes formas de proteina RACVF pueden promover la supervivencia de células
fotorreceptoras de los conos in vitro e in vivo. Por ejemplo, las inyecciones intraoculares de la forma corta de la proteina
RdCVFproteina RACVF1 (RACVF 1S) humana no solo evitaron la degeneracion de las células de conos sino que
también conservaron su funcidon en modelos animales de degeneracién retiniana heredada (Yang y otros (2009) Mol
Therapy 17:787-795). Sin embargo, la demostracion del efecto protector de células de conos in vivo de esta proteina
requirio el uso de multiples inyecciones intraoculares.

La expresion de niveles significativos de RACVF a gran escala y de vectores de terapia génica ha sido un desafio, por
ejemplo, véase la Publicacion de Patente de los Estados Unidos No. 20110034546, parrafo [0004].

Una mencion o analisis de una referencia en la presente descripcién no debe interpretarse como una admision de que
ésta es la técnica anterior para la presente invencion.

Resumen de la invencion

La invencion se define en las reivindicaciones. Los aspectos/casos de la presente invencion que constituyen la
invencion se definen en las reivindicaciones.

La presente descripcion se refiere, en parte, a acidos nucleicos que codifican el RACVF, construcciones de expresion de
RACVF, vectores de RACVF, métodos para expresar RACVF, métodos para ralentizar, prevenir o inhibir la muerte de
células fotorreceptoras (por ejemplo, células de conos y/o bastones), tratamiento de enfermedades oculares, tales como
distrofias retinianas, y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas tal como la enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson o una enfermedad olfativa.

La presente descripcidon proporciona composiciones, métodos para la expresion de proteinas RACVF a partir de una(s)
célula(s) y métodos de tratamiento.

Algunos casos de la descripcidén proporcionan &cidos nucleicos que comprenden una secuencia de nucleétidos que
codifica una secuencia codificante para una proteina RACVF, en donde la secuencia codificante de RACVF comprende
una secuencia de nucleétidos recodificada.

La descripcion también incluye vectores virales que comprenden un &acido nucleico, en donde el &cido nucleico
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia codificante para una proteina RACVF, en donde la
secuencia codificante de RACVF comprende una secuencia de nucleoétidos recodificada.

Algunos casos de la descripcion se refieren a una célula aislada que comprende un acido nucleico de la descripcion.
Otras casos de la descripcion se refieren a una proteina RACVF producida por una célula de la descripcion o a partir de

un acido nucleico de la descripcion. En algunos casos, una proteina RACVF no es una secuencia de aminoacidos de
RdCVF de origen natural.
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En la descripcion se incluyen también preparaciones farmacéuticas que comprenden (i) un portador farmacéuticamente
aceptable y (ii) un acido nucleico de la descripciéon, un vector viral de la descripcion, una proteina RACVF de la
descripcién o una combinacién de los mismos.

También se proporcionan métodos para producir una proteina RACVF que comprende cultivar una célula de la
descripcion en condiciones que permitan la expresion y secrecion de la proteina RACVF vy aislar la proteina RACVF del
cultivo de células.

Algunos casos de la descripcion se refieren a métodos para conservar células de bastones oculares que comprenden
administrar al ojo de un mamifero un acido nucleico de la descripcién, un vector viral de la descripcién, una proteina
RdCVF de la descripcidon o una combinacion de los mismos.

La descripcion también proporciona métodos para tratar enfermedades tales como distrofia retiniana, enfermedad de
Stargardt, retinitis pigmentaria, degeneracién macular seca relacionada con la edad (AMD seca), atrofia geografica
(etapa avanzada de AMD seca), degeneracién macular humeda relacionada con la edad (AMD himeda), glaucoma con
o sin hipertension ocular, retinopatia diabética, sindrome de Bardet-Biedel, sindrome de Bassen-Kornzweig, enfermedad
de Best, coroideremia, atrofia girata, amaurosis congénita, sindrome de Refsun, sindrome de Usher, enfermedad ocular
relacionada con la tiroides, enfermedad de Grave, una enfermedad asociada con células epiteliales, pigmentadas,
retinianas, enfermedad del segmento anterior, enfermedad de las lentes/cataratas, trastorno de capsula ocular, uveitis,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson o una enfermedad olfativa.

Algunos casos de la descripcion se refieren a métodos para conservar células de bastones oculares que comprenden
administrar al ojo de un mamifero el acido nucleico y/o vector viral de la descripcion, en donde el acido nucleico y/o el
vector viral se administra mediante una inyeccion subrretiniana y las células de bastones se conservan en un sitio
diferente al sitio de la inyeccion subrretiniana.

Algunos casos de la descripcion se refieren a métodos para conservar células de conos oculares que comprenden
administrar al ojo de un mamifero el acido nucleico y/o vector viral de la descripcién, en donde el acido nucleico y/o el
vector viral se administra mediante una inyeccién subrretiniana y las células de conos se conservan en un sitio diferente
del sitio de la inyeccién subrretiniana.

La descripciéon también proporciona métodos para secretar una proteina RACVF a partir de una célula que comprenden
administrar a la célula un &cido nucleico o un vector viral de la descripcion.

Una proteina RACVF puede ser una proteina RACVF1 o RACVF2 o una version larga o corta.

Se contempla que cualquier método o composicion descrito en la presente descripcion se puede implementar con
respecto a cualquier otro método o composicién descrito en la presente descripcion. El uso de la palabra “un” o “una”
cuando se usa en conjuncién con el término “que comprende” en las reivindicaciones y/o la especificacion puede
significar “uno”, pero también es consistente con el significado de “uno o mas”, “al menos uno” y “uno o mas de uno”. El
uso del término/frase “y/o” cuando se utiliza con una lista significa que uno o mas de los elementos listados pueden

usarse, por ejemplo, no esta limitado a uno o la totalidad de los elementos.

Este resumen de la descripcion no describe necesariamente todas las caracteristicas o caracteristicas necesarias de la
descripcion. La descripcion también puede residir en una subcombinacion de las caracteristicas descritas.

Breve descripcion de las figuras

Con el proposito de ilustrar la descripcion, se representan en los dibujos ciertas casos de la descripcién. Sin embargo, la
descripcidn no esta limitada a las ordenaciones y procedimientos precisos de los casos representadas en los dibujos.

La Figura 1 muestra un analisis de SDS-PAGE de particulas de vectores AAV-RACVF1L y AAV-GFP recombinantes
purificados. Las proteinas de una preparacion de rAAV-GFP (carril 1) y dos preparaciones de rAAV-RdCVF1L (carriles 2
y 3) se separaron por medio del SDS-PAGE y se visualizaron mediante el analisis de tincion de plata.

Las Figuras 2A y 2B muestran un analisis de inmunotransferencia Western de la expresion de RACVF1L en células
ARPE-19 transducidas con el vector rAAV-RACVF1L. El lisado celular (Figura 2A) y el sobrenadante (Figura 2B) de las
células ARPE-19 transducidas con rAAV se separaron por medio del SDS-PAGE y una Inmunotransferencia Western se
realizé contra la proteina RACVF1L. El carril 1 muestra el lisado celular ARPE-19 no transducidas (Figura 2A) y el
sobrenadante para el control (Figura 2B), el carril 2 y el carril 3 muestran lisados de células (Figura 2A) y sobrenadante
(Figura 2B) de células ARPE-19 transducidas con rAAV-GFP y rAAV-RdCVF 1L, respectivamente.

La Figura 3 muestra la confirmacion de expresion de RACVF incrementada en ojos inyectados con rAAV-RdCVF1L
contra rAAV-GFP y ojos no tratados de ratones Balb/C normales por medio de la inmunotransferencia Western seis
semanas después de la inyeccion de los vectores. Los extractos de proteinas de células ARPE-19 transducidas con
rAAV-RdCVF1L se utilizaron como un control positivo (Carriles 14 y 17) mientras que el extracto de células no
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transducidas se us6 como un control negativo (Carril 15). La proteina RACVF se detectd en ojos inyectados con rAAV-
RACVF1L (Carriles 6, 8, 10 y 12) mientras que no se observo o solo se observaron bandas débiles que correspondian al
RdCVF en los ojos contralaterales no tratados en los mismos animales (Carriles 7, 9, 11 y 13) asi como también en ojos
inyectados con rAAV-GFP (Carriles 2-5). El Carril 1 es un marcador estandar de proteina. El Carril 16 es el extracto de
proteina de un ojo de ratdon normal de tipo silvestre.

La Figura 4 muestra una tincion inmunohistoquimica del RACVF en células RPE de soportes planos RPE-coroides-
esclerales. La expresion robusta de RACVF se observd en el ojo inyectado con rAAV-RdACVF1L de ratones Balb/C
normales seis semanas después de la inyeccion del vector (Figura 4A), pero no en el ojo contralateral no inyectado
(Figura 4B). No se observo inmunorreactividad en la muestra procesada sin anticuerpo primario (Figura 4C). Los
soportes planos se contratifieron con DAPI para mostrar los nucleos de células en color azul.

La Figura 5 muestra la tincion inmunohistoquimica de RACVF1L de soportes planos neurorretinianos. La expresion
robusta de RACVF1L se observé en las células fotorreceptoras en el ojo inyectado con rAAV-RdCVF1L de ratones
Balb/C normales seis semanas después de la inyeccion del vector (Figura 5A). La mayoria de la tincion fue en los
segmentos exteriores de células fotorreceptoras. En contraste, solo se observéd tincion de fondo en las células
fotorreceptoras en el ojo contralateral no inyectado (Figura 5B). No se observé inmunorreactividad en las muestras
procesadas sin anticuerpo primario (Figura 5C).

La Figura 6 muestra resultados para estudios que demostraron la expresion de RACVF1L en células RPE y
fotorreceptoras 5 semanas después de la inyeccion subrretiniana de AAV-RJCVF1L en ratones rd10. Las células RPE
que expresaban RACVF se observaron en aproximadamente la mitad del soporte plano RPE-coroide-escleral del ojo
inyectado con el vector rAAV-RACVF1L (A), pero no en el ojo contralateral no inyectado (B). Las células fotorreceptoras
(C) también se transdujeron como segmentos que expresaban el RACVF como se observo en la retina montada en
plano del mismo ojo. En contraste, no se encontro la expresion de RACVF en el ojo contralateral no inyectado (D). Las
células de color verde oscuro en (D) son probablemente macréfagos autofluorescentes adheridos a la retina. La vista de
alta magnificacion de células RPE transducidas (E), que mantienen una morfologia hexagonal tipica, y segmentos de
fotorreceptores que expresan el RACVF (F).

La Figura 7 muestra un rescate de fotorreceptores mediante la inyeccion subrretiniana de AAV-RdCVF1L en ratones
rd10. Las fotomicrografias iluminadas de secciones retinianas representativas de 2 ratones en los cuales los ojos
derechos recibieron rAAV-RdCVF1L en el dia posnatal 3 (A y C) y los ojos izquierdos (B y D) sirven como controles no
tratados. Los ratones rd710 se sacrificaron a las 5 semanas de edad. Se debe observar la diferencia en el espesor de la
capa nuclear exterior (ONL, por sus siglas en inglés) entre ojos tratados (flechas de doble cabeza) y no tratados (flechas
de cabeza individual). Existen 2-4 hileras en los ojos tratados con AAV-RACVF (A y C) contra 1 hilera en ojos no
tratados (B y D). Los segmentos interiores y exteriores de fotorreceptores permanecieron en algunas areas de la retina
protegida (E). IS, segmentos interiores; OS, segmentos exteriores; ONL, capa nuclear exterior.

La Figura 8 muestra una fotomicrografia iluminada de una capsula ocular de un ratéon rd70 de 5 semanas de edad
representativo que recibié una inyeccidon subrretiniana de rAAV-RdCVF1L en un ojo (Panel A, Figura 8) y ningun
tratamiento en el ojo contralateral (Panel B, Figura 8). Como se muestra, mas células fotorreceptoras se conservaron en
el ojo tratado.

La Figura 9 muestra la secuencia de nucleétidos anotada de rAAV-RdCVF1L.

Figura 10A: el suministro de rAAV-RdCVF1L mejora la funcién retiniana en los ratones rd10. Los ERG se realizaron en
aproximadamente 5 semanas después de la inyeccion del rAAV-RdCVF1L. Las mediciones de respuestas de ERG de
los 8 ratones sometidos a prueba muestran que las amplitudes promedio de ondas-b de ojos tratados fueron
aproximadamente 3 veces mas grandes que aquellas de ojos semejantes no tratados, lo cual fue estadisticamente
significativo (p=0,025).

Figura 10B: el suministro de rAAV-RdCVF1L mejora la funcién retiniana en los ratones rd10. Los ERG se realizaron en
aproximadamente 5 semanas después de la inyeccion del rAAV-RACVF1L. Panel derecho: Estos son el promedio de
ocho formas de onda del ojo tratado (linea negra, n=8) y ojos semejantes no tratados (linea roja, n=8) los cuales se
registraron a la intensidad de 25 cd.s/m? de destellos de luz individuales bajo el fondo oscuro. Obviamente, los ojos
tratados tuvieron una respuesta mucho mas alta que los ojos semejantes. Panel izquierdo: Las mediciones de
respuestas de ERG de los 8 ratones que se sometieron a prueba muestran que las amplitudes promedio de onda-b de
ojos tratados fueron aproximadamente 3 veces mas grandes que aquellas de ojos semejantes no tratados, lo cual fue
estadisticamente significativo (p=0,025).

Figuras 11A y 11B: Conservacion de fotorreceptores por inyeccion subrretiniana de rAAV-RdCVF1L en ratones rd10.
Las fotomicrografias iluminadas de secciones retinianas representativas de un ratén en el cual el ojo derecho recibié
rAAV-RdCVF1L en el dia posnatal 3 (A) y el ojo izquierdo (B) sirvi6 como controles no tratados. Se debe observar la
diferencia en el espesor de ONL entre el ojo tratado y el ojo no tratado. Hubo aproximadamente 4 hileras en el ojo
tratado (A) contra 1 hilera en los ojos no tratados (B). Los segmentos exteriores de fotorreceptores permanecieron en
algunas areas de la retina protegida; onl, capa nuclear exterior.
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Figura 12: Comparacion del espesor de la capa nuclear exterior (ONL) en ojos tratados con rAAV-RdCVF1L contra ojos
no tratados en ratones rd10. El espesor promedio de ONL en los ojos tratados (barra roja) es significativamente mayor
(P=0,006) que aquel en los ojos no tratados (barra negra). Los nimeros representan la media + SD.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en la presente descripcion, el término transitorio “que comprende” es indefinido. Una reivindicacion que
utiliza este término puede contener elementos ademas de aquellos mencionados en esta reivindicacion. De esta
manera, por ejemplo, las reivindicaciones pueden versar sobre métodos que también incluyen otros pasos no
mencionados especificamente en las mismas, siempre y cuando estén presentes los elementos mencionados o sus
equivalentes.

Los términos “identidad” e “idénticos” cuando se utilizan en el contexto en comparacién con dos secuencias, tales como
secuencias de nucledtidos o aminoacidos, se refieren al porcentaje de la secuencia que se alinea entre las dos
secuencias. El porcentaje de identidad se puede determinar por medio de algoritmos empleados comunmente por
aquellas personas expertas en este campo. Por ejemplo, el porcentaje de identidad se puede determinar con el uso de
herramientas y programas disponibles del Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia (NCBI, por sus siglas
en inglés) disponibles en su sitio web. El porcentaje de identidad de dos secuencias de nucleétidos se puede
determinar, por ejemplo, con el uso del paquete de NCBI/BLAST/blastn. El blastn puede usarse con los parametros
establecidos en: umbral esperado=10; tamafio de palabra=28; similitudes maximas en un intervalo desconocido=0;
registros de similitudes/disimilitudes=1,-2; costos de abertura=existencia:5 extension:2.

Las publicaciones del PCT W02002/081513, W02008/148860 y W0O2009/146183 describen varias composiciones y
métodos relacionados con RACVF. En algunos casos, las composiciones y métodos relacionados con RACVF descritos
en las publicaciones PCT W02002/081513, W0O2008/148860 y WO02009/146183 pueden usarse, por ejemplo, al
reemplazar un acido nucleico que codifica RACVF, vector o proteina por aquellos de la presente descripcion, por
ejemplo, acidos nucleicos y vectores que comprenden una secuencia codificante de RACVF de tipo silvestre).

Algunos casos de la descripcion proporcionan secuencias de aminoacidos de la proproteina de RACVF tales como las
SEQ ID NO:2 y 4. La descripcion también proporciona secuencias de nucleétidos que codifican proproteinas de RACVF
tales como las SEQ ID NO:1, 3y 11.

La descripciéon también proporciona métodos para tratar una enfermedad en un sujeto donde la enfermedad es mediada
por o esta asociada con un cambio en la expresion de genes de RACVF1 o RACVF2 (por ejemplo, una disminucion en la
presencia del polipéptido de RDCVF1 o RDCVF2 en el ojo) mediante la administracion de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un acido nucleico o vector que codifica una proteina RACVF1 o RDCVF2 o una proteina
relacionada o un fragmento o porcion de la misma a un sujeto.

En otro aspecto, la proteina RACVF, acido nucleico, vector o composicion de la descripcion puede usarse en la
fabricacion de un medicamento, por ejemplo, para tratar enfermedades enumeradas en la presente descripcion.

Los productos, composiciones, procesos y métodos de la descripcién pueden usarse para, entre otros, propositos de
investigacion, bioldgicos, clinicos o terapéuticos.

RdCVF

Se ha demostrado que una proteina RACVF puede promover la supervivencia de células fotorreceptoras de conos in
vivo e in vitro. Por ejemplo, las inyecciones intraoculares de la forma corta de la proteina RACVF1 (RdCVF1S) humana
no solo rescaté células de conos de la degeneracion sino que también conservé su funcién en modelos animales de
degeneracion retiniana heredada. (Yang y ofros (Mol Therapy (2009) 17:787-795 y el material complementario). El
RACVF es expresado por varios tipos de células que incluyen las células fotorreceptoras de bastones en la retina
(Léveillard y otros (2004) Nature Genetics 36:755-759).

Dos diferentes genes de RACVF se encuentran en humanos y otros mamiferos y se designan como RACVF1 y RACVF2.
Ambos genes de RACVF codifican dos productos por via del empalme alternativo: una proteina de longitud completa y
una proteina truncada C-terminal, conocidas como RACVF-largo y RACVF-corto, respectivamente.

En algunos casos, la descripcion incluye una secuencia codificante de RACVF recodificada. Una secuencia codificante
de RACVF recodificada puede codificar cualquier proteina RACVF que incluya cualquiera de aquellas dadas a conocer
en la presente descripcion. Las secuencias para varias proteinas RACVF se pueden encontrar en las Publicaciones del
PCT Nos. W02002081513 y W0O2010029130; Chalmel y otros (BMC Molecular Biology (2007) 8:74 paginas 1-12 y la
informacion complementaria); Leveillard y otros (Nature Genetics (2004) 36:755-759 y la informacién complementaria);
Yang y otros (Mol Therapy (2009) 17:787-795 y el material complementario) y Nos. de Acceso de GenBank NP_612463,
AAH14127, Q96CM4, EAWS84608, CAD67528, Q5VZ03, NP_001155097, NP_660326, CAM24748, CAM14247,
AAH22521 y CAD67531.
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En algunos casos, una proteina RACVF es un fragmento o un andlogo de una proteina RACVF que retiene una actividad
de supervivencia o efecto protector de células de conos y/o células de bastones. Los métodos para medir esas
actividades o efectos son conocidos en el campo. Por ejemplo, Léveillard y otros (Nature Genetics (2004) 36:755-759 y
la informacién complementaria) describen modelos de ratones relacionados y métodos in vitro para detectar la actividad
del RACVF. Una proteina RACVF o un RdCVF codificado por un acido nucleico, pueden tener una secuencia de
aminodcidos diferente de una secuencia de aminoacidos de origen natural. Por ejemplo, una proteina RACVF que no es
de origen natural puede contener aminoacidos ademas de aquellos encontrados en una proteina RACVF de origen
natural (por ejemplo, en la terminacién amino o carboxi) y/o puede contener sustituciones de aminoacidos individuales o
multiples (por ejemplo, sustituciones de aminoacidos conservadoras o no conservadoras) en comparacion con una
secuencia de aminoacidos de RACVF de origen natural. Una sustitucion de aminoacido conservadora no cambiaria
sustancialmente en general las caracteristicas estructurales de la secuencia precursora (por ejemplo, un aminoacido
reemplazado no debe tender a romper una hélice que ocurre en la secuencia precursora o alterar otros tipos de
estructura secundaria que caracterizan la secuencia precursora). Los ejemplos de estructuras secundarias y terciarias
de polipéptidos reconocidas en el campo se describen en Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed.,
W. H. Freeman and Company, Nueva York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds.,
Garland Publishing, Nueva York, N.Y. (1991)); y Thornton y otros. Nature 354: 105 (1991). Las sustituciones
conservadoras incluyen, pero no estan limitadas a, aquellas de los siguientes agrupamientos: Residuos Acidos Asp (D)
y Glu (E); Residuos Basicos Lys (K), Arg (R) y His (H); Residuos Hidrofilos Sin Carga Ser (S), Thr (T), Asn (N) y GIn (Q);
Residuos Alifaticos Sin Carga Gly (G), Ala (A), Val (V), Leu (L) e lle (I); Residuos No Polares Sin Carga Cys (C), Met (M)
y Pro (P); Residuos Aromaticos Phe (F), Tyr (Y) y Trp (W); Residuos que contienen un grupo alcohol S y T; Residuos
alifaticos |, L, V y M; Residuos asociados con cicloalquenilo F, H, W e Y; Residuos hidréfobos A, C, F, G, H, I, L, M, R, T,
V, W e Y; Residuos con carga negativa D y E; Residuos polares C, D, E, H, K, N, Q, R, S y T; Residuos con carga
positiva H, K y R; Residuos pequefios A, C, D, G, N, P, S, T y V; Residuos muy pequefios A, G y S; Residuos
involucrados a su vez en la formacion de A, C, D, E, G, H, K, N, Q, R, S, Py T; y Residuos flexibles Q, T, K, S, G, P, D,
E y R. En algunos casos de la descripcion, una proteina RACVF que no es de origen natural tiene aminoacidos
adicionales en la terminacién amino, por ejemplo, aminoacidos adicionales de un péptido de sefial heterélogo. En
algunos casos, una proteina RACVF de la descripcion se traduce inicialmente de una secuencia codificante de
nucleétidos con un péptido de sefial y en algunos casos la totalidad o parte de los aminoacidos del péptido de sefal se
retinen en una proteina RACVF expresada y/o secretada de la descripcion.

Secuencias codificantes de RACVF recodificadas

El término “recodificado” o “secuencia de nucleétidos recodificada” significa que al menos un codoén nativo se cambia a
un codon diferente que codifica el mismo aminoacido que el codén nativo. En algunos casos, una region codificante de
RdCVF recodificada tiene al menos 2,5 %, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25
%, al menos 30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al
menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos o al menos 95
% de los codones recodificados. En algunos casos, aproximadamente 20-50 %, 35-45 %, 38-42 % o 39-41 % de los
codones son recodificados. En algunos casos, un codoén recodificado es reemplazado por un codén que se utiliza mas
prevalentemente en humanos. En algunos casos, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al
menos 25 %, al menos 30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 % o al menos 55 % de los
codones han sido reemplazados por un codén que se utiliza mas prevalentemente en humanos.

En algunos casos, una secuencia recodificada tiene entre aproximadamente 70-90 %, aproximadamente 75-85 %,
aproximadamente 80-85 % o aproximadamente 82-85 % de identidad con la secuencia codificante nativa,
correspondiente. En algunos casos, la secuencia de nucleétidos recodificada tiene al menos 15 % de los nucleétidos
diferentes en comparacion con una secuencia de nucleétidos nativa, correspondiente. En algunos casos, una secuencia
de nucledtidos recodificada es menos de 90 % idéntica a una secuencia de nucleotidos nativa, correspondiente.

La recodificacion también puede usarse para cambiar la constitucion quimica de una secuencia codificante de ADN y/o
ARN tal como el porcentaje de guanina/citosina (GC). En algunos casos, la recodificacién de una region codificante de
RdCVF aumenta el contenido de GC a al menos 60 %. En algunos casos, una region codificante de RACVF recodificada
tiene un porcentaje de GC entre 60-64 % o 60,4 %-63,5 %.

La recodificacion puede usarse para cambiar la estructura secundaria del ARNm. La recodificacion también puede
usarse para retirar o afiadir configuraciones o sitios particulares a una secuencia codificante o molécula de acido
nucleico, tales como configuraciones inhibitorias de procariotas, sitios donadores de empalmes consensuales, sitios
donadores de empalmes cripticos o una combinacion de los mismos. En algunos casos, una secuencia codificante de
RdCVF recodificada tiene menos configuraciones inhibitorias de procariotas, sitios donadores de empalmes
consensuales, sitios donadores de empalmes cripticos 0 una combinacién de los mismos que la secuencia nativa. En
algunos casos, una secuencia codificante de RACVF recodificada no contiene configuraciones inhibitorias de
procariotas, no contiene sitios donadores de empalmes consensuales y/o no contiene sitios donadores de empalmes
cripticos.

Hoover y otros (Nucleic Acids Res. (2002) 30:e43, paginas 1-7); Fath y ofros (PLoS ONE (2011) 6:e17596 paginas 1-
14); Graf y otros (J Virol (2000) 74: 10822-10826; Raab y ofros Syst Synth Biol (2010) 4:215-225; y solicitud de patente
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de los Estados Unidos 20070141557 describen la recodificacion de regiones codificantes.

En algunos casos de la descripcion, una secuencia codificante de RACVF recodificada no contiene el codon de ATG de
RdCVF inicial y/o el codén de parada de RACVF (por ejemplo, TAG). Por ejemplo, una secuencia codificante
recodificada de RACVF se puede unir de manera operativa en direccion 5 o 3’ a otra secuencia codificante dando por
resultado una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos heterdloga, N-terminal y/o C- terminal hacia la
secuencia de aminoacidos de RACVF, respectivamente. En algunas de esas casos, el codon de ATG de RACVF inicial
y/o el codén de parada de RACVF se pueden suprimir o pueden estar presentes en la region codificante de RACVF. Por
ejemplo, véase la SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:3. Si otra secuencia codificante se fusiona en el marco en el extremo 3’ de
una regioén codificante de RACVF, entonces el codon de parada de RACVF nativo no estara presente tipicamente en el
extremo de la secuencia codificante de RACVF.

En algunos casos, una region codificante de RACVF recodificada comprende los nucleétidos 106 a 741 de la SEQ ID
NO:1, los nucleétidos 106 a 429 de la SEQ ID NO:1, los nucledtidos 106 a 432 de la SEQ ID NO:3 o los nucleétidos 106
a 744 de la SEQ ID NO:3.

En algunos casos, una secuencia codificante de RACVF recodificada es una secuencia recodificada que codifica los
aminodcidos 36-246 de la SEQ ID NO:2.

En algunos casos, una secuencia codificante de la descripcion codifica una proteina que contiene una secuencia sefial.
Péptidos de sefial/Sefiales de secrecion

Las secuencias de sefal se traducen en marco como un péptido unido, tipicamente, al extremo amino-terminal de un
polipéptido preferido. Una secuencia sefial secretoria causara la secrecion del polipéptido de la célula al interactuar con
la maquinaria de la célula hospedante. Como parte del proceso secretorio, esta secuencia sefial secretoria sera
escindida tipicamente o sera escindida al menos parcialmente. El término “secuencia sefial” también se refiere a una
secuencia de acidos nucleicos que codifica el péptido de sefial. En algunos casos, una secuencia sefal es heterdloga
en comparacion con un RACVF particular.

La estructura de un péptido de sefial tipico puede incluir tres regiones distintas: (i) una regidon N-terminal que contiene
una variedad de aminoacidos con carga positiva (por efemplo, lisinas y argininas); (ii) una region de nucleo hidréfoba,
central (region h); (iii) una regién de escision hidréfila (region c) que contiene la configuracion de secuencia reconocida
por la peptidasa de sefial (por ejemplo, véase von Heijne, G. (1983) Eur. J. Biochem., 133:17-21; von Heijne, G. (1985)
J. Mol. Biol., 184:99-105; von Heijne, G. (1997) Protein Engineering (10):1-6). Los ejemplos de proteinas con péptidos
de sefal que pueden usarse en la descripcion incluyen, pero no estan limitados a, la hormona de crecimiento humana
(HGH, por sus siglas en inglés), proteina morfogenética dsea 7 (BMP7, por sus siglas en inglés), proteina morfogenética
6sea 2 (BMP2, por sus siglas en inglés), factor neurotréfico ciliar (CNTF, por sus siglas en inglés), factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés), factor de crecimiento de insulina 1 (IGF-1, por sus siglas en
inglés), B-glucoronidasa (GUSB), factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF, por sus siglas en inglés), factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF, por sus siglas en inglés), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus
siglas en inglés), factor inhibitorio de leucemia (LIF, por sus siglas en inglés), proteinas de inmunoglobulina, hormona de
crecimiento bovina, proalbimina bovina, proinsulina humana, interferén-gamma humano, alfa-fibrinbgeno humano,
cadena pesada de IgG humana, amilasa de rata, alfa-fetoproteina de murino, lisozima de pollo, fosfatasa alcalina,
placentaria humana y la proteina rein 22.1 de maiz. Estos péptidos de sefal pueden usarse de acuerdo con la
descripcion. En algunos casos, un péptido de sefial utilizado de acuerdo con la descripcidn se selecciona del grupo que
consiste de HGH, BDNF, IGF-1 y GUSB. En algunos casos, el péptido de sefial es de una inmunoglobulina tal como una
IgK.

Una secuencia sefal puede ser una secuencia sefial de mamifero, murino o humano. En algunos casos, un acido
nucleico o vector de la descripcién comprende los nucleétidos 1-105 de la SEQ ID NO:1 0 4-105 de la SEQ ID NO:1. En
algunos casos, una secuencia sefial codifica una secuencia de aminoacidos que comprende los aminoacidos 2-34 de la
SEQ ID NO:2 o comprende la SEQ ID NO:15. Una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido de sefial puede ser
una secuencia de tipo silvestre o puede ser una secuencia recodificada.

En algunos casos de la descripcion, una secuencia de péptidos de sefial se codifica para la N-terminal o C-terminal de
un RACVF. En algunos casos, el péptido de sefial dirige el transito de la proteina a las rutas secretorias, por ejemplo, al
reticulo endoplasmico (ER, por sus siglas en inglés). En algunos casos, un péptido de sefial facilita el transporte de
proteinas del citoplasma a destinos fuera de la célula. Las secuencias de péptidos de sefial se pueden seleccionar de
secuencias de péptidos de sefial de origen natural, derivados de las mismas o una secuencia disefiada, sintética. En
algunos casos, los pardmetros no limitantes para una secuencia de péptidos de sefial disefiada incluyen una secuencia
de 3-40 residuos, que comprende un nucleo hidréfobo de 3 a 20 residuos flanqueado por varios residuos relativamente
hidrdfilos.

En algunos casos, una secuencia de péptidos de sefial carece de un nucleo hidréfobo. Los ejemplos no limitantes de
proteinas secretorias de mamifero que carecen de una secuencia sefal hidréfoba, tipica, que puede usarse en la
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descripcion incluyen, pero no estan limitados a, IL-1a. humana, IL13, bFGF, aFGF, PDEGF, proteina anticoagulante,
lectina L-14, factor derivado de ATL, Factor Xllla, Ancorina CII, lipocortina |, paratimosina, o-protimosina y
transglutaminasa de roedor, paratimosina y MDGI.

Acidos Nucleicos

La descripcion incluye acidos nucleicos que comprenden una secuencia de nucleétidos que codifica un RACVF e incluye
vectores que comprenden esos acidos nucleicos.

Para asegurar la expresion local y/o a largo plazo de un acido nucleico de interés, algunos casos de la descripcion
contemplan transducir una célula con un acido nucleico o vector que codifica un RACVF. La presente descripcién no
debe interpretarse como limitada a ningun método de suministro de acido nucleico particular y cualquier vehiculo de
suministro de &cido nucleico disponible con ya sea una estrategia de suministro de acido nucleico in vivo o in vitro o el
uso de células manipuladas (tal como la tecnologia de Neurotech, Lincoln, RI, por ejemplo, véase las Patentes de los
Estados Unidos Nos. 6,231,879; 6,262,034; 6,264,941; 6,303,136; 6,322,804; 6,436,427; 6,878,544) asi como también
acidos nucleicos de la descripcion que codifican el RACVF per se (por ejemplo, “ADN desnudo”), puede usarse en la
practica de la descripcion. Varios vehiculos de suministro, tales como vectores, pueden usarse con la descripcion. Por
ejemplo, los vectores virales, lipidos anfitréficos, polimeros catidnicos, tales como polietilenimina (PEI) y polilisina,
dendrimeros, tales como moléculas de tipo bombazo y moléculas de tipo destello estelar, lipidos no idnicos, lipidos
anionicos, vesiculas, liposomas y otros medios de suministro de acido nucleico sintéticos (por ejemplo, véase las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,958,325 y 7,098,030; Langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treat y ofros, en
“Liposomes” en “The Therapy of Infectious Disease and Cancer”; y Lopez-Berestein & Fidler (eds.), Liss, Nueva York,
paginas 317-327 y 353-365 (1989); los acidos nucleicos “desnudos” y asi por el estilo pueden usarse en la practica de la
presente descripcion.

En algunos casos, se utiliza una molécula de acido nucleico en la cual las secuencias codificantes de RACVF y
cualquier otra secuencia deseada son flanqueadas por regiones que promueven la recombinacion homdloga en un sitio
deseado en el genoma, proporcionando de esta manera una expresion intracromosoémica del acido nucleico de RACVF
(Koller y otros (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 86:8932-8935; Zijlstra y ofros (1989) Nature 342:435-438). El
suministro de un &cido nucleico en un paciente puede ser ya sea directo, caso en el cual el paciente es expuesto
directamente al acido nucleico o vector que lleva el acido nucleico, o indirecto, caso en el cual las células son
transformadas primero con el acido nucleico in vitro, después son trasplantadas en el paciente.

Un vector es un medio por el cual un acido nucleico de interés (por ejemplo, un acido nucleico terapéutico que puede
codificar una proteina terapéutica) se introduce en una célula objetivo de interés. Los métodos para obtener o construir
un vector de interés incluyen, pero no estan limitados a, técnicas de manipulacion de genes estandar, reacciones de
secuenciacion, digestiones de enzimas de restriccion, reacciones de polimerasa, PCR, PCR SOEing, ligaduras,
reacciones de recombinasa (por ejemplo, la tecnologia GATEWAY® de Invitrogen) otras enzimas activas en acidos
nucleicos, materiales y métodos de propagacion de bacterias y virus, productos quimicos y reactivos, protocolos de
mutagénesis dirigida a un sitio y asi por el estilo, como se sabe en el campo, véase, por ejemplo, Maniatis y otros texto,
“Molecular Cloning”.

Los acidos nucleicos de la descripcién comprenderan tipicamente una secuencia promotora unida de manera operativa
a una secuencia codificante de RACVF. Un promotor puede ser un promotor especifico para tejidos, un promotor
especifico para células, un promotor inducible, un promotor reprimible, un promotor constitutivo, un promotor sintético o
un promotor hibrido, por ejemplo. Los ejemplos de promotores utiles en las construcciones de la descripcion incluyen,
pero no estan limitados a, un promotor de fagos lambda (PL); un promotor prematuro de SV40; un promotor viral de
herpes simple (HSV, por sus siglas en inglés); un promotor de citomegalovirus (CMV, por sus siglas en inglés), tal como
el promotor prematuro inmediato de CMV humano; un promotor hibrido con un potenciador de CMV y un promotor de
beta-actina de pollo; un sistema promotor sensible a trans-activadores controlado por tetraciclina (tet); un promotor de
repeticiones terminales largas (LTR), tal como un MoMLV LTR, BIV LTR o un HIV LTR; un promotor de regiones U3 del
virus de sarcoma murino de Moloney; un promotor de Granzyme A; una(s) secuencia(s) reguladora(s) del gen de
metalotioneina; un promotor de CD34; un promotor de CD8; un promotor de timidina cinasa (TK); un promotor de
parvovirus B19; un promotor de PGK; un promotor de glucocorticoides; un promotor de proteinas de choque de calor
(HSP, por sus siglas en inglés), tal como los promotores HSP65 y HSP70; un promotor de inmunoglobulina; un promotor
de MMTV; un promotor de virus de sarcoma Rous (RSV, por sus siglas en inglés); un promotor de lac; un promotor de
CaMV 35S; y un promotor de nopalina sintetasa. En algunos casos, un promotor es un promotor de MND (Robbins y
otros, 1997, J. Virol. 71:9466-9474) o un promotor de MNC, el cual es un derivado del promotor de MND en el cual los
potenciadores de LTR se combinan con un promotor de CMV minimo (Haberman y otros, J. Virol. 74(18):8732-8739,
2000). En algunos casos, una secuencia codificante de RACVF se une de manera operativa a una secuencia promotora
que comprende la secuencia de nucleétidos 150-812 de la SEQ ID NO:11.

En algunos casos, un vector o &cido nucleico de la descripcion comprende un intrén, unido de manera operativa a una
secuencia codificante para una proteina RACVF. Un intron puede ser de un gen de RACVF o puede ser un intrén
heterdlogo. Los intrones heterdlogos son conocidos y los ejemplos no limitantes incluyen un intron de gen de -globina
humana y un intrén de beta-actina. En algunos casos, una secuencia de intron es una secuencia de intron del gen de (-
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globina humana. En algunos casos, una secuencia de intrén comprende los nucleétidos 820-1312 de la SEQ ID NO:11 o
908-1307 de la SEQ ID NO:11.

En algunos casos, un acido nucleico de la descripcion comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia codificante para una proteina RACVF, en donde la secuencia codificante de RACVF comprende una
secuencia de nucleotidos recodificada. Un acido nucleico puede codificar una proteina RdCVF1 y/o una proteina
RdCVF2. En algunos casos, una proteina RACVF es una proteina RACVF de versién corta. En algunos casos, una
proteina RACVF es una proteina RACVF de versién larga. Por razones de claridad, una proteina RACVF puede ser una
proteina RdCVF1-corta, RACVF1-larga, RACVF2-corta o RACVF2-larga. En algunos casos, la proteina RACVF es una
proteina RACVF humana.

Tipicamente, una region codificante de nucleétidos de mamifero inicia con la secuencia de nucleétidos ATG (codon de
metionina inicial), tal como se encuentra en una region codificante de RACVF humana. Como se plantea en la presente
descripcion, algunos casos de la descripcién proporcionan una region codificante de RACVF recodificada y en algunos
casos adicionales, la region codificante se fusiona, en el marco con una segunda regién codificante, por ejemplo, una
secuencia codificante para una secuencia sefial. En algunos de esos casos, la secuencia de nucleétidos de ATG no
estd necesariamente al inicio de la region codificante de RACVF, por ejemplo, la region codificante de RACVF inicia
mediante la codificacién del segundo aminoacido de la proteina RACVF particular. Sin embargo, la secuencia de
nucledtidos de ATG puede estar al inicio de la region codificante de RACVF, incluso cuando la region codificante de
RdCVF esta unida de manera operativa a otra regién codificante en direccion 5’ con respecto a la region codificante de
RdCVF.

En algunos casos, un acido nucleico de la descripcién comprende las SEQ ID NO:1, 3 u 11. En algunos casos, un acido
nucleico de la descripcion comprende los nucleétidos 150-812, 820-1312 y 1340-2080 de la SEQ ID NO:11. En algunos
casos, un acido nucleico de la descripcion comprende los nucledtidos 150-812, 908-1307 y 1340-2080 de la SEQ ID
NO:11. En algunos casos, un acido nucleico comprende ademas los nucleotidos 2130-2608 de la SEQ ID NO:11.

En algunos casos, un acido nucleico de la descripcion comprende una regidn codificante para un RACVF, en donde la
secuencia codificante de RACVF ha sido recodificada.

En algunos casos de la descripcion, un acido nucleico de la descripcién esta en un vector, tal como un vector viral.
Vectores Virales

La descripcion incluye vectores virales que comprenden una region codificante de RACVF de la descripcion. Los
ejemplos de vectores virales que son Utiles en la presente descripcion se describen en la publicacién del PCT No.
WO08/106644 y la publicacion de patente de los Estados Unidos No. US20100120665. En algunos casos, la descripcién
no esta limitada a un vector viral particular. Los vectores virales incluyen, pero no estan limitados a, vectores
retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales (véase, por ejemplo, patente de los Estados Unidos No.
7,045,344), vectores de AAV (por ejemplo, véase la patente de los Estados Unidos No. 7,105,345), vectores virales de
Herpes (por ejemplo, véase las patentes de los Estados Unidos Nos. 5,830,727 y 6,040,172), hepatitis (por ejemplo,
hepatitis D), vectores virales (por ejemplo, véase la patente de los Estados Unidos No. 5,225,347), vectores de SV40,
vectores de EBV (por ejemplo, véase la patente de los Estados Unidos No. 6,521,449) y vectores de virus de la
enfermedad de Newcastle (por ejemplo, véase las patentes de los Estados Unidos Nos. 6,146,642, 7,442,379,
7,332,169 y 6,719,979). En algunos casos, un vector lentiviral es un vector de HIV, EIAV, SIV, FIV o BIV. En algunos
casos, un vector se selecciona de un vector de AAV o un vector adenoviral. La descripcion también proporciona una
célula que produce un vector viral de la descripcion.

Los viriones de vectores de la descripcion se pueden administrar in vivo o in vitro a células (por ejemplo, células de
mamifero). Los vectores (virales o no virales) pueden usarse para transducir o transformar células que incluyen, pero no
estan limitadas a, células no diferenciadas, células diferenciadas, células somaticas, células primitivas y/o células
madre. En algunos casos, las células madre se proponen para la administracién a un humano y no para el implante en
una mujer adecuadamente pseudo-embarazada para la diferenciacion y el desarrollo en un bebé.

En algunos casos, un vector viral de la descripcién comprende un factor acelerador del decaimiento (DAF, por sus siglas
en inglés). Por ejemplo, un vector viral envuelto incluye un DAF en la membrana viral. En algunos casos, un DAF es un
DAF de tipo silvestre. En algunos casos, un DAF es parte de una proteina de fusidon con una proteina de envoltura, por
ejemplo, véase Guibinga y otros Mol Ther. 2005 11(4):645-51.

El adenovirus es un virus de ADN nuclear, no envuelto, con un genoma tipicamente de aproximadamente 36 kb. Los
adenovirus humanos se dividen en numerosos serotipos (aproximadamente 47, numerados debidamente y clasificados
en 6 grupos: A,B,C,D,EyF).

Los vectores adenovirales recombinantes tienen un tropismo para células tanto mitéticas como no mitéticas, potencial
patégeno minimo, capacidad para replicarse en un titulo alto para la preparacion de reservas de vectores y el potencial
para llevar insertos de secuencias de nucleétidos relativamente grandes (Berkner, (1992) Curr. Top. Micro. Immunol.
158:39-66; Jolly, (1994) Cancer Gene Therapy 1:51-64). Los vectores adenovirales con supresiones de varias
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secuencias de genes adenovirales han sido disefiados como vehiculos adecuados para el suministro de &acidos
nucleicos a células. En algunos casos, un vector adenoviral de la descripcién es un vector adenoviral dependiente de
ayudantes o un vector adenoviral “cobarde”. Pueden usarse vectores adenovirales que se suprimen en uno o mas de los
siguientes genes: E1a, E1b, E2a, E2b y E3. Los métodos para conducir el suministro de acidos nucleicos basado en
adenovirus se describen en, por gjemplo, las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,824,544; 5,868,040; 5,871,722
5,880,102; 5,882,877, 5,885,808; 5,932,210; 5,981,225; 5,994,106; 5,994,132; 5,994,134, y 6,001,557.

Los vectores de AAV se derivan de parvovirus de ADN monocatenario (ss, por sus siglas en inglés). Una particula de
AAV individual puede dar cabida hasta 5 kb de ADNss, dejando aproximadamente 4.5 kb para un transgén y elementos
reguladores. Los sistemas de trans-empalme como se describe, por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos No.
6,544,785, pueden casi duplicar este limite y estos tipos de vectores también pueden usarse con la descripcién. Con
respecto a la descripcion, puede usarse esencialmente un AAV de cualquier serotipo. En algunos casos de la
descripcion puede usarse un serotipo de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8 o AAV9 (por ejemplo,
véase las patentes de los Estados Unidos Nos. 5,173,414, 5,252,479, 5,552,311, 5,658,776, 5,658,785, 5,763,416,
5,773,289, 5,843,742, 5,869,040, 5,942,496, 5,948,675, 6,001,650 y 7,790,449; publicacion del PCT No.
W02009134681; Kassim y otros, PLoS ONE (2010) 5(10)e13424: 1-10; Kotin, Hum Mol Genet (2011) 20(R1):R2-6),
aunque la descripcion no esta limitada a esos serotipos (véase, por ejemplo, Gao y otros (2002) PNAS 99:11854-11859;
y Viral Vectors for Gene Therapy: Methods and Protocols, ed. Machida, Humana Press, 2003).

Un vector de AAV de la descripcién también puede ser pseudotipificado. Los vectores de AAV pseudotipificados
contienen el genoma de un serotipo de AAV en la capside de un segundo serotipo de AAV (por ejemplo, véase
Auricchio y otros, (2001) Hum. Mol. Genet., 10(26):3075-81). Un vector de AAV de la descripcion puede contener una
capside mutada y/o puede ser fijado como objetivo nuevamente. Por ejemplo, véase Grieger y otros (Adv Biochem Eng
Biotechnol. (2005) 99:119-45); Gongalves y otros (Mol Ther. (2006) 13(5):976-86); y Warrington y otros (J Virol. (2004)
78(12):6595-609).

En algunos casos de la descripcién, un vector de AAV se reviste con polimeros, por ejemplo, polimeros reactivos para
reducir el tropismo natural o la union natural del vector de AAV; para redirigir el vector de AAV y/o para proporcionar
resistencia a antisueros neutralizantes. Por ejemplo, véase Carlisle y otros (J Gene Med. (2008) 10(4):400-11).

Los retrovirus son virus de ARN en donde el genoma viral es ARN. Cuando una célula hospedante se infecta con un
retrovirus, el ARN gendmico se transcribe de manera inversa en un producto intermedio de ADN el cual se integra
eficientemente en el ADN cromosémico de células infectadas. Los lentivirus contienen otros genes con una funcién
reguladora o estructural. El uso de vectores retrovirales para el suministro de genes se describe, por ejemplo, en la
Patente de los Estados Unidos No. 6,013,516; y Patente de los Estados Unidos No. 5,994,136. Los ejemplos de
sistemas BIV se describen, por ejemplo, en Matukonis y otros, 2002 Hum. Gene Ther. 13, 1293-1303; Molina y ofros,
2002 Virology. 304, 10-23; Molina y otros, 2004 Hum. Gene Ther., 15, 65-877; patentes de los Estados Unidos Nos.
6,864,085, 7,125,712, 7,153,512; publicacion del PCT No. WO08/106644 y publicacion de Patente de los Estados
Unidos No. US20100120665.

Un vector viral de ADN es un vector viral basado en o derivado de un virus que tiene un genoma basado en el ADN. Un
vector viral de virus no envuelto es un vector viral basado en o derivado de un virus que carece de una membrana de
bicapa lipidica.

En algunos casos, un vector viral de la descripcion es un vector de AAV. En algunos casos, un vector viral de la
descripcion no es un vector viral de inmunodeficiencia de bovino o no es un vector lentiviral. En algunos casos, un
vector viral se selecciona del grupo que consiste de un vector viral de ADN, un vector viral no envuelto y un vector
adenoviral.

Suministro Celular de RACVF, que incluye células encapsuladas

Otro enfoque para la terapia génica o el suministro de proteinas implica la transferencia de un gen a células in vitro o ex
vivo y después la administracién de las células a un mamifero o paciente. La transferencia de un acido nucleico a
células puede ser por medio de cualquier método, tal como la transfeccion, microinyeccion, electroporacion, fusion
celular, transferencia de genes mediada por cromosomas, transferencia de genes mediada por microcélulas, fusion de
esferoplastos, lipofeccion, bombardeo de microparticulas, transfeccion mediada por fosfato de calcio, transduccion de
vectores virales o bacteriofago y asi por el estilo. Opcionalmente, un marcador seleccionable también se puede
introducir en las células. Si se utiliza un marcador seleccionable, las células entonces se pueden colocar bajo seleccion,
por ejemplo, para incrementar la expresion y/o para aislar/seleccionar aquellas células que expresan la region
codificante transfectada (véase, por ejemplo, Loeffler & Behr, Meth. Enzymol. 217:599-618 (1993); Cohen y otros, Meth.
Enzymol. 217:618-644 (1993); y Cline, Pharmac. Ther. 29:69-92 (1985)). Esas células entonces se pueden suministrar a
un paciente directamente o después del encapsulamiento.

En algunos casos, un acido nucleico se introduce en una célula antes de la administracion in vivo de la célula

recombinante resultante. En algunos casos, una técnica puede proporcionar la transferencia estable del acido nucleico a
la célula, de modo que el acido nucleico sea expresable por la célula y en algunos casos heredable y expresable por su
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progenie de células. Las células recombinantes se pueden suministrar a un paciente por medio de varios métodos. En
algunos casos, una proteina RACVF se expresa de una célula por via de un promotor regulable, inducible y/o reprimible.

En algunos casos, una célula utilizada es autdloga, alogénica o xenogénica con respecto a un paciente. En algunos
casos, las células autélogas se manipulan ex vivo para causar que contengan un &cido nucleico de la descripcion lo cual
permite que la célula produzca o secrete una proteina RACVF y las células se introducen nuevamente al paciente.

En algunos casos, las células se administran localmente (por ejemplo, en una articulacién, de manera intravitrea,
intrarretiniana, intracraneal, etcétera) o sistémicamente (por ejemplo, i.v.).

En algunos casos, las células sanguineas recombinantes (por ejemplo, células madre y/o progenitoras
hematopoyéticas) se administran por la ruta intravenosa. En algunos casos, las células de los ojos y/o las células
pluripotenciales se pueden inyectar directamente en el ojo.

Una célula madre y/o progenitora la cual se puede aislar y mantener in vitro puede usarse potencialmente de acuerdo
con algunos casos de la descripcion. Estas células madre incluyen, pero no estan limitadas a, células madre
hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés), células madre de tejidos epiteliales tal como la piel y el recubrimiento
del intestino, células de musculo cardiaco embridnico, células madre hepaticas (véase, por ejemplo, el documento WO
94/08598) y células madre neurales (por ejemplo, Stemple y Anderson (1992) Cell 71:973-985). En algunos casos, la
célula administrada es una célula madre que comprende un acido nucleico de la descripcion y es capaz de expresar y
secretar un RACVF.

Las células encapsuladas pueden permitir el suministro controlado y/o continuo de una proteina, tal como un RACVF, in
vivo. En algunos casos, las células que comprenden un acido nucleico de la descripcion y que expresan y/o secretan un
RdCVF se encapsulan. En algunos casos, las células se encapsulan dentro de una membrana semipermeable que
permite la difusién del RACVF a través de la membrana. Mas informacién relacionada con células encapsuladas e
implantes de células encapsuladas se encuentra en Sieving y otros (Proc Natl Acad Sci EUA, (2006) 103(10):3896-901);
patentes de los Estados Unidos Nos. 7,115,257 y 7,820,195; y publicacion del PCT No. W0O2011044216. En algunos
casos de la descripcion, las células encapsuladas que expresan una proteina RACVF se suministran a un animal.

En algunos casos, las células encapsuladas se implantan en un mamifero, por ejemplo, se implantan en el ojo, cerebro
0 region olfativa. En algunos casos, las células encapsuladas son células epiteliales, pigmentarias, retinianas, por
ejemplo, ARPE-19 (disponibles de ATCC, Manassas, VA). En algunos casos, las células encapsuladas se utilizan para
suministrar el RACVF al ojo, por ejemplo, a la parte posterior del ojo.

En algunos casos, un implante de células encapsuladas de la descripcién estd comprendido de células que son
encapsuladas en una secciéon de una membrana de fibras huecas semipermeable y las células han sido modificadas
genéticamente para producir un RACVF. En algunos casos, un implante de células encapsuladas tiene un bucle de
sutura en un extremo para fijarlo a la esclerética en el cuerpo vitreo-retiniano dentro del ojo. En algunos casos, un
implante de células encapsuladas es de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 mm de longitud.

Secrecién y produccion de proteinas RACVF

Los acidos nucleicos y vectores virales de la descripcién pueden usarse para expresar, producir y/o secretar un RACVF
a partir de una célula. Esta expresion, produccion y/o secrecién pueden ocurrir in vitro, in vivo o ex vivo.

Algunos casos de la descripcion proporcionan métodos para secretar una proteina RACVF a partir de una célula que
comprenden administrar a la célula un acido nucleico y/o un vector viral de la descripcion. En algunos casos, la célula
puede ser una célula de mamifero, una célula humana, una célula ocular, una célula epitelial, pigmentaria, retiniana
(RPE), una célula de bastén o una célula de cono.

Algunos casos de la descripcion usan células de vertebrados o mamiferos. Los ejemplos de lineas de células
hospedantes de mamiferos Utiles son la linea de células CVI de rifion de mono transformada por SV40 (por ejemplo,
COS-7, ATCC CRL 1651); linea de rifion embrionario humano (por ejemplo, células 293 o 293T que incluyen ya sea la
linea de células subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspension, Graham y otros, J. Gen Virol. 36:59 (1977)
tales como 293 Freestyle (Invitrogen, Carlsbad, CA)) o 293FT; células de rifion de hamster bebé (por ejemplo, BHK,
ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino (células CHO); células de ovario de hamster chino/-DHFR (por
ejemplo, CHO, Urlaub y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); células Sertoli de raton (por ejemplo, TM4,
Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (por ejemplo, CVI ATCC CCL 70); células de rifion
de mono verde africano (por ejemplo, VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humanas (por
ejemplo, HELA, ATCC CCL 2); células de rifidén de canino (por ejemplo, MOCK, ATCC CCL 34); células CF2TH; células
de higado de rata bufalo (por ejemplo, BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humanas (por ejemplo, W138,
ATCC CCL 75); células de higado humanas (por ejemplo, Hep G2, HB 8065); células de tumor mamario de ratdn (por
ejemplo, MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather y otros, Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1983)); células
MRC 5; células ARPE-19 (ATCC) y células FS4.
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En algunos casos, una célula se selecciona del grupo que consiste de una célula 293, célula CHO, célula PerC6, célula
Vero, célula BHK, célula Hela, célula COS, célula MDCK, célula 3T3 o WI38.

Algunos casos de la descripcion proporcionan una célula aislada que comprende un acido nucleico de la descripcion. En
algunos casos, el acido nucleico se integra en el genoma celular/ADN.

La descripcion también incluye métodos para producir una proteina RACVF que comprenden cultivar una célula bajo
condiciones que permiten la expresion y secrecion de la proteina RACVF y el aislamiento de la proteina RACVF del
cultivo de células, en donde la célula comprende un acido nucleico de la descripcidon que codifica y permite la expresion
de la proteina RACVF, por ejemplo, la secrecion de una proteina RACVF. En algunos casos, el acido nucleico
comprende una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia codificante para una proteina RACVF, en
donde la secuencia codificante de RACVF comprende una secuencia recodificada. La proteina RACVF puede ser una
proteina RACVF 1 o 2 o puede ser la forma larga o corta. En algunos casos, esos métodos comprenden ademas la
purificacién de la proteina RACVF a partir de la célula y/o sobrenadante del cultivo.

La descripcion también incluye una proteina RACVF expresada por una célula de un acido nucleico de la descripcién. La
descripcion también proporciona formas secretadas de proteinas RACVF de la descripcion y composiciones que
comprenden una proteina RACVF secretada de la descripcion.

En algunos casos, una proteina RACVF expresada a partir de una célula se purifica a al menos 90 %, al menos 93 %, al
menos 95 %, al menos 98 %, al menos 99,5 % o al menos 99,9 % pura en relacién con la proteina total.

Composiciones, formulaciones y preparaciones

Algunos casos de la descripcidn proporcionan composiciones, formulaciones o preparaciones, por ejemplo
composiciones farmacéuticas, que contienen un acido nucleico de la descripcion, un vector de la descripcién, una
proteina RACVF de la descripcion o cualquier combinacion de los mismos.

Las formulaciones (por ejemplo, para inyeccion) son en general, pero no necesariamente, soluciones biocompatibles del
ingrediente activo, por ejemplo, que comprenden solucién de Hank, soluciéon de Ringer o solucién salina tamponada con
fosfato. En algunos casos, una formulacién o composicion farmacéutica comprende uno o mas de los siguientes: citrato,
NaCl, cloruro de potasio (KCI), dihidrato de cloruro de calcio (CaCl>-2H20), hexahidrato de cloruro de magnesio
(MgCl,-6H.0), trihidrato de acetato de sodio (CH3COzNa-3H.0), dihidrato de citrato de sodio (CeHsO7Nasz-2H-0),
sacarosa, hidroxido de sodio y/o acido clorhidrico (para ajustar el pH) y agua. La lista anterior incluye algunas moléculas
que se listan como hidratos particulares, por ejemplo, dihidrato, trihidrato, hexahidrato, etcétera. Se entiende que varios
hidratos de esos compuestos pueden usarse en la descripcion y la descripcion no esta limitada a esas formas de hidrato
particulares de las moléculas listadas. En algunos casos, una formulacién o composicion farmacéutica comprende uno o
mas ingredientes seleccionados del grupo que consiste de histidina, MgCly, trehalosa, un polisorbato, polisorbato 20,
NaCl, sacarosa, arginina y prolina. En algunos casos, una formulacién comprende uno o mas de los siguientes:
histidina; deshidrato de a,a-trehalosa; MgCly; un polisorbato tal como polisorbato 20; y NaCl. En algunos casos, una
formulaciéon o composiciéon farmacéutica comprende uno o mas de los siguientes: solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) y pluronic F-68. En algunos casos, la concentracién de pluronic F-68 puede ser de 0,0001 %, 0,001 %, 0,005 %,
0,01 % 0 0,1 %.

Los ejemplos de formulaciones adecuadas y métodos de formulacién para un modo deseado de administraciéon se
pueden encontrar en Remington’s Pharmaceutical Sciences, la ultima edicién, Mack Publishing Co., Easton, PA y en la
patente de los Estados Unidos No. 7,208,577.

En algunos casos, una composicion para el uso in vivo contiene un “portador” o un “portador farmacéuticamente
aceptable”. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el cual se administra el
acido nucleico, vector o proteina de la descripcion. El término “portador” incluye, pero no esta limitado a, un material ya
sea solido o liquido, el cual puede ser organico o inorganico y de origen sintético o natural, con el cual un(unos)
componente(s) activo(s) de la composicién se mezcla o se formula para facilitar la administraciéon a un sujeto. Cualquier
otro material empleado usualmente en la formulaciéon de un producto farmacéutico es adecuado. Los portadores
farmacéuticos pueden diferir de soluciones y suspensiones tipicas debido a que se preparan especificamente para el
uso in vivo para excluir sustancias que pueden ser dafinas para el hospedante a quien se administra la composicién
(por ejemplo, remocion de toxinas bacterianas).

Los ejemplos de portadores liquidos adecuados incluyen agua y soluciones acuosas que contienen compuestos
organicos oxigenados tal como etanol. Los tampones y otros materiales que estdn presentes normalmente en
preparaciones farmacéuticas, tal como agentes saborizantes y de suspension, también pueden estar presentes. En
general, un(unos) aceite(s) adecuado(s), solucién salina, dextrosa acuosa, (glucosa) y soluciones de azicar
relacionadas y glicoles tales como propilenglicol o polietilenglicoles son portadores adecuados tipicamente para
soluciones parenterales. En algunos casos, las soluciones para la administracion parenteral contienen una sal soluble
en agua del ingrediente activo, agentes estabilizadores adecuados y si es deseable o necesario, sustancias tampén. Los
agentes antioxidantes tales como bisulfito de sodio, sulfito de sodio, o acido ascérbico, ya sea solos o en combinacion,
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pueden usarse como agentes estabilizantes. También se utiliza acido citrico y sus sales y EDTA sddico. Ademas, las
soluciones parenterales pueden contener conservadores, tal como cloruro de benzalconio, metil- o propil-parabeno y
clorobutanol.

Los portadores pueden incluir carbohidratos tales como trehalosa, manitol, glutationa, xilitol, sacarosa, lactosa y sorbitol.
Otros ingredientes para el uso en formulaciones pueden incluir, por ejemplo, DPPC (1,2-Didecanoil-sn-glicero-3-
fosfocolina), DOPE (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina), DSPC (1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina 1,2-
Diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina) y DOPC (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina). Pueden usarse surfactantes
naturales o sintéticos. Puede usarse polietilenglicol (incluso ademas de su uso en la derivatizacion de una proteina).
Pueden usarse dextranos, tal como ciclodextrano. En algunos casos, puede usarse ciclodextrina, aminas terciarias y/o
beta-ciclodextrina. Pueden usarse sales biliares y otros potenciadores relacionados. Puede usarse celulosa y derivados
de celulosa. Pueden usarse aminoacidos, tal como se usa en una formulaciéon tampoén. También, se contempla el uso de
liposomas, microcapsulas o microesferas, la inclusion de complejos u otros tipos de portadores.

Una composicion, si se desea también puede contener agentes de humedecimiento y/o emulsionantes y/o agentes
tampones del pH. Donde sea necesario, una composicion también puede incluir un agente solubilizante y/o un
anestésico local tal como lignocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion.

En algunos casos, una preparacion o composicion farmacéutica de la descripcion comprende (i) un portador
farmacéuticamente aceptable y (ii) un acido nucleico de la descripcién, un vector viral de la descripcion, una proteina
RdCVF de la descripcion o cualquier combinacion de los mismos.

Administracion, suministro y tratamiento

Se entiende que cuando se plantea la introduccidon o administracion de un acido nucleico o vector que codifica una
proteina RACVF, la descripcion también contempla la introduccion o administracion de la proteina RACVF misma. Se
entiende que cuando se plantea la introduccion de una proteina RACVF, la descripcion también contempla la
introduccion de un acido nucleico o vector que codifica una proteina RACVF.

En algunos casos, las composiciones de la descripcion se pueden administrar local o sistémicamente. Las rutas de
administracion utiles se describen en la presente descripcion y son conocidas en el campo. Los métodos de introduccion
o administracién incluyen, pero no estan limitados a, la ruta intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, intranasal, intratraqueal, topica, inhalada, transdérmica, rectal, rutas parenterales, epidural, intracraneal, en
el cerebro, intraventricular, subdural, intraarticular, intratecal, intracardiaca, intracoronaria, intravitrea, subrretiniana, en
la cdmara intraanterior del ojo, localmente en la cornea, subconjuntiva, inyeccién subtenon, mediante la aplicacion de
colirio, rutas orales, por via de un catéter de balén, por via de una endoproétesis o cualquier combinacion de los mismos.
La administracién sistémica puede ser, pero no esta limitada a, por medio de una inyeccién intravenosa o intra-arterial o
por medio del suministro transmucosa, subcutaneo, transdérmico y/o intraperitoneal.

En algunos casos, por ejemplo, que comprenden la administracién a los ojos, un vector o acido nucleico que codifica el
RACVF de la descripcion se administra aproximadamente una vez cada semana, un mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses,
9 meses, un afio, 18 meses, 2 afios, 30 meses, 3 anos, 5 afios, 10 afios 0 como sea necesario. En algunos casos, por
ejemplo, que comprenden la administracién a los ojos, un vector o acido nucleico que codifica el RACVF de la
descripcién se administra desde aproximadamente cada 1 a 4 semanas, aproximadamente cada 4 a 8 semanas,
aproximadamente cada 1 a 4 meses, aproximadamente cada 3 a 6 meses, aproximadamente cada 4 a 8 meses,
aproximadamente cada 6 a 12 meses, aproximadamente cada 9 a 15 meses, aproximadamente cada 12 a 18 meses,
aproximadamente cada 15 a 21 meses, aproximadamente cada 18 a 24 meses, aproximadamente cada 1 a 2 afos,
aproximadamente cada 1.5 a 3 afios, aproximadamente cada 2 a 4 afios, aproximadamente cada 3 a 5 afos,
aproximadamente cada 5 a 7 afios, aproximadamente cada 7 a 10 afios o aproximadamente cada 10 a 20 afios. Se
espera que la administracion de un vector que codifica una proteina RACVF seria menos frecuente que la
administracion de la proteina RACVF misma. En algunos casos de la descripcién, una preparacion farmacéutica
comprende un vector que codifica una proteina RACVF de la descripcion y la preparacion farmacéutica se administra
solo una vez al paciente.

En algunos casos, una proteina RACVF de la descripcion se administra por medio de una inyeccién intravitrea o
subrretiniana a un ojo humano. En algunos casos, de aproximadamente 15 pug a aproximadamente 5 mg; de
aproximadamente 15 ug a aproximadamente 500 pg; de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 900 ug; de
aproximadamente 300 pg a aproximadamente 700 pg; de aproximadamente 500 pg a aproximadamente 1 mg; de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg; aproximadamente 1 mg; o aproximadamente 500 ug de una proteina
RdCVF se administra por medio de una inyeccion intravitrea o subrretiniana a un ojo humano.

En algunos casos, una proteina RACVF se administra por medio de una inyecciéon subrretiniana o una inyeccion
intravitrea de un vector de AAV que codifica RACVF. En algunos casos, de aproximadamente 5x108 a aproximadamente
1x10°% de aproximadamente 5x10® a aproximadamente 7,5x108; de aproximadamente 7,5x10® a aproximadamente
1x10°%; de aproximadamente 6x10® a aproximadamente 9x108; de aproximadamente 7x102 a aproximadamente 8x108;
aproximadamente 5x108; aproximadamente 6x108; aproximadamente 7x108; aproximadamente 8x108; aproximadamente
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9x108; o aproximadamente 1x10° nimero de copias del genoma del vector (GC) de un vector de AAV se administra por
medio de una inyeccién subrretiniana. En algunos casos, de aproximadamente 5x10% a aproximadamente 1x10'%; de
aproximadamente 5x10% a aproximadamente 5x10% de aproximadamente 5x108 a aproximadamente 2x10°% de
aproximadamente 2x10° a aproximadamente 5x10°% de aproximadamente 5x10° a aproximadamente 1x10'%; de
aproximadamente 5x108 a aproximadamente 1x10°% de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 3xI0% de
aproximadamente 3x10° a aproximadamente 6x10°% de aproximadamente 6x10° a aproximadamente 1x10'%; de
aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x10'%; de aproximadamente 1x10'° a aproximadamente 1x10''; o de
1x10"" a aproximadamente 1x10'2 GC de un vector de AAV se administra por medio de una inyeccion intravitrea. Se
entiende que la cantidad de vector de AAV se mide algunas veces en unidades de transduccion o en numero de GC.
Los numeros de GC son tipicamente entre 25-300 veces mas altos que cuando la misma muestra de vector de AAV se
mide para unidades de transduccion.

En algunos casos, un farmaco antinflamatorio se puede suministrar en combinacién con una proteina RACVF, un vector
o un acido nucleico de la descripcion. Un farmaco antinflamatorio se puede suministrar antes de, concurrentemente con
y/lo después de la administracion de una molécula o vector de la descripcion. En algunos casos, un farmaco
antinflamatorio se administra en la misma solucién y/o la misma jeringa que una proteina RACVF, &cido nucleico o
vector de la descripcion. En algunos casos, una proteina RACVF, acido nucleico o vector de la descripcién y un farmaco
antiinflamatorio se coadministran al ojo.

Muchos farmacos antiinflamatorios son conocidos en el campo e incluyen, pero no estan limitados a, dexametasona,
metasulfobenzoato sodico de dexametasona, fosfato sédico de dexametasona, fluorometolona, bromfenac,
pranoprofeno, emulsién oftalmica de ciclosporina (por ejemplo, RESTASIS™), naproxeno, glucocorticoides, ketorolaco,
ibuprofeno, tolmetina, farmacos antinflamatorios no esteroidales, farmacos anti-inflamatorios esteroidales, diclofenaco,
flurbiprofeno, indometacina y suprofeno.

Algunos casos de la descripcién incluyen la administracion de tanto una proteina RACVF como un vector que la codifica.
Una proteina RACVF se puede suministrar antes de, concurrentemente con y/o después de la administracion de un
vector de la descripciéon. En algunos casos, una proteina RACVF se administra en la misma solucién y/o la misma
jeringa que un vector de la descripcion. En algunos casos, un vector de la descripcién y una proteina RACVF se
coadministran al ojo.

En algunos casos de la descripcion, un sistema de suministro de genes puede dar por resultado la transduccion y/o
integracion estable de un gen o regién codificante para una proteina RACVF en una célula objetivo. En algunos casos,
las células objetivo son células de mamifero tal como células de primate o células humanas. En algunos casos, las
células objetivo son células de los ojos, tal como células epiteliales, pigmentarias, retinianas, células fotorreceptoras de
bastones, células fotorreceptoras de conos, células bipolares, células horizontales, células amacrinas, células
ganglionares, células retinianas o células pluripotenciales. Las células objetivo pueden estar in vitro, ex vivo o in vivo. En
algunos casos, una célula objetivo es una célula madre. Las células madre incluyen, pero no estan limitadas a, células
madre pluripotentes, células madre totipotentes, células madre hematopoyéticas, células madre cancerosas y células
madre embridnicas. En algunos casos, las células pluripotenciales que estan contempladas en la presente descripcion
no son aquellas para propagar una entidad viva de un cigoto o un blastomero. La presente descripcion también
contempla el uso de una célula parcialmente no diferenciada para el implante en el ojo de un paciente necesitado de
tratamiento, por ejemplo, para regenerar células del ojo.

La descripcién también proporciona métodos de tratamiento. En algunos casos, la descripcion proporciona métodos
para conservar células de bastones oculares que comprenden administrar al ojo de un mamifero un acido nucleico de la
descripcion, un vector viral de la descripcion, una proteina RACVF de la descripcion, una composiciéon farmacéutica de
la descripcién o una combinacién de los mismos. En algunos casos, un vector viral y/o acido nucleico de la descripcién
se administra por medio de una inyeccion subrretiniana, inyeccion intravitrea, inyeccion a la camara intraanterior del ojo,
inyeccion subconjuntiva, inyeccidon subtenon o cualquier combinacion de las mismas. En algunos casos, se trata un
humano. En algunos casos, el mamifero que es tratado padece de una enfermedad ocular seleccionada del grupo que
consiste de distrofia retiniana, enfermedad de Stargardt, retinitis pigmentaria, degeneracién macular seca relacionada
con la edad (AMD seca), atrofia geografica (etapa avanzada de AMD seca), degeneracion macular himeda relacionada
con la edad (AMD humeda), glaucoma/hipertension ocular, retinopatia diabética, sindrome de Bardet-Biedel, sindrome
de Bassen-Kornzweig, enfermedad de Best, coroidema, atrofia girata, amaurosis congénita, sindrome de Refsun,
sindrome de Usher, enfermedad ocular relacionada con la tiroides, enfermedad de Grave, una enfermedad asociada
con células epiteliales, pigmentadas, retinianas, enfermedad del segmento anterior, enfermedad de las lentes/cataratas,
trastorno de cépsula ocular o uveitis. En algunos casos, la célula de bastén ocular, conservada no contiene un acido
nucleico y/o vector viral de la descripcion. Por ejemplo, la célula ocular conservada no es conservada a través de la
transduccion de la célula ocular conservada misma.

Algunos casos de la descripcion, proporcionan un método para conservar células de bastones oculares que comprende
administrar al ojo de un mamifero un acido nucleico y/o vector viral de la descripcion, en donde el acido nucleico y/o el
vector viral se administra por medio de una inyeccién subrretiniana y las células de bastones y/o células de conos se
conservan en un sitio al menos 1 mm, al menos 2 mm, al menos 3 mm, al menos 5 mm, al menos 7 mm, al menos 10
mm, al menos 15 mm, al menos 20 mm o al menos 25 mm del sitio de la inyeccion subrretiniana. Por ejemplo y sin
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desear ser limitado a teoria alguna, las células traducidas con el 4cido nucleico o vector viral en el sitio de inyeccion
subrretiniana expresan y/o secretan una proteina RACVF-largo y/o RACVF-corto la cual puede proporcionar un efecto de
conservacion de bastones y/o conos oculares en un sitio distante a la célula transducida o sitio de inyeccion.

Ademas de su expresion en el ojo, la proteina RACVF también es expresada naturalmente en otros tejidos. Utilizando un
planteamiento de protedmica, 90 proteinas se encontraron intactas con RACVFL que incluia la proteina de unién a
microtubulos tau (Fridlich y otros Mol Cell Proteomics (2009) 8(6):1206-1218). Fridlich y ofros demostraron que el nivel
de fosforilacion de TAU se incrementa en la retina de los ratones Nxn17/ (RACVF1-/-) ya que es hiperfosforilada en el
cerebro de pacientes que padecen de la enfermedad de Alzheimer, presumiblemente en algunos casos a través del
estrés oxidante. Fridlich y otros también mostraron que el RACVFL inhibe la fosforilacion de TAU. Cronin y otros (Cell
Death and Differentiation (2010) 17:1199-1210) encontraron que las retinas de Nxn171-/- (RdCVF1-/-) contenian la
proteina TAU agregada, como se encuentra en el cerebro de pacientes que padecen de la enfermedad de Alzheimer.

Los ratones que carecen del RACVF2 tienen una visiéon y olfato deteriorados. Los ratones normales expresan el
RACVF2 en el epitelio olfativo. Jaillard y otros (Encuentro de ARVO (2009) programa#/poster# 491/D636) informaron
que se descubrid que las neuronas olfativas sobreviven a una tasa mas alta cuando se cultivan en presencia del
RdCVF2. Jaillard y otros también compararon ratones RdCVF2-/- con ratones de control, al realizar pruebas de
aprendizaje de discriminacion olfativa. Por 12 meses de edad, los ratones RACVF2-/- no lograron responder
correctamente al estimulo.

Las proteinas RACVF tienen actividad neuroprotectora y no solo son un factor para la supervivencia de conos y/o
bastones, sino que son factores de supervivencia de neuronas generales.

Por lo tanto con base en lo anterior, un acido nucleico que codifica el RACVF, un vector viral o una proteina RACVF de
la descripcidon pueden usarse para tratar o mejorar la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad
de Parkinson y enfermedades olfativas.

La descripcion incluye métodos para tratar una enfermedad que comprenden administrar a un mamifero un acido
nucleico de la descripcién, un vector viral de la descripcién, una proteina RACVF de la descripcién, una composicion
farmacéutica de la descripcién o una combinacién de los mismos, en donde la enfermedad se selecciona del grupo que
consiste de la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson y una enfermedad
olfativa. En algunos casos, el vector viral de esta descripcion es un vector de AAV.

Ejemplos

La invencion ahora se describe con referencia a los siguientes ejemplos. Esos ejemplos se proporcionan solamente con
el fin de ilustracion y de ninguna manera debera interpretarse que la invencion esta limitada a esos ejemplos sino que
debera interpretarse que comprende cualquiera y la totalidad de variaciones las cuales se vuelven evidentes como
resultado de las ensefianzas proporcionadas en la presente descripcion.

Mientras tanto, los casos particulares de la descripcion han sido descritas en la presente descripciéon con fines de
descripcion, los expertos en la técnica apreciaran que pueden realizarse numerosas variaciones de los detalles sin
apartarse de la descripcién como se describe en la presente descripcion.

Ejemplo 1 - Secuencias codificantes recodificadas para las formas larga y corta de RACVF1

Se disefiaron la regiones codificantes de nucleétidos de RACVF1S y RACVF1L humanas recodificadas (por ejemplo,
nucleétidos 106-741 de la SEQ ID NO:1, nucleétidos 106-744 de la SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:12 o 14). GENEART®
(Regensburg, Alemania) se sintetizd secuencias de acidos nucleicos que, entre otras cosas, contenian secuencias
codificantes de nucledtidos optimizadas con codones para RACVF1S y RACVF1L. Estas secuencias codificantes
también se recodificaron para minimizar las configuraciones tal como configuraciones inhibitorias de procariotas, sitios
donadores de empalmes consensuales y sitios donadores de empalmes cripticos.

La recodificacion de una secuencia codificante de RACVF1L humana también proporciond una region codificante de
RdACVF 1S recodificada, nucleétidos 1-327 de la SEQ ID NO:12 con un codén de parada en el extremo 3'.

Alineamiento de una region codificante de RACVF 1L nativa a una regién codificante recodificada

RACVF1L (1-639): Identidades = 529/639 (82,8 %) 89/213 codones diferentes (41,7 %)
RdCVF1S (1-327): Identidades = 274/327 (83,8 %) 44/109 codones diferentes (40,4 %)
RACVF1S (1-327 & TGA) Identidades = 277/330 (83,9 %) 44/110 codones diferentes (40,0 %)
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ATGGCCTCCCTGTTCTCTGGCCGCATCCTGATCCGCAACAATAGCGACCAGGACGAGCTG

LErerr e CEeer rrrrerere e reerr trrrrrr e e
ATGGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGACCAGGACGAGCTG

GATACGGAGGCTGAGGTCAGTCGCAGGCTGGAGAACCGGCTGGTGCTGCTGTTCTTTGGT

Lererrrrr v e e rrrrrrrrrerr et e e
GACACCGAGGCCGAAGTGAGCAGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGCTGTTCTTTGGC

GCTGGGGCTTGTCCACAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTCAAGGACTTCTTCGTGCGG

0 T T T T T T e O O O O O R R IR R O
GCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTCTTTGTGAGG

CTCACAGATGAGTTCTATGTACTGCGGGCGGCTCAGCTGGCCCTGGTGTACGTGTCCCAG

e e rererrrr e et re rerrrrerrrrrrrrrerr e rrd
CTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGTGAGCCAG

GACTCCACGGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTCAAGGACATGCCAAAGAAATGGCTTTTC

Lee e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rererrr e rree e rerr e
GACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGCTGTTC

corto— —largo
CTGCCCTTTGAGGATGATCTGAGGAGG | GACCTCGGGCGCCAGTTCTCAGTGGAGCGCCTG
1 I O O I e N O R FEEEEE b rrd
CTGCCCTTCGAGGACGACCTGAGAAGA 1 GACCTGGGCAGGCAGTTCAGCGTGGAGAGACTG

CCGGCGGTCGTGGTGCTCAAGCCGGACGGGGACGTGCTCACTCGCGACGGCGCCGACGAG

A R e e e R R R R
CCCGCCGTGGTGGTGCTGAAGCCTGATGGCGACGTGCTGACCAGAGATGGCGCCGACGAG

ATCCAGCGCCTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAACTGGCAGGAGGCGGCCGAGGTGCTGGAC

LErrer o rrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rerr et
ATCCAGAGACTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAACTGGCAGGAGGCCGCCGAGGTCCTGGAC

CGCAACTTCCAGCTGCCAGAGGACCTGGAGGACCAGGAGCCACGGAGCCTCACCGAGTGC

Forrrerrrrrrerrrrerrr rrrrrr e rrrrrrrr R RREREE NN
AGAAACTTCCAGCTGCCCGAGGATCTGGAGGATCAGGAGCCCAGATCCCTGACCGAGTGC

CTGCGCCGCCACAAGTACCGCGTGGAAAAGGCGGCGCGAGGCGGGCGCGACCCCGGGGGA

R N e R R
CTGAGGCGGCACAAGTACAGAGTGGAGAAGGCCGCCAGAGGCGGCAGAGACCCTGGCGGC

GGGGGTGGGGAGGAGGGCGGGGCCGGGGGGCTGTTCTGA 639 (SEQ ID NO:7)

N A nnEEEee
GGAGGAGGAGAGGAGGGCGGAGCCGGCGGACTGTTCTGA 639 (SEQ IDNO:12)

60

60

120

120

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

480

480

540

540

600

600

La recodificacion de una secuencia codificante de RACVF1L nativa a la SEQ ID NO:12 eliminé 2 motivos
inhibidores de procariotas, 1 sitio donador de empalmes consensuales y 3 sitios donadores de empalmes
cripticos dejando ninguno de esos elementos en la secuencia recodificada (SEQ ID NO:12). La recodificacion
también cambié el contenido de GC promedio de 65 % a 63 %.

Los nucledtidos 1-327 de la SEQ ID NO:12 también proporcionan una secuencia codificante recodificada para
RACVF1S pero sin un codén de parada, tal como TGA.

Alineamiento de una regidn codificante de RACVF1S nativa a una regién codificante recodificada

Identidades = 278/330 (84,2 %) 43/110 codones diferentes (39,1 %)
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ATGGCCTCCCTGTTCTCTGGCCGCATCCTGATCCGCAACAATAGCGACCAGGACGAGCTG 60

FEErrrrrrrrr et rerrrrrer et rrrrrr e e
ATGGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGACCAGGACGAGCTG 60

GATACGGAGGCTGAGGTCAGTCGCAGGCTGGAGAACCGGCTGGTGCTGCTGTTCTTTGGT 120

Leorereeerre et ot rrrrrrrrrrer r rrr e e e e
GACACCGAGGCCGAAGTGAGCAGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGCTGTTCTTTGGC 120

GCTGGGGCTTGTCCACAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTCAAGGACTTCTTCGTGCGG 180

e e N e A
GCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTCTTTGTGCGG 180

CTCACAGATGAGTTCTATGTACTGCGGGCGGCTCAGCTGGCCCTGGTGTACGTGTCCCAG 240

CErr e rereerer et et rrrrrrrrrrrrrrrer rer e
CTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGTGAGCCAG 240

GACTCCACGGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTCAAGGACATGCCAAAGAAATGGCTTTTC 300

CEE e rerrrrrrrrrrrrerrrerrer rerrrerrerr rerrr rrrrr i
GACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGCTGTTC 300

CTGCCCTTTGAGGATGATCTGAGGAGGTGA 330 (SEQID NO:13)
LEEEErrr rerrr rrrer rre
CTGCCCTTCGAGGACGACCTGCGGAGATGA 330 (SEQID NO:14)

La recodificacién de una secuencia codificante de RACVF nativa a la SEQ ID NO:14 eliminé 1 motivo inhibidor de
procariotas, 1 sitio donador de empalmes consensuales y 2 sitios donadores de empalmes cripticos dejando ninguno de
esos elementos en la secuencia recodificada (SEQ ID NO:14). La recodificacion también cambioé el contenido de GC
promedio de 58 % a 61 %.

Ejemplo 2 - Expresion in vitro del factor de viabilidad de conos derivado de bastones de forma larga alineado por medio
del vector viral adeno-asociado

Clonacion de Plasmidos

El ADNc de la forma corta de la proteina RACVF se amplificé por medio de la PCR a partir del acido nucleico sintetizado
por GENEART® y se clond en un plasmido pSecTag2A (Invitrogen, No. de Catalogo V900-20) que incorporé una
secuencia de péptidos de sefial de Igk de raton de tal manera que la secuencia de ADN de péptidos de sefial de Igk se
orienta en direccién 5’ con respecto a una secuencia codificante de RACVFS. El plasmido resultante fue designado
pAVTrRd034. El tamafio y la orientacion de pAVTrRd034 se confirmd con el uso de digestiones con enzimas de
restriccion. La secuencia de Igk-RdCVFS se amplificé por medio de la PCR a partir de pAVTrRd034 y se insert6 en el
plasmido de vector de virus adeno-asociado pAAV-MCS (Cell Biolabs, San Diego, CA), creando el plasmido pAAV-
SRd269 (SEQ ID NO:8). La forma larga optimizada con codones del RACVF se amplificé por medio de la PCR y se
insertd en el plasmido de clonacién interno pAVT001, creando el plasmido pAVTLrRd055 (SEQ ID NO:9). Los plasmidos
pAVTLrRd055 y pAAV-SRd269 se digirieron dos veces con Bg1 Il y Stu I. La banda de 4.8 kb de pAAV-SRd269 vy la
banda de 540 pb de pAVTLrRd055 se ligaron, creando el pAAV-LRd268 (SEQ ID NO:10) que contenia una secuencia
codificante recodificada para el RACVF largo. El tamafio y la orientacion del pAAV-LRd268 se confirm6 con el uso de
digestiones con enzimas de restriccién.

Debido a que las secuencias N-terminales de la forma corta y la forma larga de la proteina RACVF son idénticas, el
extremo de la secuencia de ADN de RACVF corta de pAVTrRd034 se intercambi6 por el extremo de la secuencia de
ADN de RdCVF larga optimizada con codones del plasmido pAVTLrRdCVFO055, generando de ese modo el plasmido de
rAAV pAAV-LRd268, que contenia las siguientes caracteristicas entre los AAV-ITR:

Promotor de CMV — intrén de B-globina — Igk-RdCVF1L — Poli A

Produccion y purificacion de los vectores AAV-RACVF1L y AAV-GFP recombinantes
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Los plasmidos pAAV-LRd268, pHELPER (Cell BioLabs, No. de Catalogo 340202) y pRC2 (Cell BioLabs, No. de
Catalogo 340201) se transformaron en células bacterianas competentes DH10B (Invitrogen, No. de Catalogo 18297-
010) y se mejoraron con el uso del Equipo Qiagen EndoFree Plasmid Maxi o el Equipo EndoFree Plasmid Mega de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de plasmidos se determinaron con el uso del
espectrofotdmetro Beckman DU-600. Cada identidad de plasmido se confirmé por medio de digestiones de restriccion y
andlisis.

Para producir el vector rAAV-RdACVF1L, las células 293AAV (Cell BioLabs, No. de Catalogo AAV-100) se sembraron en
una cantidad de 4 millones de células por disco de 15 cm en cDMEM (DMEM complementado con 10 % de FBS, 1 % de
Glutamina, 1 % de aminoacidos no esenciales y 1 % de Penicilina/Estreptomicina). Al siguiente dia, el medio se
reemplazoé por 25 mL de cDMEM nuevo. Dos horas después se realiz6 la transfeccion. Se mezcl6 agua (57.4 mL) con
1,3 mg de pHELPER, 650 pg de pRC2, 650 pg de pAAV-LRd268 y 8,1 mL de CaCl, 2 M (mezcla de
agua/plasmido/CaCly). Un volumen de 12,5 mL de 2xHBS (Lonza, Sku:RR07005) se transfiri6 en cada uno de cinco
tubos coénicos de 50 mL. Mientras se remolineaba, 12,5 mL de la mezcla de agua/plasmido/CaCl, se afiadieron
lentamente a cada uno de los tubos conicos que contenian 2xHBS. Después de una incubacion durante 5 minutos, 2.5
mL de la suspensién se afiadieron a cada disco de cultivo de células que contenia las células 293AAV.

Al siguiente dia, el medio se reemplazé por 25 mL de medio cDMEM nuevo por disco. Dos dias después, las células se
recolectaron con el uso de un filtro de células y la mezcla de células/medio se transfirié en tubos conicos de 250 mL. Las
muestras se centrifugaron a 3,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante se desechd y las sedimentos
celulares se resuspendieron en 110 mL de DMEM. Las muestras de células resuspendidas se separaron en alicuotas
(30 mL) en tubos cénicos de 50 mL y un paso de congelamiento/descongelamiento/congelamiento se realizé con el uso
de un bafio de etanol/hielo seco y un bafio de agua a 37 °C. Los tubos se almacenaron a -80 °C hasta el proceso
adicional del material. EI mismo proceso se empled para producir rAAV-GFP, sustituyendo el plasmido pAAV-LRd268
por el plasmido pAAV-GFP (Cell BioLabs No. de Catalogo AAV-400).

Para purificar el vector rAAV-RACVF1L, cuatro tubos conicos de 50 mL que contenian el vector del paso de
congelamiento/descongelamiento/congelamiento se descongelaron a 37 °C en un bafio de agua. Cuarenta microlitros
de BENZONASE® (Sigma, No. de Catalogo E8263-25kU) se afiadieron a cada tubo el cual después se incubé a 37 °C
durante 30 minutos. Los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm y los sobrenadantes se transfirieron en
una botella de 500 mL. Se afiadieron seis mililitros de una solucion de desoxicolato de sodio al 10 % (8,2 g en 82 mL de
agua). La muestra se mezclé brevemente y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. La suspension se filtré con el uso de
filtros de 5 um. Subsecuentemente, se realizé otro paso de filtracion con el uso de filtros de 0,8 um. Una columna de
heparina-agarosa (8 mL) (Sigma, No. de Catalogo H6508-25 mL) se prepard y la columna se equilibré con 48 mL de
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) (Invitrogen, No. de Catalogo 10010-049). El lisado celular filtrado se cargd
en la columna y la columna se lavé con 40 mL de tampén de lavado (20 mL de NaCl 5 M, 980 mL de PBS). El vector se
eluy6 con el uso de un tampon de elucion de 15 mL (80 mL de NaCl 5 M, 920 mL de PBS) y se recolect6 en un tubo
cénico de 50 mL nuevo.

El vector se concentré por medio de la filtracion en centrifuga. Una unidad de filtracion en centrifuga Amicon Ultra-15
(Millipore, No. de Catalogo UFC910024) se enjuagd una vez con PBS y la muestra eluida se afiadio al dispositivo. La
centrifugacion se realizé en una centrifuga Beckman Allegro 6KR a 2200 rpm, 22 °C, hasta que la muestra se concentr6
a un volumen de 1-2 mL. Un volumen de 15 mL de PBS se afiadi6 y la centrifugacion se repitioé hasta que el volumen de
la muestra fue < 1 mL. El vector purificado se recolecto y las paredes del filtro se enjuagaron con 100 uL de PBS. La
muestra se mezclo y las alicuotas de 30 pL del vector se almacenaron a -80 °C en tubos conicos de 600 pL hasta su
uso.

Este proceso se repitio para purificar el vector rAAV-GFP.
La Figura 9 y la SEQ ID NO:11 muestran la secuencia de acido nucleico del vector rAAV-RACVF1L.
Ensayo de titulo genémico de vectores de AAV recombinantes y purificados

Para medir el titulo genémico de los vectores rAAV-RACVF1L y rAAV-GFP purificados, 5 pL del vector apropiado se
mezclaron con 5 uL de tampon de DNasa 10X, 1 uL de enzima DNasa | (Roche, No. de Catalogo 04716728001), y agua
para un volumen total de 50 pL. Después de la incubacion durante 30 minutos a 37 °C, la enzima se inactivé mediante
la incubacion a 65 °C durante 10 minutos. Se afiadid proteinasa K (0,5 uL) (Roche, No. de Catalogo 03115887001). La
muestra se mezclé brevemente y se incub6 durante 60 minutos a 50 °C. La proteinasa K se inactivo por medio de 95 °C
durante 20 minutos. En paralelo, un control de aumento se usé donde 5 uL del estandar de aumento (2x10° ADN
monocatenario de pAAV-GFP) se afiadid a la reaccion. Estas reacciones se realizaron en tiras de 8 tubos de 0,2 mL sin
tapa (BioRad, No. de Catalogo TBS-0201), con el uso de tiras de 8 tapas planas (BioRad, No. de Catalogo TCS-0803)
en un termociclador de PCR BioRad.

Una mezcla maestra para la gPCR se establecid, que contenia 825 uL de agua, 1,875 uL de iQ SYBR Green Supermix
(BioRad, No. de Catalogo 170-8882) y 337,5 uL de cada uno de los cebadores (QPCR CMV 1 (SEQ ID NO:5) y QPCR
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CMV 2 (SEQ ID NO:6)). Un volumen de 45 pL de la mezcla se afiadié por pocillo en una placa de PCR de 96 pocillos y
ya sea 5 pL del vector digerido, vector digerido de aumento, vector no digerido (5 pL de vector purificado con 40 pL de
agua y 5 uL de tampén de DNasa), vector aumentado no digerido (5 pL de vector purificado con 35 uL de agua, 5 uL de
tampdn de DNasa y 5 uL de estandar de aumento) se afiadieron y se mezclaron. Un proceso de PCR se realizé y las
muestras del Ciclo 3 se usaron para el andlisis de la curva de fusion.

La concentracion de esos genomas de ADN monocatenario se analizé mediante la PCR cuantitativa como se describié
anteriormente. La concentracién de las particulas del vector rAAV-RACVF1L se determiné que era 2x10'! copias del
genoma de vector por mililitro (GC/mL) y la concentracidon de particulas del vector rAAV-GFP se determind que era
2x10"" GC/mL.

Tincion con plata del vector de AAV recombinante, purificado

Para examinar la pureza de los vectores de rAAV-RACVF1L y rAAV-GFP purificados, los lisados de vectores se
sujetaron al SDS-PAGE con un andlisis de tincion con plata. Especificamente, 20 uL de tampén de lisis (8,4 mL de
agua, 500 uL de Tris 1 M (pH 8,0), 1 mL de Glicerol, 300 uL de NaCl 5 M, 50 uL de NP-40, 40 uL de EDTA, 100 pL de
PMSF, 1 tableta de inhibidor de proteasa (Roche, No. de Catalogo 11836170001)) se afiadieron a 20 L del vector de
AAV recombinante, purificado, respectivo y se mantuvieron sobre hielo durante 20 minutos. La reaccién se centrifugd
durante 2 minutos a 13 000 rpm y 4 °C en una centrifuga de sobremesa. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo,
10 pL del tampén de mezcla reductor 5x (Pierce, No. de Catalogo 39000) se afiadieron y las muestras se incubaron
durante 10 minutos a 95 °C.

La electroforesis se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Un gel de SDS-PAGE al 4-15 % se enjuagd
con agua y se coloco en la camara de gel. El tampon de corrida (Tris/Glicina/SDS 1X elaborado al diluir tampén de
corrida de Tris/Glicina/SDS 10X (BioRad, No. de Catalogo 161-0732) con agua) se afiadioé a las camaras de tampén
superior e inferior. Los pocillos se enjuagaron dos veces con 200 uL de tampon de corrida y las muestras se cargaron.
Como control, un volumen de 1 uL de escalera de proteina BENCHMARK™ (Invitrogen, No. de Catalogo 10747-012) se
afadio a los pocillos exteriores. Se cargaron concentraciones iguales de los vectores, determinadas por medio del
andlisis de titulo gendmico. El gel se condujo a 200 V hasta que el tinte alcanzo el fondo del gel. El gel se fij6 y se tifid
con plata de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Biorad Silver Stain Plus, No. de Catalogo 161-0449).

Solo las tres proteinas de virus AAV, VP1 (90 kDa), VP2 (72 kDa) y VP3 (60 kDa) fueron visibles (Figura 1). Debido a
que ninguna otra banda de proteina es visible en el analisis de tinciéon con plata, esto confirmaria que las preparaciones
de vectores dieron por resultado la produccion de particulas de vectores sumamente puras.

Expresion In Vitro de RACVF1L mediada por la transduccion de vectores de AAV de células ARPE-19

Para examinar la expresién y secrecion de RACVF1L mediada por el vector rAAV-RACVF1L, las células epiteliales,
pigmentarias, retinianas humanas ARPE-19 (ATCC, Manassas, VA) se sembraron en una cantidad de 200 000 células
en 3 mL de cDMEM por pocillo en una placa de 6 pocillos. Para la expresion de transgenes después de la infeccién con
AAV, el paso limitante del tiempo es la sintesis de la segunda cadena del genoma de ADN monocatenario, el cual puede
tomar varias semanas, por ejemplo, véase Ferrari y otros (1996). J Virol. 70:3227-3234. Sin embargo, puede usarse
radiacion antes de la transduccion para acelerar la expresion de proteinas después de la transduccion del vector de
rAAV en el cultivo de células, por ejemplo, véase Alexander y otros (1994) J Virol. 68:8282-8287.

Veinticuatro horas después de que las células se irradiaron con 175 Gy de '*’Cs con un irradiador Modelo: Mark 1-68
Self-shielded de Shepherd & Associates. Dos horas después, el medio se reemplazé por 1,5 mL de cDMEM nuevo y se
afadieron 3 pL de vector de AAV recombinante, purificado. Una placa no se transdujo (sin AAV) como control, una
placa se transdujo con vector rAAV-GFP y una placa se transdujo con el vector rAAV-RdCVF1L.

Dos dias después de la transduccion, los sobrenadantes de las células transducidas y no transducidas se recolectaron y
se filtraron a través de un filtro de 0,45 pm. Un volumen igual de tampdn de lisado (9,4 mL de agua, 200 uL de Tris 1 M
(pH 8,0), 40 uL de EDTA 0,5 M, 300 pL de NaCl 5 M, 100 uL de NP-40, 100 uL de PMSF, 1 tableta de inhibidor de
proteasa) se afiadio y se almacend a -80 °C hasta su uso. Las células de cada placa se lavaron con PBS, se rasparon
con el uso de un dispositivo levantador de células, se acumularon y se transfirieron en tubos coénicos de 15 mL. Las
células se centrifugaron durante 4 minutos a 1200 rpm y 4 °C en una centrifuga Beckman Coulter Allegra 6KR y el
sobrenadante se desechd. Las sedimentos celulares se resuspendieron en 1 mL de tampén de lisis (véase
anteriormente), se transfirieron en tubos de 1,5 mL y se incubaron sobre hielo durante 10 minutos. Los lisados celulares
se centrifugaron durante 2 minutos a 13 000 rpm y 4 °C en una centrifuga de sobremesa. Los lisados celulares
aclarados se separaron en alicuotas en volimenes de 200 uL en tubos de 1,5 mL y se almacenaron a -80 °C hasta su
uso.

Analisis de inmunotransferencia Western de sobrenadantes de células transducidas y lisados celulares para la
expresion de RACVF1L
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El analisis de inmunotransferencia Western con el uso de un gel de SDS-PAGE al 4-20 % se us6 para detectar la
expresion del RACVF1L con el uso de técnicas estandar. Como control, un volumen de 5 uL del Estandar de
MAGICMARK XP™ (Invitrogen, No. de Catalogo LC5602) se afiadi6 a los pocillos exteriores. El gel se condujo a 200 V
hasta que el tinte alcanzé el fondo del gel. El analisis de inmunotransferencia Western se realizé con un equipo de
analisis de inmunotransferencia Western Vectastain ABC-Amp de Vector Laboratories, de acuerdo con una version
modificada de las instrucciones del fabricante. EI SDS-PAGE se equilibré en tampdn de transferencia durante 20
minutos y las proteinas separadas por medio del SDS-PAGE se transfirieron en una membrana de nitrocelulosa con el
uso de una Celda de Transferencia Semi-Seca de Inmunotransferencia a 20 V durante 40 minutos. Una vez que se
completd la transferencia, la membrana se bloque6 en 200 mL de solucién de caseina 1X con agitacién suave en una
plataforma mecedera durante al menos dos horas a temperatura ambiente (RT) para el sobrenadante y 4 °C durante
toda la noche mas 1 hora a temperatura ambiente para el lisado celular. La membrana se incubé con 50 mL de
anticuerpo monoclonal especifico antiproteina RACVF de conejo (anticuerpo primario, generado por Covance (Denver,
PA) con el uso de la proteina RACVF1L con etiqueta His purificada que se produce en E. coli (Protein One, Rockville,
MD)) diluida 1:2000 (sobrenadante) o 1:10 000 (lisado celular) en solucion de caseina 1X con agitaciéon suave a 4 °C
durante toda la noche o 2 horas a temperatura ambiente, respectivamente. La membrana se lavé con 30 mL de una
solucién de caseina 1X 4 veces durante 5 minutos cada una a temperatura ambiente con agitacién suave. La membrana
se incubd con 30 mL de IgG anti-conejo de cabra biotinilada (anticuerpo secundario) diluida 1:24 000 en solucién de
caseina 1X durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion suave. La membrana se lavé en 30 mL de solucion de
caseina 1X 3 veces durante 5 minutos cada una a temperatura ambiente con agitacién suave. La membrana se incub6
durante 45 minutos en Vectastain ABC-AmP en 50 mL de caseina 1X que contenia 100 pL de Reactivo Ay 100 puL de
Reactivo B. La membrana se lavé en 30 mL de solucién de caseina 1X 3 veces durante 5 minutos cada una a
temperatura ambiente con agitacién suave.

La membrana se incub6 en Tris, pH 9,5. La sefial de quimioluminiscencia se adquirié con el uso de 6 mL de Substrato
Duolox (Vector Laboratories, No. de Catalogo SK 6605) y exponiendo la membrana a una pelicula de rayos X Kodak
BioMax MS (Kodak Carestream Health, No. de Catalogo 8572786) en un casete de pelicula durante 10 segundos a 5
minutos seguido por el desarrollo de la pelicula con el uso de solucion Kodak Developer (Kodak GBX, No. de Catalogo
1900984) y solucion Kodak Fixer.

El nivel de proteina RACVF1L expresada en el lisado celular (Figura 2A) indicd que el vector rAAV-RdCVF 1L transdujo
eficientemente las células ARPE. De manera mas importante, la proteina RACVF1L fue secretada eficientemente en el
medio de cultivo de células de las células transducidas con el vector (Figura 2B). Sin embargo, dos bandas positivas en
proteina RACVF1L con el peso molecular esperado se observaron en las muestras de lisado celular transducidas con el
vector rAAV-RdCVF1L (Figura 2A, carril 3) y tres de estas bandas se detectaron en las muestras de sobrenadante de
células (Figura 2B, carril 3). Sin desear ser limitado por teoria alguna, las dos bandas de peso molecular mas bajo en el
sobrenadante de células (Figura 2B, carril 3) que tienen los mismos pesos moleculares que aquellos en el lisado celular
pueden haber sido liberadas de las mismas células muertas en el cultivo. La tercera banda con un peso molecular
ligeramente mas alto en el sobrenadante representaron probablemente una forma secretada de RACVF1L la cual estuvo
ausente del lisado celular. Los datos también sugirieron que las tres formas de RACVF1L, incluyendo la forma secretada
de RACVF1L, fueron modificadas probablemente después de la traduccion.

Resumen

El vector RACVF1L-AAV fue capaz de transducir eficientemente las células epiteliales, pigmentarias, retinianas
humanas (ARPE-19), lo que conduce a la expresion y secrecion de la proteina RACVF larga como se detecté por medio
de la Inmunotransferencia Western. Dos bandas distintas de proteinas RACVFL se observaron en las muestras de
lisado celular transducidas con el vector rAAV-RdCVF1L ademas de una banda mas alta. Tres bandas de proteinas
RACVFL se detectaron en el sobrenadante de células transducidas con el vector. Dos de éstas que tenian los mismos
pesos moleculares que aquellas observadas en el lisado celular fueron posiblemente de células muertas en el cultivo de
células. La tercera banda con un peso molecular ligeramente mas alto representaron probablemente la forma secretada
de RACVF1L. Estos datos también sugirieron que el RACVF1L, que incluye la forma secretada de RACVF1L, se
modificéd probablemente después de la traduccion.

Ejemplo 3 - Expresién in vivo de RACVF1 & GFP por el vector de AAV en ojos de ratén

El propésito de este estudio fue determinar si la administracion sub-retiniana de rAAV-RdCVF 1L puede incrementar los
niveles de RACVF en la retina de los ojos de ratén. El vector de serotipo 2 de AAV recombinante rAAV-RACVF1L y el
vector de control rAAV-GFP se prepararon como se describio en el Ejemplo 2.

Ratones hembra BALB/C, 5-6 semanas de edad, se adquirieron de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y se
utilizaron en este estudio. Se permitié a los animales un periodo de aclimatacion minimo de 1 semana antes del uso
para el estudio. Se alojaron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas con una intensidad de luz de <50 lux en las
jaulas. El alimento y el agua estuvieron disponibles libremente. El disefio experimental se resume en la Tabla 1:
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Tabla 1: Disefio Experimental

Ratoén (BALB/c) Ojo Inyeccién Sub-retinal Evaluacion
N=7 Ojo derecho (OD) rAAV-RdCVF1L Inmunohistoquimica
Ojo izquierdo (OS) Ninguna por
N=7 Ambos ojos (OU) rAAV-GFP Inmunotransferencia
Western

Las inyecciones sub-retinianas se realizaron bajo anestesia. Los animales se anestesiaron con una inyeccién
intraperitoneal de 25-30 nug/gramo de ketamina combinada con 5-6 pg/gramo de xilazina. Las dosis de anestésico se
ajustaron para lograr un plano profundo de anestesia. Los ojos se trataron con una aplicacion topica de 0,5 % de
clorhidrato de proparacaina (Bausch & Lomb Inc. Rochester, NY) para la anestesia local y 0,3 % de AK-Tob (Bausch &
Lomb Inc.) para la desinfeccion inmediatamente antes de los procedimientos. Las pupilas se dilataron con 1 % de
tropicamida (Akorn, Inc., Buffalo Grove, IL).

En resumen, el ratén anestesiado se colocé bajo un microscopio funcional Zeiss con el ojo a ser inyectado bajo
observacion (magnificacion de aproximadamente 10X). Se aplico presion suave sobre los parpados con un forceps de
joyero para hacer que el globo ocular completo colapsara hacia adelante. La conjuntiva temporal superior se disecciond
cuidadosamente para exponer la esclerética. Una aguja calibre 30 se us6 para realizar una puncién inclinada de la
esclerodtica, coroide y retina aproximadamente a las 11 en punto (ojo derecho) y 1 en punto (ojo izquierdo) 0,5 mm
posterior al limbo. Una gota de Gonak (2,5 %, Akorn, Inc) se instild6 sobre la cornea y un cubreobjetos se coloco
suavemente sobre la superficie cérnea para ayudar en la observacion del fondo. Una aguja roma calibre 33 unida a una
jeringa Hamilton de 5 ulL se insert6 a través de la esclerotomia en una direccion tangencial hacia el polo posterior sin
tocar la lente y la punta de la aguja se colocé sobre la superficie interior de la retina. La retina se perforé y 1 pL del
vector se inyect6 en el espacio subrretiniano. Después de la inyeccion, la aguja se retiré cuidadosamente y la conjuntiva
se reposiciond. El éxito de cada inyeccion se confirmé al evaluar el fondo por signos de desprendimiento de retina.
Cualquier ojo que exhibiera hemorragias subrretinianas o intravitreas se excluyd, asi como también los ojos que no
exhibian un desprendimiento de retina (o ampolla). Neomicina y ungliento oftalmico de sulfato de polimixina B y
Bacitracina de Zinc (Bausch & Lomb Inc.) se aplicé a la cornea para minimizar el secado de este tejido mientras que los
animales se recuperaban de la anestesia sobre una manta de calentamiento.

Analisis de Inmunotransferencia Western

Las inmunotransferencias Western se generaron con extractos de proteina de ojos inyectados con el vector rAAV-
RdCVF1L y ojos de control no inyectados, contralaterales que se obtuvieron seis semanas después de la administracion
del vector rAAV-RdACVF1L. En resumen, los globos oculares se enuclearon y los tejidos extraoculares y el segmento
anterior se retiraron. Los segmentos posteriores restantes se congelaron rapidamente con nitrégeno liquido. Estas
muestras se almacenaron a -80 °C hasta que se utilizaron para la extraccion de proteinas. Para cada cépsula ocular, se
afadieron 200 pL de reactivo de extracciéon de proteina de tejido T-PER helado (Pierce, No. de Catalogo 78510) con
Coctel Inhibidor de Proteasa (Roche Diagnostics, No. de Catdlogo 11836170001). Las muestras se sonicaron 5
segundos sobre hielo con un desmembrador Sénico (Fisher Scientific Modelo 100, Pittsburgh, PA). Las muestras
sonicadas se mantuvieron sobre hielo durante 15 minutos y se centrifugaron a 10 000 g durante 5 minutos a 4 °C para
retirar los restos de células. Los sobrenadantes se recolectaron y las concentraciones de proteinas se determinaron con
el uso de un ensayo de proteinas Bradford. Para controles de RACVFL, el lisado celular ARPE-19 transducido con
rAAV-RdCVF1L sirvié como el control positivo y el lisado celular no transducido como el control negativo. Las proteinas
se separaron por medio de la electroforesis de gel. Para cada carril, 36 pg de proteina total se cargaron en un Gel
Prefabricado Criterion™ TGX™ al 4-20 % (Bio-Rad, No. de Catalogo 567-1094) y se sometieron a electroforesis a 200
voltios durante 70 minutos. Las proteinas se electrotransfirieron sobre membranas de inmunotransferencia de
nitrocelulosa de 0,2 um con el uso de un Dispositivo Trans Blot Semi-Dry. Las inmunotransferencias se bloquearon con
el uso de una solucion de caseina 1X (Vector Laboratories, No. de Catalogo SP-5020) durante 2 horas a temperatura
ambiente y se incubaron con anticuerpo primario anti-RdCVFL de conejo (Covance Research Products, Denver, PA)
diluido 1:2000 o anticuerpo policlonal rojo/verde anti-opsina de conejo, (Millipore, Temecura, CA) diluido 1:500. Después
de tres lavados con solucion de caseina 1X, cada inmunotransferencia se incub6 con anticuerpo anti-lgG de conejo de
cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Vector Laboratories, No. de Catalogo AP-1000) diluido 1:3000. Las bandas de
proteinas se visualizaron con el uso de un equipo de detecciéon de substrato quimioluminiscente. La beta-tubulina (50-
kD) se usé para el control de carga de proteina igual. La inmunotransferencia se decapd con tampén Restore Plus
Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific, No. de Catalogo 46430) y se sonded de nuevo con un anticuerpo
monoclonal anti-B-tubulina (Sigma-Aldrich, No. de Catalogo T4026) diluido 1:500 seguido por anticuerpo anti-IgG de
raton de caballo conjugado con fosfatasa alcalina (Vector Laboratories, No. de Catdlogo AP-2000) diluido 1:3000 en
solucién de caseina 1X.

La densitometria de proteinas de las autoradiografias, realizada con un dispositivo Kodak Imaging Station, se usé para

cuantificar las bandas de proteina exploradas, las cuales se normalizaron con respecto al nivel de beta-tubulina en la
misma inmunotransferencia.
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La presencia de proteina RACVF1L se detectd claramente en ojos que recibieron una inyeccion de rAAV-RdCVF1L
como bandas dobles, inmunorreactivas, prominentes con un tamafio molecular de aproximadamente 30 kDa (Figura 3).
La inmunotransferencia Western de lisados de células de células ARPE-19 transducidas por rAAV-RdCVF1L, los cuales
sirvieron como control positivo, también produjo 2 bandas de proteina individuales con tamafos idénticos. Ni los
extractos de proteina de ojos contralaterales los cuales no recibieron una inyeccion subrretiniana, ni los ojos inyectados
con rAAV-GFP, produjeron bandas de proteinas similares detectadas por el anticuerpo anti-RdCVFL (Figura 3). Las
bandas dobles, inmunorreactivas fueron similares a las bandas dobles observadas in vitro en células ARPE-19
transducidas por rAAV-RdCVF1L. La razén de la ausencia de la tercera banda (probablemente la forma secretada de
RdCVF1L) fue que esas muestras in vivo fueron extractos de proteina de células retinianas.

Andlisis de Inmunohistoquimica

La inmunotincién de RACVF1L se realizé en la preparacion completa de la neurorretina y RPE-coroides-esclerética. Los
animales se anestesiaron terminalmente y los ojos se enuclearon y se fijaron inmediatamente en paraformaldehido al 4
% en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) 7.4 (1X), liquida (Gibco, No. de Catalogo 10010-031) durante toda la
noche a 4 °C. Cada ojo de ratén se marcé en el cuadrante inferior de la cérnea con tinta Hindu antes de la enucleacion.
Las capsulas oculares se prepararon al retirar el segmento anterior bajo un microscopio de diseccién Leica. Una
pequefia muesca se hizo en el cuadrante inferior para orientacion. La neurorretina se diseccioné cuidadosamente del
RPE, cortado en el nervio éptico. Las preparaciones completas se enjuagaron tres veces con PBS 1X y se bloquearon
con suero de burro al 5 % en Tritén X-100 al 2 % en PBS durante 2 horas a temperara ambiente. Después de eliminar la
solucion de blogueo, las preparaciones completas se incubaron secuencialmente con el anticuerpo primario-anti-RdCVF
de conejo, 1:1000 en solucién de bloqueo a 4°C durante toda la noche y el anticuerpo secundario-anti-conejo de burro
ALEXA FLUOR 488® 1:1000 en Triton X-100 al 2 % en PBS, 2 horas a temperatura ambiente. Después de los
enjuagues finales con PBS, cada preparacion completa se colocé en un soporte plano sobre un portaobjetos con los
fotorreceptores orientados hacia arriba para la neurorretina y el RPE orientado hacia arriba para el RPE-coroide-
esclerotica. Los soportes planos entonces se examinaron con un microscopio Olympus BX51 equipado con una camara
digital (Spot RT Color 2.2.1, Diagnostic Instruments, Inc) y epifluorescencia.

La inmunohistoquimica confirmé la expresion incrementada de la proteina RACVF1L en ojos inyectados con el vector
rAAV-RdCVF1L. La inmunotincion robusta del RACVF1L se observo en las células de RPE en los ojos inyectados con
rAAV-RdCVF (Figura 4(A)), pero no de los ojos contralaterales no inyectados (Figura 4(B)). La expresion incrementada
de RACVF1L se observo solo en el area focal, que cubre aproximadamente un cuadrante de cada ojo, lo que indica que
la expresion solo se confind al area de la ampolla de la inyeccién subrretiniana. Las muestras tefiidas sin anticuerpo
primario no mostraron ninguna inmunorreactividad (Figura 4(C)). Un incremento marcado en la expresion de esta
proteina también se observé en células fotorreceptoras (Figura 5(A)) en los ojos inyectados con rAAV-RdCVF1L. La
tincion fuerte de RACVF1L se observé en los segmentos exteriores fotorreceptores en la neurorretina colocada en el
soporte plano. Nuevamente, la tincion positiva se localizé solo en un area focal de la retina, que cubre de 10-30 % de la
retina. Solo hubo una tincién de fondo en los ojos contralaterales no inyectados (Figura 5(B)). No se encontro
inmunorreactividad en las muestras procesadas sin anticuerpo primario (Figura 5(C)).

Expresion de GFP en Ojos de Raton

Para determinar si los vectores de AAV sometidos a prueba pudieron transducir eficientemente células de RPE vy
fotorreceptoras en ojos de ratén, un grupo de ratones (n=7) se inyectaron subrretinianamente con rAAV-GFP y se
sacrificaron 6 semanas después. El RPE-coroide-esclerética y la neurorretina se separaron y se colocaron en un
soporte plano sobre portaobjetos. El microscopio fluorescente revel6 la expresion robusta de GFP en el RPE y la capa
de fotorreceptores (los datos no se muestran). Las células de RPE que expresaban GFP se esparcieron 1-2 cuadrantes
del soporte plano, con el nUmero maximo y las células que expresan el GFP mas robustas presentes en el sitio de la
inyeccion. Las células de RPE transducidas parecieron saludables ya que mantuvieron su morfologia hexagonal. En las
neurorretinas colocadas en soporte plano, la expresion de GFP se identific6 en los segmentos exteriores
fotorreceptores. Ocasionalmente las células retinianas interiores, tal como las células ganglionares, fueron positivas
para GFP, posiblemente debido a la fuga del vector dentro del humor vitreo después de la inyeccion subrretiniana.

Resumen

Este estudio demostré la transduccion eficiente de células de RPE y fotorreceptoras por el vector rAAV-RACVF1L
después de una inyeccion subrretiniana exitosa. La construccion de expresion de RACVF1L suministrada por este vector
condujo a incrementos significativos en los niveles de proteina RACVF1L en los ojos de raton.

Ejemplo 4 - Efecto de la expresion de RACVF de forma larga mediada por el vector viral adeno-asociado sobre la
supervivencia de fotorreceptores en ojos de ratén rd710

El propésito de este estudio fue determinar si la administracion subrretiniana de un vector de terapia génica basado en
AAV que codifica el RACVF1L podria promover la supervivencia de fotorreceptores en ratones rd70, un modelo animal
de origen natural para la degeneracion retiniana, heredada de humanos. Los ratones rd70 son un modelo animal de
origen natural para la retinitis pigmentaria recesiva, autosémica (RP). Los ratones rd70 tienen una mutacion puntual en
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sentido erréneo en el gen de cGMP fosfodiesterasa de bastones, dando por resultado una apoptosis de células
fotorreceptoras (Chang y otros (2007) Vision Res 47:624-633). Las células fotorreceptoras de bastones inician la
degeneracion a los 18 dias de edad, en donde la muerte maxima de fotorreceptores ocurre en P25 (Gargini y otros
(2007) J Comp Neurol 500:222-238). Por cinco semanas la mayoria de células fotorreceptoras han sido degeneradas
(Chang y otros (2002) Vision Res 42:517-525; Chang y otros (2007) Vision Res 47:624-633; Gargini y otros (2007) J
Comp Neurol 500:222-238). De un modo interesante, se ha descubierto que la crianza de ratones rd70 en la oscuridad
disminuye la velocidad de la degeneracion de fotorreceptores por tanto como cuatro semanas (Chang y otros (2007)
Vision Res 47:624-633), lo que sugiere que la exposicion a la luz puede acelerar la muerte de fotorreceptores. Por otra
parte, la degeneracion retardada de fotorreceptores al mantener a estos ratones en la oscuridad puede extender la
ventana de tiempo terapéutico para vectores que necesitan tiempo para la expresion de transgenes terapéuticos, por
ejemplo, la expresién adecuada de transgenes de un AAV tomara usualmente aproximadamente 3 semanas.

Las parejas reproductoras de la cepa endogamica, congénica de ratones rd10, 4-5 semanas de edad, se adquirieron de
The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y se cruzaron en una instalacion para animales. Se alojaron bajo un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas con una intensidad de luz de <50 lux en las jaulas. El alimento y el agua estuvieron
disponibles ad libitum. Después de la cirugia, como se describe posteriormente, las crias con sus madres se
mantuvieron en la oscuridad hasta que se destetaron a la edad de 3 semanas. Después, todos los animales se
trasfirieron nuevamente a la habitacién previa con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El disefio experimental se
muestra en la Tabla 2.

Tabla 2: Disefio Experimental

Ratén (rd10) Ojo Inyeccién Sub-retinal Evaluacién
oD rAAV-RdACVF1L Histologia retinal
N=12 Morfologia/nimero de conos
oS Ninguna

Los animales (a la edad del dia 3 posnatal) se anestesiaron mediante la hipotermia. Este método anestésico ha sido
bien establecido para ratones neonatales y ratas para hasta 5 dias de edad y es apropiado para procedimientos
quirdrgicos, menores, cortos (5-15 minutos) en esos animales (Gaertner y otros Anesthesia and Analgesia 22 ed.
paginas 277-278). La cria se colocé sobre hielo triturado durante 3-4 minutos. Durante ese tiempo, el color de la cria se
cambié de rosa a amarillento. Las inyecciones subrretinianas se realizaron bajo este tipo de anestesia.

El raton anestesiado se colocd bajo un microscopio funcional Zeiss con el ojo a ser inyectado bajo observacion
(magnificaciéon de aproximadamente 10X). Los parpados y el area adyacente se desinfectaron con povidona-yoduro al 5
%. El ojo se expuso mediante la separacién de la fisura de los parpados con el uso de una tijera Iris. Se aplico presién
suave sobre los parpados con un forceps de joyero para hacer que el globo ocular completo se colapsara hacia
adelante. Una gota de Tobromicina al 0,3 % (Bausch & Lomb Inc.) se proporcion6 para la desinfeccion. Una aguja
puntiaguda calibre 30 se uso para realizar una puncién inclinada de la esclerdtica, coroide y retina aproximadamente en
la posicion de 11 en Punto (ojo derecho) aproximadamente 0,5 mm posterior al limbo. Una aguja roma calibre 33 unida
a una jeringa Hamilton de 5 pL se insert6 a través de la esclerotomia en una direccidén tangencial hacia el polo posterior.
La punta de la aguja se colocd en el espacio subrretiniano y 1 uL del vector de AAV se inyecté en el espacio
subrretiniano. Después de la inyeccion, la aguja se retird lentamente. Cualquier ojo que exhibiera hemorragias
subrretinianas o intravitreas se excluy6 del estudio. La neomicina y ungiiento oftalmico de sulfato de polimixina B y
bacitracina de zinc (Bausch & Lomb Inc.) se aplico a la cérnea para prevenir una infeccion y minimizar el secado de este
tejido. Se permitio que los animales se recuperaran en una almohadilla de calentamiento.

Histologia retiniana

Los ratones se anestesiaron profundamente y sus ojos se marcaron en el cuadrante superior con tinte rojo para tejido
para la orientacion. Después se sacrificaron y se enuclearon inmediatamente y se fijaron en fijador de Davidson durante
aproximadamente 24 horas a temperatura ambiente. Después de la deshidratacion secuencial en etanol y Clear-rite, los
ojos se incorporaron en parafina (Fisher Sci., Houston, TX). Las secciones retinianas de 5 um de espesor se cortaron a
lo largo del meridiano vertical para permitir el examen de la retina superior e inferior. Las secciones se tifieron con
hematoxilina y eosina y se examinaron bajo un microscopio iluminado (Olympus BX51). El espesor de la capa nuclear
exterior (ONL) se evalud al contar el nUmero de hileras de nucleos en la retina central y periférica. La morfologia de los
fotorreceptores también se examina.

Los ojos de raton rd70 tratados se evaluaron por el grado de rescate estructural a la edad de 5 semanas. Una
microscopia iluminada mostré una conservacion obvia de la capa nuclear exterior (ONL) en los ojos tratados con AAV-
RACVF1L en comparacién con los ojos contralaterales no tratados. Tipicamente, la retina tratada con el vector
RACVF1L poseia 2-5 hileras de nucleos fotorreceptores en las regiones superior y/o inferior a diferencia de 1-2 hileras
en los ojos contralaterales, no tratados en las mismas ubicaciones (Figura 7). El rescate no se limitd a las areas
inyectadas, el cuadrante superior, ya que la proteccion también se observé en el cuadrante inferior. El analisis
morfomeétrico mostré que aproximadamente 75 % de la retina se protegi6 en ojos tratados con el vector en comparacién
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con 34 % en ojos no tratados. Algunos fotorreceptores conservados poseian incluso segmentos interiores y exteriores
(Figura 7E). Es notable que los fotorreceptores rescatados contenian células tanto de bastones como de conos.

Tincion y recuento de fotorreceptores de conos

La aglutinina de cacahuate (PNA, por sus siglas en inglés), un marcador especifico de células de conos, se us6 para
tefiir la preparacion completa de la retina. Los ojos de ratdn se marcaron en el cuadrante superior de la cérnea con tinta
Hindu y tinte rojo en el cuadrante temporal antes de la enucleacion. Se fijaron inmediatamente en paraformaldehido al 4
% al menos durante toda la noche a 4 °C. Las capsulas oculares se prepararon al retirar un segmento anterior bajo un
microscopio de diseccién Leica. Una pequefia muesca se hizo en el cuadrante superior para la orientacién. Después de
4 cortes radiales alrededor de la circunferencia, la neurorretina completa se diseccion6 cuidadosamente de la capsula
ocular. Las retinas se enjuagaron tres veces con PBS 1X y se bloquearon con 6 % de albumina de suero bovino (BSA)
en PBS (Gibco, No. de Catalogo 10010-031) con Tritdon X-100 al 0.2 % durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Después de la remocion de la solucion de bloqueo, las retinas se incubaron con Conjugados de Lectina PNA Alexa
Fluor 594 (1:250 en PBS, Invitrogen Corp, Chicago, IL) durante toda la noche a 4 °C. Después de enjuagues finales con
PBS, cada retina se coloco en un soporte plano sobre un portaobjetos de vidrio con los fotorreceptores orientados hacia
arriba. Las preparaciones completas retinianas entonces se examinaron con un microscopio Olympus BX51 equipado
con una camara digital (Spot RT Color 2.2.1, Diagnostic Instrument, Inc) y epifluorescencia.

Para evaluar la densidad de células de conos en las preparaciones completas retinianas, se tomaron dos imagenes con
un objetivo 60X de cada cuadrante retiniano en una ubicacion de 1 y 2 mm del borde de la cabeza del nervio dptico,
respectivamente. El nimero de conos presentados en cada imagen (390 x 293 um) se conté con el software Image Pro
Plus (Media Cybernetics, Inc. Bethesda, MD).

Para algunos ojos, las secciones de criostato retiniano (12 um de espesor) se cortaron con un microtomo criostatico
Leica (Leica Microsystems, Modelo CM 1850, Leica, Bannockburn, IL) y se tifieron con PNA, se examinaron con el
microscopio fluorescente mencionado anteriormente.

Las células fotorreceptoras de conos se identificaron mediante el etiquetado con PNA, el cual tifie selectivamente los
segmentos interior y exterior de los conos, en neurorretina colocada en soporte plano. El microscopio fluorescente
mostré una degeneracion grave de células de conos en los ojos no tratados, particularmente en la retina central
posterior, por ejemplo, alrededor de la cabeza del nervio 6ptico. Las células de conos perdieron segmentos exteriores y
sus segmentos interiores son cortos, romos e irregulares. En contraste, los ojos tratados con el vector tuvieron una
densidad mas grande de conos, mucho menos segmentos de conos desorganizados y una tincion de conos mas
uniforme (los datos no se muestran). Bajo una magnificacion mas alta, las células de conos positivas para PNA se
contaron en los 4 cuadrantes en ubicaciones de 1 y 2 mm de la cabeza del nervio 6ptico. La cuantificacion de la
densidad de conos mostré numeros significativamente altos de fotorreceptores de conos en los ojos tratados con el
vector en relacion con los ojos contralaterales no tratados: 181+/-46,4 contra 50+/-25,2 conos/0.114 mm?, p=0,001.

Inmunohistoquimica de RACVF

La inmunotincién de RACVF se realizd en la preparacion completa de la neurorretina y RPE-coroide-esclerética. Las
preparaciones completas se enjuagaron tres veces con PBS 1X y se bloquearon con suero de burro al 5 % y Triton X-
100 al 2 % en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la remocion de la solucidon de blogueo, las
preparaciones completas se incubaron secuencialmente con el anticuerpo primario-anti-RdCVF de conejo a 1:1000 en
solucién de bloqueo a 4°C durante toda la noche y el anticuerpo secundario-anti conejo de burro Alexa Fluor 488® a
1:1000 y Tritén X-100 al 2 % en PBS, 2 horas a temperatura ambiente. Después de enjuagues finales con PBS, cada
preparacion completa se colocd en un soporte plano sobre un portaobjetos de vidrio con los fotorreceptores orientados
hacia arriba para la neurorretina y el RPE orientado hacia arriba para el RPE-coroide-esclerética. Los soportes planos
después se examinaron con un microscopio Olympus BX51 equipado con una camara digital (Spot RT Color 2.2.1,
Diagnostic Instruments, Inc) y epifluorescencia.

La inmunorreactividad robusta de RACVF se observo en las células de RPE en 5 de 6 ojos inyectados con rAAV-
RACVF1L (un ejemplo representativo de un ojo se observa en (Figura 6A), pero no de los ojos contralaterales no
inyectados (Figura 6B). Un ojo que recibio la inyeccién de rAAV-RACVF1L se excluyd del andlisis debido a la
microoftalmia. La expresion eficiente de RACVF 1L se observé en el area focal, extendiéndose aproximadamente 1,5 a 3
cuadrantes de cada ojo. Las células de RPE que expresaban el RACVF1L mantuvieron una morfologia hexagonal tipica
(Figura 6E), lo que sugiere que no hubo un impacto negativo obvio sobre el RPE a partir de la administracion del vector
o la expresion del RACVF1L. Similarmente a la expresion en el RPE del RACVF1L, la expresion eficiente en la
inmunorreactividad de esta proteina también se observé en la neurorretina en los ojos inyectados con rAAV-RdCVF1L
(Figura 6C). No hubo tincién en los ojos contralaterales no inyectados (Figura 6D). La tincion fuerte de RACVF1L se
observé claramente en las células fotorreceptoras en 3 de 5 ojos, particularmente en los segmentos interior/exterior
(Figura 6F). La falta de inmunorreactividad de RACVF en los otros 2 ojos se puede atribuir a la degeneracion de
fotorreceptores. Nuevamente, la tincion positiva se localizé solo en un area focal de la retina. La observacion de que
ninguna expresion detectable del RACVF1L en los ojos contralaterales no inyectados sugiere que el nivel de RACVF1L
enddgeno puede ser mas bajo que el limite de deteccidén por medio de la tincion inmunohistoquimica.
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Resumen

Este estudio demostr6 que la inyeccion subrretiniana de vectores de rAAV-RACVF1L condujo a una transduccion
eficiente de las células de RPE y fotorreceptoras y una expresion robusta de proteina RACVF1L en los ojos de ratones
rd10. De manera mas importante, este vector prolongé la supervivencia de fotorreceptores tanto de bastones como de
conos y mejoro la morfologia de los conos en este modelo animal clinicamente relevante de retinitis pigmentaria (RP).

Ejemplo 5 - Inyeccion subrretiniana de células fotorreceptoras conservadas con rAAV-RACVF1L distantes del sitio de
inyeccion en ratones rd10

Para examinar si el rescate de células fotorreceptoras por el rAAV-RACVF1L puede extenderse a las areas distantes del sitio
de la inyeccion, el rAAV-RACVF1L (1 uL, 2x10® GC) se inyect6 subrretinianamente en el cuadrante superior de los ojos
derechos de ratones rd70 en el dia posnatal 3, con los ojos contralaterales no inyectados como controles. Los ratones se
sacrificaron a las 5 semanas de edad. La histologia retiniana de la capsula ocular completa se examiné. La Figura 8 muestra
una fotomicrografia iluminada de una capsula ocular de un ratén rd70 de 5 semanas de edad representativo que recibié una
inyeccion subrretiniana de rAAV-RACVF1L en un ojo (Panel A, Figura 8) y sin tratamiento en el ojo contralateral (Panel B,
Figura 8). Se debe observar la diferencia en el espesor de ONL entre el ojo tratado y el ojo no tratado. La conservacién de
fotorreceptores se observé claramente en la retina completa del ojo tratado con rAAV-RACVF1L (Panel A, Figura 8). El sitio de
la inyeccion en la retina superior se etiquetd. En contraste, la mayoria de células fotorreceptoras se perdieron excepto en la
retina periférica inferior en el ojo contralateral no tratado (Panel B, Figura 8).

Ejemplo 6 - La inyeccion subrretiniana de rAAV-RdCVF 1L conservé las células fotorreceptoras de bastones

Para examinar si las células fotorreceptoras de bastones pueden ser rescatadas (ademas de las células fotorreceptoras
de conos) por el rAAV-RACVF1L, los ojos derechos de ratones rd70 en el dia posnatal 3 se inyectaron
subrretinianamente con rAAV-RACVF1L (1 pL, 2x108 GC), con los ojos contralaterales no inyectados como controles.
Los ratones se sacrificaron a las 5 semanas de edad. El tejido retiniano se sujetd a la tincion inmunohistoquimica con
rodopsina. Las secciones se contratifieron con DAPI (diamidino-2-fenilindol, color azul) para ayudar en la identificacion
de capas retinianas.

La expresion robusta de rodopsina se observé en tanto la capa de segmento como la capa nuclear de células
fotorreceptoras en los ojos tratados con rAAV-RdCVF1L (los datos no se muestran). Sin embargo, solo algunas células
mostraron tinciéon con rodopsina en el ojo no tratado (los datos no se muestran).

Ejemplo 7 - Rescate funcional de fotorreceptores por RACVFL mediado por vectores virales adeno-asociados en ratones
Rd10

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto protector de RACVF suministrado por un vector de AAV sobre la
funciéon y la estructura de la retina en los ratones rd10. Los ratones rd10 neonatales, de 3 o 4 dias de edad, se
inyectaron subrretinianamente con el vector rAAV-RdCVFL en un ojo mientras que el ojo contralateral se dejé sin
tratamiento. Cinco semanas después de la inyecciéon subrretiniana, los ratones se sometieron a prueba con un
electrorretinograma (ERG) para evaluar las funciones retinianas. Después de los ERG, los ratones se sacrificaron y sus
0jos se procesaron para la evaluacion histoldgica de la retina.

El vector de serotipo 2 de AAV recombinante rAAV-RdCVF1L y el vector de control rAAV-GFP se prepararon como se
describié en el Ejemplo 2.

Las parejas de reproduccion de la cepa endogdmica congénica de ratones rd10, 4-5 semanas de edad, se adquirieron
de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y se cruzaron en la instalacion para animales. Se alojaron bajo un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas con una intensidad de luz de <50 lux en las jaulas. El alimento y el agua estuvieron
disponibles ad libitum. Después de la cirugia, las crias con sus madres se mantuvieron en la oscuridad hasta que se
destetaron a la edad de 3 semanas. Después, todos los animales se trasfirieron nuevamente a la habitacion previa con
un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. El disefio experimental se resume en la Tabla 3.

Tabla 3
Ratén (rd10) Ojo Inyeccion Sub-retinal Evaluacién
N=13 oD rAAV-RdCVF1L ERG
- (O8] Ninguna Histologia retinal

Los animales se anestesiaron y la inyeccién subrretiniana se realizé como se describié anteriormente en el Ejemplo 4.

Los ratones se adaptaron a la oscuridad durante toda la noche (al menos 14 horas) antes de los experimentos y sus
pupilas se dilataron con colirio de tropicamida al 0,5 % (Alkorn). La anestesia se indujo mediante una inyeccién
intraperitoneal de ketamina y xilazina. Los electrodos de agujas de plata sirvieron como referencia (frente) y tierra (cola)
y electrodos de anillo de DTL como electrodos activos. Se aplicé gonesol para asegurar un buen contacto eléctrico y
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para mantener los ojos hidratados durante el procedimiento completo. La configuracion de registro presenté un tazon de
Ganzfeld, un amplificador de DC y una unidad de control y registro basada en computadora del sistema de
electrorretinografia Espion E3 (Diagnosys LLC, Lowell, MA). Los ERG se registraron de ambos ojos simultdneamente
después de que los ratones se colocaron en el tazén de Ganzfeld. Los registros de destello individual y centelleo se
obtuvieron ambas bajo condiciones adaptadas a la oscuridad (escotdpicas) y adaptadas a la luz (fotdpicas). Los
estimulos de destello individual se presentaron con intensidades crecientes, alcanzando de 102 a 25 cds/m?. Cinco
respuestas se promediaron con un intervalo entre estimulos de 5 o 17 segundos. Los estimulos de centelleo tuvieron
una intensidad de 3 cds/m? con frecuencias de 2, 5, 10, 15 y 30 Hz. La adaptacion a la luz se realizd con una
iluminacion de fondo de 30 cds/m? presentada durante 10 minutos para alcanzar un nivel estable de las respuestas
fotdpicas. Para comparacion de las amplitudes promedio, se us6 una prueba de par t de Student.

Los ratones se anestesiaron profundamente y se marcaron sus 0jos en el cuadrante superior con tinte rojo para tejido para la
orientacion. Después se sacrificaron y se enuclearon inmediatamente y se fijaron en fijador de Davidson durante
aproximadamente 24 horas a temperatura ambiente. Después de la deshidratacion secuencial en etanol y Clear-rite, los ojos
se incorporaron en parafina (Fisher Sci., Houston, TX). Las secciones retinianas de 5 um de espesor se cortaron a lo largo del
meridiano vertical para permitir el examen de la retina superior e inferior. Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina y
se examinaron bajo un microscopio iluminado (Olympus BX51). El espesor de la capa nuclear exterior (ONL) se evalu6 al
contar el nimero de hileras de nicleos en la retina central y periférica. La morfologia de los fotorreceptores también se
examino.

Resultados
Rescate de la funcion retiniana en ojos tratados con rAAV-RdCVF1L

Como se esperaba, a la edad de 5 semanas, los ratones rd10 mostraron una reduccioén significativa de respuestas
escotopicas y fotopicas en el registro de ERG en comparaciéon con los ratones C57BL/6 de tipo silvestre de edad
coincidente (los datos no se muestran). Sin embargo, en los ratones rd 10 (n=8) los ojos tratados con rAAV-RdCVF1L
mostraron un incremento de aproximadamente 3 veces en las amplitudes de ondas-b (33,614 uV) en comparacién con
los ojos semejantes no tratados (11,5+8.4 uV) bajo la intensidad de destello de 25 cd en el fondo escotdpico (Figuras
10A y 10B). Bajo esta condicion, las respuestas tanto de los bastones como de los conos se registraron. Los analisis
estadisticos indican diferencias significativas en las amplitudes de ERG entre ojos tratados con rAAV-RdCVF1L y los
ojos de control (p=0,025). Algunos animales (n=5) se excluyeron de la prueba de ERG (se excluyeron antes de la
prueba de ERG) debido a la opacidad corneal, cataratas o microftalmia que resulta probablemente de una cirugia
intraocular en el periodo neonatal.

Conservacion estructural de fotorreceptores en ojos tratados con rAAV-RdCVF1L:

Para determinar si las respuestas de ERG incrementadas en ojos tratados con rAAV-RACVF1L se correlacionan con la
conservacion estructural de células fotorreceptoras en los ratones rd10, los animales se sacrificaron inmediatamente después
del ERG. Sus ojos se procesaron para la evaluacion histolégica. Un microscopio iluminado mostré una conservacion obvia de
la capa nuclear exterior (ONL) en los ojos tratados con AAV-RACVFL en comparacion con los ojos contralaterales no tratados.
Tipicamente, la retina tratada con el vector poseia 2-4 hileras de nucleos fotorreceptores en las regiones superior y/o inferior a
diferencia de 1-2 hileras en los ojos contralaterales no tratados (Figuras 11A y 11B). La conservacién de fotorreceptores no se
limité al area inyectada - el cuadrante superior ya que la proteccién también se observé en el cuadrante inferior. Algunos
fotorreceptores conservados poseian incluso segmentos interiores y exteriores. Los analisis morfométricos muestran un
incremento significativo en el nimero de hileras de ONL en ojos tratados (2,5+1,0) en comparacion con aquel en los ojos de
control (1,2+0,2) (p=0,006) (Figura 12).

Resumen

El ERG demostr6 un incremento significativo en las amplitudes de onda-b en ojos tratados con rAAV-RdCVF1L (33.6+14
pV) en relacion con los ojos semejantes no tratados (11.5£8.4 uV). El incremento en las amplitudes de ERG se
correlaciond con un mejoramiento de la estructura retiniana. Este estudio demostré que una inyeccién subrretiniana de
los vectores de rAAV-RACVF1L mejoraron significativamente la funciéon retiniana y retardaron la degeneracion de
fotorreceptores en los ratones Rd10.

Secuencias

SEQ ID NO:1 — Secuencia del péptido sefial de Igk y secuencia codificante de RACVF 1L recodificada (-ATG)
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ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGA
CGCGGCCCAGCCGGCCAGGCGCGCCGTACGAAGCTTGGTACCCGCCAGCCTGTTCAGCGGCC
GGATCCTGATCAGGAACAACAGCGACCAGGACGAGCTGGACACCGAGGCCGAAGTGAGCAGG
AGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGCTGTTCTTTGGCGCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGC
CTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTCTTTGTGAGGCTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGAGAG
CCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGTGAGCCAGGACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTGTTC
CTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGCTGTTCCTGCCCTTCGAGGACGACCTGAGAAGAGACCT
GGGCAGGCAGTTCAGCGTGGAGAGACTGCCCGCCGTGGTGGTGCTGAAGCCTGATGGCGACG
TGCTGACCAGAGATGGCGCCGACGAGATCCAGAGACTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAACTGG
CAGGAGGCCGCCGAGGTCCTGGACAGARACTTCCAGCTGCCCGAGGATCTGGAGGATCAGGA
GCCCAGATCCCTGACCGAGTGCCTGAGGCGGCACAAGTACAGAGTGGAGAAGGCCGCCAGAG
GCGGCAGAGACCCTGGCGGCGGAGGAGGAGAGGAGGGCGGAGCCGGCGGACTGTTCTGA

SEQ ID NO:2 - RACVF1L recodificada con Secuencia de péptido sefial de IgK (-Met)

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDAAQPARRAVRSLVPASLFSGRILIRNNSDQDELDTEAEVSR
RLENRLVLLFFGAGACPQCQAFVPILKDFFVRLTDEFYVLRAAQLALVYVSQDSTEEQQDLF
LKDMPKKWLFLPFEDDLRRDLGRQFSVERLPAVVVLKPDGDVLTRDGADEIQRLGTACFANW
QEAAEVLDRNFQLPEDLEDQEPRSLTECLRRHKYRVEKAARGGRDPGGGGGEEGGAGGLFE

SEQ ID NO:3 - Secuencia de péptido senal de IgK y secuencia codificante de RACVF 1L recodificada (+ATG)

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGA
CGCGGCCCAGCCGGCCAGGCGCGCCGTACGAAGCTTGGTACCCATGGCCAGCCTGTTCAGCG
GCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGACCAGGACGAGCTGGACACCGAGGCCGAAGTGAGC
AGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGCTGTTCTTTGGCGCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCA
GGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTCTTTGTGAGGCTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGA
GAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGTGAGCCAGGACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTG
TTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGCTGTTCCTGCCCTTCGAGGACGACCTGAGAAGAGA
CCTGGGCAGGCAGTTCAGCGTGGAGAGACTGCCCGCCGTGGTGGTGCTGAAGCCTGATGGCG
ACGTGCTGACCAGAGATGGCGCCGACGAGATCCAGAGACTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAAC
TGGCAGGAGGCCGCCGAGGTCCTGGACAGAAACTTCCAGCTGCCCGAGGATCTGGAGGATCA
GGAGCCCAGATCCCTGACCGAGTGCCTGAGGCGGCACAAGTACAGAGTGGAGAAGGCCGCCA
GAGGCGGCAGAGACCCTGGCGGCGGAGGAGGAGAGGAGGGCGGAGCCGGCGGACTGTTCTGA

SEQ ID NO:4 — RACVF 1L recodificada con secuencia de péptido sefal de IgK (+Met)

METDTLLLWVLLLWVPGSTGDAAQPARRAVRSLVPMASLFSGRILIRNNSDODELDTEAEVS
RRLENRLVLLFFGAGACPQCQAFVPILKDFFVRLTDEFYVLRAAQLALVYVSQDSTEEQQDL
FLKDMPKKWLFLPFEDDLRRDLGRQFSVERLPAVVVLKPDGDVLTRDGADEIQRLGTACFAN
WQEAAEVLDRNFQLPEDLEDQEPRSLTECLRREKYRVEKAARGGRDPGGGGGEEGGAGGLE

SEQ ID NO:5 - Cebador de CMV para CPCR
GGCGGAGTTGTTACGACAT

SEQ ID NO:6 - Cebador de CMV para CPCR
GGGACTTTCCTACTTGGCA

SEQ ID NO:7 - reqion codificante de RACVF 1L nativa
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ATGGCCTCCCTGTTCTCTGGCCGCATCCTGATCCGCAACAATAGCGA
CCAGGACGAGCTGGATACGGAGGCTGAGGTCAGTCGCAGGCTGGAGA
ACCGGCTGGTGCTGCTGTTCTTTGGTGCTGGGGCTTGTCCACAGTGC
CAGGCCTTCGTGCCCATCCTCAAGGACTTCTTCGTGCGGCTCACAGA
TGAGTTCTATGTACTGCGGGCGGCTCAGCTGGCCCTGGTGTACGTGT
CCCAGGACTCCACGGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTCAAGGACATG
CCAAAGAAATGGCTTTTCCTGCCCTTTGAGGATGATCTGAGGAGGGA
CCTCGGGCGCCAGTTCTCAGTGGAGCGCCTGCCGGCGGTCGTGGTGC
TCAAGCCGGACGGGGACGTGCTCACTCGCGACGGCGCCGACGAGATC
CAGCGCCTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAACTGGCAGGAGGCGGCCGA
GGTGCTGGACCGCAACTTCCAGCTGCCAGAGGACCTGGAGGACCAGG
AGCCACGGAGCCTCACCGAGTGCCTGCGCCGCCACAAGTACCGCGTG
GAAAAGGCGGCGCGAGGCGGGCGCGACCCCGGGGGAGGGGGTGGGGA
GGAGGGCGGGGCCGGGGGGCTGTTCTGA

SEQ ID NO:8 - pAAV-SRd269

CCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGG
GCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTC
CATCACTAGGGGTTCCTGCGGCCGCACGCGTGGAGCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGG
GGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCG
CCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT
AACGTCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACT
TGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAA
TGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACAT
CTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTG
GATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTG
TTTTGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAA
ATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCA
GATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCA
GCCTCCGCGGATTCGAATCCCGGCCGGGAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAA
GAGTGACGTAAGTACCGCCTATAGAGTCTATAGGCCCACAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAAT
ATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAAT
GATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTA
AGGCAATAGCAATATTTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAG
GTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGG
ATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTA
TCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAA
GAATTGGGATTCGAACATCGATTGAATTCGAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT
GGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACGCGGCCCAGCCGGCCAGGCGCGCC
GTACGAAGCTTGGTACCCGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGA
CCAGGACGAGCTGGACACCGAGGCCGAAGTGAGCAGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGC
TGTTCTTTGGCGCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTC
TTTGTGCGGCTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGT
GAGCCAGGACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGC
TGTTCCTGCCCTTCGAGGACGACCTGCGGAGATGACGAGATCTACGGGTGGCATCCCTGTGA
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CCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCC
TAATAARAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGG
AGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTA
TTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGG
TTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGG
CTCAGCTAATTTTTGTTTTTTTGGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTC
CAACTCCTAATCTCAGGTGATCTACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGT
GAACCACTGCTCCCTTCCCTGTCCTTCTGATTTTGTAGGTAACCACGTGCGGACCGAGCGGC
CGCAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAG
GCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCG
AGCGCGCAGCTGCCTGCAGGGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTA
TTTCACACCGCATACGTCAAAGCAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGG
CGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCT
TTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCG
GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATT
TGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTG
GAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTC
GGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAARAATGAGC
TGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGC
ACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACC
CGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCG
TCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAG
GGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTC
AGGTGGCACTTTTCGGGGAARATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATT
CAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARAAAGG
AAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCT
TCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAARAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTG
CACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCG
TATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTG
AGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGT
GCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACRAACGATCGGAGGACC
GAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGG
AACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATG
GCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATT
AATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTG
GCTGGTTTATTGCTGATAARATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCA
CTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAAC
TATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAAC
TGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAA
AGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTC
GTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTC
TGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCG
GATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
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TACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTA
CATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTT
ACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGE
TTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTG
AGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGC
AGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAG
TCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGC
GGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCT
TTTGCTCACATGT

SEQ ID NO:9 - pAVTLrRd055

CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCAT
TTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATA
GGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGT
CAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAA
GTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTT
AGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGC
GGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGLGC
TTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGG
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGC
GCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA
ACTAGTGGATCCCCCGGGATCCCGTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTC
ATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCG
CCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGG
GACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATC
AAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGG
CATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGT
CATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTG
ACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAA
AATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAG
GCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAACCATATCTTCACTCTGTACTTCAGCTCGTGTAGCT
CATTAGCTCCGAGCTCCCCAACCTACAGCCTGAGAGGCACTGGCTCGGTTGGGTAGCCAGCC
TTTCGGGTAATAAAGGCTTGTTGGCATTCGGCATCTACCCGTGCCTCCTGTCTTGTCTTACT
CGAGCGAACCCACAACTCCGTCCTGCTGAGCTCACAGCTCGCGGGGCGGTGAAGAACACCCA
ACAGTTGGCGCCCAACGTGGGGCTGAGTAAGAGAGACTCGGCTCGAGTAARAGAAGACCCAG
CTCGAACGAGAAGACTCCGGACAGGTGAGTAGTTGCGTGTTTTCCCCGGGGTGAAGAGAAGG
GAGTTAGAAAAGAAGCTTCGTAAGGTTAGGGTGACACCCCAACAGGATAAATATTATACTAT
AGGGAATCTTCAATGGGCCATTAGAATCACGTGATGCATCGATAAATAAAAAAAGAGGGGGA
ATAGGGGGCCATACACCATATGAAATATACCTAGAATCAGAACATACCAAATACCAAGACCA
ACTAGAACAACAATTTTCAAAACAAAAAATTGAAAAGTGGTGTTACGTAAGGAACAGAAGAA
AGGAATGGAAAGGACCCTACAAAGTGTTGTGGGACGGAGACGGGGCAGCAGTAATAGAGGAG
AATTCGTGGATTCTTGTAAAGGTCCCCAGCTATGGGTTTGTGGTAGTAAATGACACAGATAC
ACCACCATCCCTCCGCATCCGAAAGCCTCGAGCAGTCGGACTAGCAATATTCCTGCTTGTGC
TGGCTATCATGGCCATCACATCCTCCTTGGTGGCAGCTACAACGCTCGTGAACCAGCACACG
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ACGGCTAAGGTTGTGGAGAGGGTTGTGCAAAATGTGTCATATATTGCTCAARACCCAGGACCA
ATTCACCCACCTGTTCAGGAATATAARACAACAGATTAAATGTCCTACACCATAGAGTTTCAT
ACTTGGAGTGTACACTTAATGGGAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGGATC
AAGGTTAGGAACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTC
CTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGTTGGAACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTG
TGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCCGC
CCTCAGCAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAATGACC
CTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCTGCTC
CCCGAGCTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCC
ACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGACTCTAGAGGATCCACCGGTCGCCACTTAAGG
CCTGCAGCTAGCGCCACCATGGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATTCGCAACAACAG
CGACCAGGACGAGCTGGACACCGAGGCCGAGGTGTCCAGGAGACTGGAGAACAGGCTGGTGC
TGCTGTTCTTTGGCGCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGAT
TTCTTTGTGAGGCTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTA
TGTGAGCCAGGACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGT
GGCTGTTCCTGCCCTTCGAGGACGACCTGAGAAGAGACCTGGGCAGGCAGTTCAGCGTGGAG
AGACTGCCCGCCGTGGTGGTGCTGAAGCCTGATGGCGACGTGCTGACCAGAGATGGCGCCGA
CGAGATCCAGAGACTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAACTGGCAGGAGGCCGCCGAGGTCCTGG
ACAGAAACTTCCAGCTGCCCGAGGATCTGGAGGATCAGGAGCCCAGATCCCTGACCGAGTGC
CTGAGGCGGCACAAGTACAGAGTGGAGAAGGCCGCCAGAGGCGGCAGAGACCCTGGCGGCGG
AGGAGGAGAGGAGGGCGGAGCCGGCGGACTGTTCTGATGAGCTAGCACCGGTTGTACAAGTC
AAGCGGCCAACCCTCCCTAGATCTGTTAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATT
GACTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTT
TGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATARATCCTGGTTG
CTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTT
TGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTT
TCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGG
ACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGAAGCTGACGTCCTT
TCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCC
CTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTT
CCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCCTCCCCGCCTGT
TTCGCCTTCTAGGAAACTCCTTTGGGACATCTTCCGCCACGCTCCTATTTTAAACTTAARAG
GGTGGACTGTGGGGCAGGGTGGGACCTCAGGACAACAGCAGCCCCCGGACTTCCCATATGTG
TTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAATCTGTACTTCAGCTCGTGTAGC
TCATTAGCTCCGAGCTCCCCAACCTACAGCCTGAGAGGCACTGGCTCGGTTGGGTAGCCAGC
CTTTCGGGTAATAAAGGCTTGTTGGCATTCGGCATCTACCCGTGCCTCCTGTCTTGTCTTAC
TCGAGCGAACCCACAACTCCGTCCTGCTGAGCTCACAGCTCGCGGGGCGGTGAAGAACACCC
AACAGATATATACTGTCAACATCCCATTTGGTAGCTTATGTTCTAGACAAGATTCTCAACAA
ATTCTTCCCCCTGAATGTTTATTTAAAAAAARAAADACAACTACTAGGGCTCTGTGCATATGT
AAGTGAGATCCTTATTAGCAGGAGAACAGCAATAAGATATTATTACATTACAATATTATATC
CTAGGGTATTATAATGCAAGGCCATTATCACATACTTGGCTAACAGGGTCCATACTGTTGTA
ATGTATTAAAACCAGACTGAGTAATAAAATTGACAACAATATAATCATCATCTTTGTTATAG
GTGGGGGCATTTTTCAGATGAGGTCTCAGAGCACCTGCCAAGCATGGACCTCGAGGGGGGGC
CCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTC
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ATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGGA
GCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGC
TCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACG
CGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGC
GCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCC
ACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAA
CCGTAARRAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACA
AAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTT
CCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTC
CGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGC
TGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACT
GGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCT
TGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTG
AAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACARACCACCGCTGG
TAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAG
ATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATT
TTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTT
TAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTG
AGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTG
TAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGA
CCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCA
GAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGT
GTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTA
CATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGA
AGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGT
CATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAAT
AGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACAT
AGCAGAACTTTARARAGTGCTCATCATTGGAARACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGAT
CTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCAT
CTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAG
GGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAG
CATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAARAATAAAC
AAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

SEQ ID NO:10 - pAAV-LRdJ268

CCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGG
GCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTC
CATCACTAGGGGTTCCTGCGGCCGCACGCGTGGAGCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGG
GGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCG
CCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT
AACGTCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACT
TGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAA
TGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACAT
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CTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTG
GATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTG
TTTTGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAA
ATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCA
GATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCA
GCCTCCGCGGATTCGAATCCCGGCCGGGAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAA
GAGTGACGTAAGTACCGCCTATAGAGTCTATAGGCCCACAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAAT
ATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAAT
GATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTA
AGGCAATAGCAATATTTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAG
GTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGG
ATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTA
TCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAA
GAATTGGGATTCGAACATCGATTGAATTCGAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT
GGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACGCGGCCCAGCCGGCCAGGCGCGLC
GTACGAAGCTTGGTACCCGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGA
CCAGGACGAGCTGGACACCGAGGCCGAAGTGAGCAGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGC
TGTTCTTTGGCGCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTC
TTTGTGAGGCTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGT
GAGCCAGGACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGC
TGTTCCTGCCCTTCGAGGACGACCTGAGAAGAGACCTGGGCAGGCAGTTCAGCGTGGAGAGA
CTGCCCGCCGTGGTGGTGCTGAAGCCTGATGGCGACGTGCTGACCAGAGATGGCGCCGACGA
GATCCAGAGACTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAACTGGCAGGAGGCCGCCGAGGTCCTGGACA
GAAACTTCCAGCTGCCCGAGGATCTGGAGGATCAGGAGCCCAGATCCCTGACCGAGTGCCTG
AGGCGGCACAAGTACAGAGTGGAGAAGGCCGCCAGAGGCGGCAGAGACCCTGGCGGCGGAGG
AGGAGAGGAGGGCGGAGCCGGCGGACTGTTCTGATGAGCTAGCACCGGTTGTACAAGTCAAG
CGGCCAACCCTCCCTAGATCTACGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTG
GCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCAT
TTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGG
GGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCA
GTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCA
GCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTT
GGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATC
TACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGT
CCTTCTGATTTTGTAGGTAACCACGTGCGGACCGAGCGGCCGCAGGAACCCCTAGTGATGGA
GTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCC
GACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCTGCCTGCAGGGG
CGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATACGTCAAAG
CAACCATAGTACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAG
CGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGA
TTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGG
GCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTG
GACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAA
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GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGC
GAATTTTAACAAAATATTAACGTTTACAATTTTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTG
ATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCT
TGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCA
GAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTT
TATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAAT
GTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAG
ACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATT
TCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAA
ACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACT
GGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGA
GCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAA
CTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAA
GCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATA
ACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTG
CACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCAT
ACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTAT
TAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGAT
AAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARATC
TGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCT
CCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAG
ATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATA
TATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTT
TTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCC
GTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCA
AACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTT
TTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCG
TAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCT
GTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGAT
AGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCT
TCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCA
CGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTC
TGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARAAACGCCAG
CAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGT

SEQ ID NO:11 -secuencia del ADN gendmico del vector rAAV-RdCVF1L

CCTGCAGGCAGCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGG
GCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTC
CATCACTAGGGGTTCCTGCGGCCGCACGCGTGGAGCTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGG
GGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCG
CCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGT
AACGTCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACT
TGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAA
TGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACAT
CTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTG
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GATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTG
TTTTGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAA
ATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCA
GATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCA
GCCTCCGCGGATTCGAATCCCGGCCGGGAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAA
GAGTGACGTAAGTACCGCCTATAGAGTCTATAGGCCCACAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAAT
ATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAAT
GATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTA
AGGCAATAGCAATATTTCTGCATATAAATATTTCTGCATATARATTGTAACTGATGTAAGAG
GTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGG
ATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTA
TCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAA
GAATTGGGATTCGAACATCGATTGAATTCGAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT
GGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACGCGGCCCAGCCGGCCAGGCGCGCC
GTACGAAGCTTGGTACCCGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGA
CCAGGACGAGCTGGACACCGAGGCCGAAGTGAGCAGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGC
TGTTCTTTGGCGCCGGAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTC
TTTGTGAGGCTGACCGACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGT
GAGCCAGGACAGCACCGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGC
TGTTCCTGCCCTTCGAGGACGACCTGAGAAGAGACCTGGGCAGGCAGTTCAGCGTGGAGAGA
CTGCCCGCCGTGGTGGTGCTGAAGCCTGATGGCGACGTGCTGACCAGAGATGGCGCCGACGA
GATCCAGAGACTGGGCACCGCCTGCTTCGCCAACTGGCAGGAGGCCGCCGAGGTCCTGGACA
GAAACTTCCAGCTGCCCGAGGATCTGGAGGATCAGGAGCCCAGATCCCTGACCGAGTGCCTG
AGGCGGCACAAGTACAGAGTGGAGAAGGCCGCCAGAGGCGGCAGAGACCCTGGCGGCGGAGG
AGGAGAGGAGGGCGGAGCCGGCGGACTGTTCTGATGAGCTAGCACCGGTTGTACAAGTCAAG
CGGCCAACCCTCCCTAGATCTACGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTG
GCCCTGGAAGTTGCCACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCAT
TTTGTCTGACTAGGTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGG
GGCAAGTTGGGAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCA
GTGGCACAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCA
GCCTCCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTTTT
GGTAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGGTGATC
TACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGAACCACTGCTCCCTTCCCTGT
CCTTCTGATTTTGTAGGTAACCACGTGCGGACCGAGCGGCCGCAGGAACCCCTAGTGATGGA
GTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCC
GACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCTGCCTGCAGG

SEQ ID NO:12 - reqion codificante de RACVF 1L recodificada (Ejemplo 1)

ATGGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGACCAGGACGAGCTGGA
CACCGAGGCCGAAGTGAGCAGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGCTGTTCTTTGGCGCCG
GAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTCTTTGTGAGGCTGACC
GACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGTGAGCCAGGACAGCAC
CGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGCTGTTCCTGCCCTTCG
AGGACGACCTGAGAAGAGACCTGGGCAGGCAGTTCAGCGTGGAGAGACTGCCCGCCGTGGTG
GTGCTGAAGCCTGATGGCGACGTGCTGACCAGAGATGGCGCCGACGAGATCCAGAGACTGGG
CACCGCCTGCTTCGCCAACTGGCAGGAGGCCGCCGAGGTCCTGGACAGAAACTTCCAGCTGC
CCGAGGATCTGGAGGATCAGGAGCCCAGATCCCTGACCGAGTGCCTGAGGCGGCACAAGTAC

SEQ ID NO: 13 — regioén codificante de RACVF1S nativa
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ATGGCCTCCCTGTTCTCTGGCCGCATCCTGATCCGCAACAATAGCGACCAGGACGAGCTGGA
TACGGAGGCTGAGGTCAGTCGCAGGCTGGAGAACCGGCTGGTGCTGCTGTTCTTTGGTGCTG
GGGCTTGTCCACAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTCAAGGACTTCTTCGTGCGGCTCACA
GATGAGTTCTATGTACTGCGGGCGGCTCAGCTGGCCCTGGTGTACGTGTCCCAGGACTCCAC
GGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTCAAGGACATGCCAAAGAAATGGCTTTTCCTGCCCTTTG
AGGATGATCTGAGGAGGTGA

SEQ ID NO: 14 — una region codificante de RACVF 1S recodificada (Ejemplo 1)

ATGGCCAGCCTGTTCAGCGGCCGGATCCTGATCAGGAACAACAGCGACCAGGACGAGCTGGA
CACCGAGGCCGAAGTGAGCAGGAGGCTGGAGAACAGACTGGTGCTGCTGTTCTTTGGCGCCG
GAGCCTGCCCTCAGTGCCAGGCCTTCGTGCCCATCCTGAAGGATTTCTTTGTGCGGCTGACC
GACGAGTTCTACGTGCTGAGAGCCGCCCAGCTGGCCCTGGTGTATGTGAGCCAGGACAGCAC
CGAGGAGCAGCAGGACCTGTTCCTGAAGGACATGCCCAAGAAGTGGCTGTTCCTGCCCTTCG
AGGACGACCTGCGGAGATGA

SEQ ID NO: 15 — Secuencia de cadena kappa de Ig humana
LLWVLLLWVPGSTGD
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REIVINDICACIONES

Un 4&cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia codificante para una
proteina RACVF unida de manera operativa a una segunda secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia
sefial N-terminal, en donde la secuencia codificante de RACVF comprende una secuencia de nucleétidos
recodificada que es menos de 90 % idéntica a una secuencia de nucleétidos nativa correspondiente y en cual al
menos un coddn nativo se cambia a un codén diferente que codifica para el mismo aminoacido que el codon
nativo; y la secuencia sefial es una secuencia sefial de IgK.

El acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 1, en donde:
(i) la proteina RACVF es una proteina RACVF1 o una proteina RACVF2; y/o
(ii) la proteina RACVF es una proteina RACVF versién corta o una proteina RACVF version larga; y/o
(iii) la proteina RACVF es una proteina RACVF humana; y/o
(iv) la secuencia de nucleoétidos recodificada carece de un codon de metionina de iniciacion; y/o
(v) la secuencia codificante para la proteina RACVF comprende los nucledtidos 106 a 741 de la SEQ ID NO: 1,
los nucledtidos 106 a 429 de la SEQ ID NO: 1, los nucledtidos 106 a 432 de la SEQ ID NO: 3 o los nucledtidos
106 a 744 de la SEQ ID NO: 3; y/o
(vi) la secuencia sefal:
(j) comprende los nucledtidos 1-105 de la SEQ ID NO: 1; o
(i) codifica para una secuencia de aminoacidos que comprende la SEQ ID NO: 15, los aminoacidos 2-34 de
la SEQ ID NO:2, o los aminoacidos 7-21 de la SEQ ID NO:2; y/o
(vii) la secuencia de nucleétidos comprende la SEQ ID NO:1 o 3; y/o
(viii) la secuencia de nuclettidos recodificada tiene al menos 15 % de los nucledtidos diferentes en
comparacién con una secuencia de nucleétidos nativa correspondiente.

El acido nucleico de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, en donde:

(a) una secuencia promotora se une de manera operativa a la secuencia codificante para la proteina RACVF, en
donde opcionalmente el promotor es un promotor de citomegalovirus (CMV), y en donde preferentemente, el
promotor de CMV comprende los nucledtidos 150-812 de la SEQ ID NO:11; y/o

(b) una secuencia de intrén se une de manera operativa a la secuencia codificante para la proteina RACVF, en
donde opcionalmente (i) la secuencia de intron es una secuencia de intrén de beta-globina; o (ii) la secuencia de
intrén comprende los nucledtidos 820-1312 de la SEQ ID NO:11; y/o

(c) el acido nucleico comprende la SEQ ID NO:11, la secuencia de nucleétidos de 150-2080 de la SEQ ID NO:11
o la secuencia de nucleétidos de 150-812, 820-1312 y 1340-2080 de la SEQ ID NO:11.

Un vector viral que comprende el acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde opcionalmente:

(a) el vector viral es un vector viral adeno-asociado (AAV), y preferentemente el vector de AAV se basa en el
serotipo 2 de AAV o el serotipo 8 de AAV; y/o

(b) el vector viral no es un vector viral de inmunodeficiencia bovina; y/o

(c) el vector viral no es un vector lentiviral; y/o

(d) el vector viral se selecciona del grupo que consiste en un vector viral de ADN, un vector viral no envuelto y un
vector adenoviral.

Una célula aislada que comprende el acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
en donde la célula secreta la proteina RACVF.

Una preparacion farmacéutica que comprende (i) un portador farmacéuticamente aceptable y (ii) el acido
nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, el vector viral de conformidad con la
reivindicacion 4, la proteina RACVF de conformidad con la reivindicacién 5 o una combinacion de los mismos.

Un meétodo para producir una proteina RACVF que comprende cultivar la célula de conformidad con la
reivindicacion 5 en condiciones que permitan la expresion y secrecion de la proteina RACVF y el aislamiento de
la proteina RACVF del cultivo celular, en donde opcionalmente dicho método comprende ademas la purificacion
de la proteina RACVF del sobrenadante a partir del cultivo celular.

El acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, el vector viral de conformidad con la
reivindicacion 4, la composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 6 o una combinacion de los
mismos, para su uso en un método de conservacion de células oculares en el ojo de un mamifero, en donde las
células oculares se seleccionan del grupo que consiste en células de bastones oculares o células de conos
oculares.

El acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, el vector viral de conformidad con la
reivindicacion 4, la composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicaciéon 6 o una combinacion de los
mismos, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde:

(a) el vector viral o el acido nucleico es para administracion mediante inyeccién subretiniana, en donde
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opcionalmente el vector viral o el &cido nucleico se administra mediante inyeccion intravitrea, inyeccién a la
camara intraanterior del ojo, inyeccion subconjuntiva o inyeccion subtenon; y/o

(b) el mamifero es un ser humano; y/o

(c) el mamifero padece de una enfermedad ocular seleccionada del grupo que consiste en distrofia retiniana,
enfermedad de Stargardt, retinitis pigmentaria, degeneracién macular seca relacionada con la edad (AMD seca),
atrofia geografica (etapa avanzada de AMD seca), degeneracién macular hiumeda relacionada con la edad (AMD
humeda), glaucoma’hipertension ocular, retinopatia diabética, sindrome de Bardet-Biedel, sindrome de Bassen-
Kornzweig, enfermedad de Best, coroideremia atrofia girata, amaurosis congénita, sindrome de Refsun,
sindrome de Usher, enfermedad ocular relacionada con la tiroides, enfermedad de Grave, una enfermedad
asociada con células epiteliales pigmentadas retinianas, enfermedad del segmento anterior, enfermedad de las
lentes/cataratas, un trastorno de capsula ocular, o uveitis y/o

(d) antes de la administracion la célula ocular conservada no contiene el acido nucleico de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-3 y no se transdujo por el vector viral; y/o

(e) las células oculares se conservan en un sitio al menos 1 mm, preferentemente al menos 2 mm, del sitio la
inyeccion subretiniana

Un método in vitro o ex vivo de secrecion de una proteina RACVF desde una célula que comprende administrar a
la célula el acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones a(f)-(g) y 3(c) o el vector viral de
conformidad con la reivindicacion 4 en condiciones que permiten la expresion y secrecion de RACVF codificada
por el acido nucleico o el vector viral.

El método de conformidad con la reivindicacion 10, en donde:

(a) la célula es una célula de mamifero, opcionalmente una célula humana; y/o

(b)
(i) la célula es una célula ocular, opcionalmente seleccionada del grupo que consiste en una célula epitelial
pigmentada retiniana (RPE), una célula de bastén, una célula bipolar, una célula horizontal, una célula
amacrina, una célula ganglionar y una célula ARPE-19; o
(i) la célula se selecciona del grupo que consiste en una célula 293, una célula CHO, una célula PerC6, una
célula Vero, una célula BHK, una célula HelLa, una célula COS, una célula MDCK, una célula 3T3 y una
WI38; y/o

(d) las células estan encapsuladas.

El acido nucleico de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, el vector viral de conformidad con la
reivindicacion 4, la composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicacién 6 o una combinacion de los
mismos, para su uso en un método de tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington,
enfermedad de Parkinson y una enfermedad olfativa en un mamifero, en donde opcionalmente el mamifero es un
ser humano.
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Figura 4

Figura 5
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rAAV-RACVF1L

REFERENCIA 1
CARACTERISTICAS

misc_feature

CDs

CDS

misc_feature

CDs

misc_feature

misc_feature

misc_feature

ORIGEN

1
61
121
181
241
301
361

cctgcaggca
gggcgacctt
actccatcac
ttacggggtc
atggceegece
ttcccatagt
aaactgccca
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2788 bp ADN
(bases 1a 2788)
Ubicacion/Calificadores

1..141

/gene="ITR"
/product="AAV left ITR"
/SECDrawAs="Region"
150..812
/gene="CMV Promoter"
/product="CMV Promoter"
/SECDrawAs="Gene"
820..1312
/gene="Intron"
/product="Human beta-globin intron"
/SECDrawAs="Gene"

1319..1326

/gene="MCS"
/product="multiple cloning site"
/SECDrawAs="Region"
1340..2080
/gene="IgG-k RACVFL"
/product="IgG-k plus RACVFL"
/SECDrawAs="Gene"

2085..2129

/gene="MCS"
/product="multiple cloning site"
/SECDrawAs="Region"

2130..2608

/gene="PolyA"
/product="PolyA"
/SECDrawAs="Region"

2648..2788

/gene="ITR"

/product="AAV right

lineal

/SECDrawAs="Region"

gctgegeget
tggtcgeeceg
taggggttcc
attagttcat
tggctgaccg
aacgtcaata
cttggcagta

cgctcgcteca
gcctcagtga
tgcggccgea
agcccatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt

ctgaggccgce
gcgagcgagce
cgcgtggagce
tggagttccg
ccegeccatt
attgacgtca
atcatatgce

Figura 9
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ccgggcaaag
gcgcagagag
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce

ccegggegte
ggagtggcca
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg



421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
I

tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
caactccgcc
cagagctcgt
ccatagaaga
gcattggaac
ggcccacaaa
tttcectaat
attctaaaga
aatatttctg
caatccagct
ccaagctagg
ggcaacgtgce
cgattgaatt
ggttccaggt
acccgcecage
ggacaccgag
cgccggagcc
gctgaccgac
ggacagcacc
cctgcectte
gcccgeegtg
gatccagaga
cagaaacttc
cctgaggcgg
cggaggagga
aagtcaagcg
gcectctectg
aagttgcatc
ggtatggagc
accaagctgg
agcgattcte
cagctaattt
caactcctaa
gtgaaccact
cggccgcagg
actgaggcceg
agcgagcgag
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taaatggcce
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttyg
ccattgacgc
ttagtgaacc
caccgggacce
gcggattecee
aaatgctttc
ctctttettt
ataacagtga
catataaatt
accattctge
cccttttget
tggtctgtgt
cgagccacca
tccactggtg
ctgttcagceg
gccgaagtga
tgccctcagt
gagttctacg
gaggagcagc
gaggacgacc
gtggtgctga
ctgggcaccg
cagctgccceg
cacaagtaca
gaggagggcg
gccaacccte
gcectggaag
attttgtctg
aaggggcaag
agtgcagtgg
ctgcctecage
ttgttttttt
tctcaggtga
gcteccecttee
aacccctagt
ggcgaccaaa
cgcgcagcetg

gcctggeatt
gtattagtca
tagcggtttg
ttttgcacca
aaatgggcgg
gtcagatcgce
gatccagect
cgtgccaaga
ttcttttaat
cagggcaata
taatttctgg
gtaactgatg
ttttatttta
aatcatgttce
gctggccecat
tggagacaga
acgcggcecca
gccggatect
gcaggaggct
gccaggcectt
tgctgagagce
aggacctgtt
tgagaagaga
agcctgatgg
cctgecttege
aggatctgga
gagtggagaa
gagccggcegg
cctagatcta
ttgccactcece
actaggtgtc
ttgggaagac
cacaatcttg
ctceccgagtt
ggtagagacg
tctacccacce
ctgtccttct
gatggagttg
ggtcgcececga
cctgcagg

atgcccagta
tcgctattac
actcacgggg
aaatcaacgg
taggcgtgta
ctggagacgc
ccgeggattce
gtgacgtaag
atactttttt
atgatacaat
gttaaggcaa
taagaggttt
tggttgggat
atacctctta
cactttggca
cacactcctg
gccggecagg
gatcaggaac
ggagaacaga
cgtgcccatce
cgcccagetg
cctgaaggac
cctgggcagg
cgacgtgctg
caactggcag
ggatcaggag
ggccgecaga
actgttctga
cgggtggeat
agtgcccacce
cttctataat
aacctgtagg
gctcactgea
gttgggattc
gggtttcacc
ttggcctecce
gattttgtag
gccactcect
cgcecggget

catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
gactttccaa
cggtgggagg
catccacgct
gaatccecgge
taccgecetat
gtttatctta
gtatcatgcc
tagcaatatt
catattgcta
aaggctggat
tcttectece
aagaattggg
ctatgggtac
cgcgeegtac
aacagcgacc
ctggtgctge
ctgaaggatt
gccctggtgt
atgcccaaga
cagttcagcg
accagagatg
gaggccgeceg
cccagatccce
ggcggcagag
tgagctagca
ccctgtgacce
agccttgtcece
attatggggt
gcctgeggag
atctccgect
caggcatgca
atattggcca
aaattgctgg
gtaaccacgt
ctctgcgege
ttgceeggge

(SEQ ID NO:11)

Figura 9 (continuacion)
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tgggactttc
cggttttggce
ctccacccca
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
cgggaacggt
agagtctata
tttctaatac
tctttgcacc
tctgcatata
atagcagcta
tattctgagt
acagctcctg
attcgaacat
tgctgectcetg
gaagcttaggt
aggacgagct
tgttctttag
tctttgtgag
atgtgagcca
agtggctgtt
tggagagact
gcgecgacga
aggtcctgga
tgaccgagtg
accctggegg
ccggttgtac
cctceecagt
taataaaatt
ggaggggggt
tctattggga
cctgggttca
tgaccaggct
ggctggtcte
gattacaggc
gcggaccgag
tcgetegete
ggcctcagtg
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Respuestas a ERG de ratones Rd10 de 5
semanas de edad tratados con AAV-RdCVFL
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Figura 11A Figura 11B
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Nuamero de filas en ONL
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Tratado
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P=0,006

Figura 12

No tratado
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