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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para tratar depdsitos amiloides

ANTECEDENTES

[0001] La transferencia de genes es actualmente reconocida como una herramienta poderosa para el analisis de
eventos bioldgicos y procesos de enfermedades a nivel celular y molecular. Mas recientemente, la aplicacion de
terapia génica para el tratamiento enfermedades humanas, heredadas (por ejemplo, deficiencia de ADA) o
adquiridas (por ejemplo, cancer o enfermedad infecciosa), ha recibido una atencién considerable. Con el
advenimiento de las técnicas de transferencia génica mejoradas y la identificacién de una biblioteca en expansion
continua de enfermedades relacionadas con genes defectuosos, la terapia génica ha evolucionado rapidamente de
una teoria del tratamiento a una realidad practica.

[0002] Tradicionalmente la terapia génica ha sido definida como un procedimiento en el cual se introduce un gen
exdgeno en las células de un paciente con el objetivo de corregir un error genético de nacimiento. Mas
recientemente, la terapia génica ha sido definida de una manera mas amplia como la correccién de un fenotipo de
enfermedad mediante la introduccion de nueva informacion genética en el organismo afectado. En la terapia génica
in vivo, se introduce un gen transferido en las células de un organismo receptor in situes decir, dentro del
receptor. La terapia génica in vivo ha sido estudiada en modelos animales. Se ha reportado la factibilidad de la
transferencia génica directa in situ en 6rganos y tejidos tales como musculo, células madre hematopoyéticas, la
pared arterial, el sistema nervioso, y los pulmones. También se ha informado que la inyeccion directa de ADN en el
musculo esquelético, musculo cardiaco y la inyeccion de complejos de ADN-lipidos en la vasculatura generan un
nivel de expresion detectable del o los productos genéticos insertados in vivo.

[0003] El tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central (SNC), por ejemplo, las enfermedades genéticas
del cerebro tales como la enfermedad de Alzheimer, sigue siendo un problema no solucionado. Un problema
importante con el tratamiento de enfermedades del cerebro es que cuando se administran proteinas terapéuticas de
manera intravenosa no atraviesan la barrera hematoencefalica, o cuando se administran de manera directa al
cerebro, no se distribuyen por completo. Por lo tanto, es necesario desarrollar terapias para tratar la enfermedad de
Alzheimer.

[0004] En Dodart y col., PNAS, vol. 102, no. 4 (2005), paginas 1211-1216 se describe la administracion génica de
apolipoproteina E humana al cerebro mediante el uso de un en un modelo de ratén de enfermedad de Alzheimer.
También se describe que la apoE2 reduce la carga de AB cerebral en el modelo de ratdon en comparacion a apoE3 y
apoE4.

RESUMEN

[0005] La presente invencion se relaciona con una particula de rAAV2 que comprende una proteina de la capside de
AAV2 y un vector que comprende un acido nucleico que codifica para una proteina protectora isoforma €2 de ApoE
insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV2, para usar en el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer en un mamifero, en donde la particula de rAAV se administra a una célula ependimaria proveyendo de
esta manera el acido nucleico a la célula ependimaria, en donde la célula ependimaria secreta la proteina ApoE €2
para tratar la enfermedad, y en donde el mamifero es un mamifero no roedor.

[0006] La presente invencién ademas se relaciona con una composicion farmacéutica que comprende una particula
de rAAV2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un acido nucleico que
codifica para una proteina protectora isoforma €2 de ApoE insertada entre un par de repeticiones terminales
invertidas de AAV2, para usar en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un mamifero, en donde la
particula de rAAV2 se administra a una célula ependimaria proveyendo de esta manera el acido nucleico a la célula
ependimaria, en donde la célula ependimaria secreta la proteina ApoE €2 para tratar la enfermedad, y en donde el
mamifero es un mamifero no roedor.

[0007] En determinadas formas de realizacion, se describe un método para tratar la enfermedad de Alzheimer en un
mamifero que comprende administrar al liquido cefalorraquideo (LCR) del mamifero una particula de rAAV que
comprende una proteina de la capside de AAV y un vector que comprende un acido nucleico que codifica para una
proteina isoforma protectora de ApoE insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV de una
manera eficaz para infectar una célula ependimaria en el mamifero no roedor, en donde la célula ependimaria
secreta la ApoE para tratar la enfermedad. Como se usa en la presente, el término "isoforma protectora de ApoE" se
usa para distinguir las isoformas de ApoE que disminuyen el riesgo de enfermedad de Alzheimer en un al menos
5%, tal como 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% o mas.
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[0008] En determinadas formas de realizacion, se describe un método para administrar a isoforma protectora de
ApoE al sistema nervioso central de un mamifero no roedor, que comprende administrar al liquido cefalorraquideo
(LCR) del mamifero no roedor una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV y un vector
que comprende un acido nucleico que codifica para la isoforma protectora de ApoE insertada entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV de una manera eficaz para infectar células ependimarias en el mamifero
no roedor de manera que las células ependimarias secreten la ApoE al LCR del mamifero. En determinadas formas
de realizacion, la particula de rAAV es una particula de rAAV2 que infecta la célula ependimaria de un individuo no
roedor con un indice mayor que 20% el indice de infectividad de AAV4, tal como con un indice mayor que 50% o
100%, 1000% o 2000% mayor que el indice de infectividad de AAV4.

[0009] En determinadas formas de realizacion, se describe un método para tratar una enfermedad en un mamifero
no roedor que comprende administrar a las células ependimarias del mamifero una particula de rAAV que
comprende una proteina de la capside de AAV y un vector que comprende un acido nucleico que codifica para una
proteina isoforma protectora de ApoE insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV,
proveyendo de esta manera el acido nucleico a la célula ependimaria, en donde la célula ependimaria secreta la
proteina ApoE para tratar la enfermedad. Se describe un método para administrar un acido nucleico a una célula
ependimaria en un mamifero que comprende administrar al mamifero una particula de AAV que comprende el acido
nucleico insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, proveyendo de esta manera el acido
nucleico a una célula ependimaria en el mamifero.

[0010] En determinadas formas de realizacion, se describe un método para administrar un acido nucleico que
codifica para una isoforma protectora de ApoE a una célula ependimaria de un mamifero que comprende administrar
a la célula ependimaria una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV y un vector que
comprende el acido nucleico insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, proveyendo de
esta manera el acido nucleico a la célula ependimaria.

[0011] En determinadas formas de realizacion, se describe un método para administrar un acido nucleico que
codifica para una isoforma protectora de ApoE a un mamifero que comprende administrar a una célula ependimaria
del mamifero una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV y un vector que comprende
el acido nucleico insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, y regresar la célula
ependimaria al mamifero, proveyendo de esta manera el acido nucleico al mamifero.

[0012] En determinadas formas de realizacion, se describe un método para administrar un acido nucleico que
codifica para una isoforma protectora de ApoE a una célula ependimaria en un mamifero que comprende administrar
al mamifero una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV y un vector que comprende el
acido nucleico insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, proveyendo de esta manera el
acido nucleico a una célula ependimaria en el mamifero.

[0013] En determinadas formas de realizaciéon, se describe un método para transfectar una célula ependimaria al
cerebro de mamifero que comprende administrar al liquido cefalorraquideo (LCR) del mamifero una particula de
rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV y un vector que comprende un acido nucleico que codifica
para una isoforma protectora de ApoE insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV de una
manera eficaz para infectar células ependimarias en el mamifero de manera que las células ependimarias secreten
el agente al LCR del mamifero.

[0014] En determinadas formas de realizacién, el mamifero es un mamifero no roedor. En determinadas formas de
realizacion, el mamifero no roedor es un primate, caballo, oveja, cabra, cerdo, o perro. En determinadas formas de
realizacion, el primate es un humano.

[0015] En determinadas formas de realizacion, la isoforma protectora de ApoE tiene al menos aproximadamente
80% de homologia con ApoE €2. En determinadas formas de realizacion, la isoforma protectora de ApoE tiene un
100% de homologia con ApoE €2.

[0016] En determinadas formas de realizacién, la particula de AAV es una particula de rAAV4. En determinadas
formas de realizacion, la particula de AAV es una particula de rAAV2. En determinadas formas de realizacion, la
capside de rAAV2 tiene al menos 80% de homologia con la proteina de la capside de AAV2 VP1, VP2 y/o VP3. En
determinadas formas de realizacion, la capside de rAAV2 tiene 100% de homologia con VP1, VP2, y/o VP3de la
capside de AAV2.

[0017] En determinadas formas de realizacién, se describe una particula de rAAV que contiene un vector que
comprende un acido nucleico que codifica para una isoforma protectora de ApoE insertada entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV para usar en la transfeccién de células ependimarias en un mamifero para
producir un resultado terapéutico.
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[0018] En determinadas formas de realizacién, se describe el uso de una particula de rAAV que contiene un vector
que comprende un acido nucleico que codifica para una isoforma protectora de ApoE insertada entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV para la elaboracion de un medicamento util para el tratamiento o
prevencién de la enfermedad de Alzheimer en un animal, tal como un humano.

[0019] Se describe una célula como se describe precedentemente para usar en el tratamiento médico o diagndstico.

[0020] Se describe un uso de la célula como se describe precedentemente para preparar un medicamento Util para
tratar la enfermedad de Alzheimer en un mamifero.

[0021] En determinadas formas de realizacién, se describe un kit que comprende un compuesto de particula de
rAAV que contiene un vector que comprende un acido nucleico que codifica para una isoforma protectora de ApoE
insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, un recipiente, y un prospecto o etiqueta que
indica la administracién de la particula de AAV al LCR para tratar la enfermedad de Alzheimer en un animal.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

[0022] Figuras 1A -1B. La inyeccion intravascular de AAV4-ApoE genera una expresion estable de huAPOE y una
deteccién sostenida de la proteina huApoE recombinante en el cerebro.

Figura 2. La sobreexpresion de cada isoforma de ApoE afecta de manera diferencial a la progresion de amiloidosis.
Figura 3. Los tamarios de las placas amiloides varian de acuerdo con cada isoforma de ApoE.

Figuras 4A-4B. La evaluacion luego de la muerte de la carga amiloide confirma los efectos de ApoE2 y ApoE4 sobre
la deposicién amiloide.

Figuras 5A-5D. Cada isoforma afecta de manera diferencial a la densidad sinaptica alrededor de los depdsitos
amiloides.

La Figura 6A es un alineamiento de las proteinas AAV2 (SEQ ID NO:1) y AAV4 (SEQ ID NO:2) y la Figura 6B es un
alineamiento de los nucledtidos AAV2 (SEQ ID NO:3) y AAV4 (SEQ ID NO:4) en base a la secuencia de AAV2
(NC_001401) y AAV4 (NC_001829).

En la Figura 7 se muestra la actividad elevada de TPP1 en diferentes regiones del cerebro.

En la Figura 8 se muestran los resultados del rendimiento en laberinto en T de perros control y tratados. Los circulos
claros son de perros afectados; los cuadrados oscuros son de perros normales, y los circulos oscuros son de un
perro TPP-/- tratado con AAV2-CLN2.

Figuras 9A -9B. Validacion de la estrategia de transferencia génica de APOE mediante inyeccion
intraventricular de un AAV serotipo 4. El marcaje inmunohistolégico de GFP o ApoE revel6 la presencia de GFP o
la proteina ApoE humana en el epéndimo y en el plexo coroides. (A) Uso de un ensayo de ELISA especifico de
especie para cuantificar las concentraciones de proteina ApoE humana recombinante en los homogenatos de
cerebro de ratones inyectados. (B) Evaluacion del porcentaje de proteina ApoE humana en comparacion con apoE
enddgena por raton. Se calculd la relacion de ApoE humana y apoE enddégena murina para cada animal. Con el uso
del anticuerpo 3H1 especifico anti-ApoE humana, se podria detectar la presencia de la proteina recombinante
alrededor de algunos depositos amiloides en donde tiende a acumularse, en el parénquima cortical de ratones
inyectados APP/PS1. Deteccion de ApoE mediante transferencia Western en la muestra de ISF de ratones KO para
apoE inyectados con un vector AAV4-APOE4. Se uso6 el anticuerpo muy sensible (pero no especifico de especie)
anticuerpo de cabra anti-apoE de Millipore (AB947) como anticuerpo de deteccion. Se usé albumina como control.
n=4-6 animales por grupo. *p<0,05.

Figuras 10A -10D. Los niveles de péptidos AB y la densidad depdsitos amiloides estan modulados por la
sobreexpresion de diferentes alelos de APOE. (A) Analisis de la densidad de depdsitos amiloides en la corteza
(panel izquierdo) e hipocampo (panel derecho) de ratones transgénicos inyectados. Se puede observar una
tendencia similar entre ambas areas del cerebro, pero los datos sdélo alcanzan una significancia estadistica en la
corteza. (B) Determinacion mediante ELISA de las concentraciones de los péptidos ARy ABaz en la fraccion de
acido formico (FA). (C) Cuantificacion mediante ELISA de los niveles de péptidos AB.oy AB42 en la fraccion soluble
de TBS 5 meses después de la inyeccion intraventricular de cada AAV. (D) Cuantificacion de los niveles en plasma
de los péptidos AB4o, 5 meses después de la inyeccion intraventricular de ratones APP/PS1 con los vectores AAV-
GFP y AAV-APOE2/3/4. n= 4-7 animales por grupo. *p<0,05.
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Figuras 11A -11B. La sobreexpresion de cada variante de APOE modula de manera diferencial la progresion
de amiloidosis in vivo. Se obtuvieron imagenes de dos fotones in vivo de la deposicion amiloide en ratones
APP/PS1 a una semana (T0), un mes (T1) y dos meses (T2) después de la inyeccion intracerebroventricular con los
vectores AAV-GFP, -APOE2, -3 o -4. Se realiz6 una inyeccion intravenosa de Texas red dextrano (70.000 Da) antes
de obtener las imagenes de manera de poder seguir los mismos campos observados en el tiempo. En un periodo de
dos meses de tiempo, se pudieron detectar unas pocas placas amiloides nuevas, mientras que los depdsitos
ocasionales visibles inicialmente no fueron mas detectados después de uno o dos meses. (A) Evaluacion de la
densidad cortical volumétrica de depédsitos amiloides en un periodo de dos meses de tiempo después de la inyeccion
intraventricular de un AAV-GFP, -APOE2, -APOE3 o APOE4 en ratones APP/PS1 de 7 meses de edad. Se
obtuvieron imagenes de seis a ocho campos de observacion de manera longitudinal para cada animal y se calculo la
densidad de placas por volumen de corteza y se informo respecto al valor inicial para cada animal en basal (T0). Se
observé una progresion total de 0,23 de la densidad de depdsitos amiloides en el tiempo (T2/T1, p<0,011). Ademas,
la ApoE2 reduce significativamente la densidad relativa a GFP en un 0,66 (se=0,21, p=0,002), en relacion a ApoE3
en un 0,67 (se=0,17, p<0,0001) y en relacion a ApoE4 en un 0,74 (se=0,17, p<0,0001). (B) El ajuste de regresion
lineal de la progresion de amiloidosis durante los 2 meses después de la transferencia génica en ratones APP/PS1
muestra que solo el AAV-APOE4 induce una pendiente positiva significativa durante este periodo de tiempo. n= 4-6
animales por grupo. *p<0,05.

Figura 12. Evolucion del tamaiio de los depdsitos amiloides a uno y dos meses después de la infusion con
ApoE2, -3 y -4. Los graficos de dispersion que representa la relacion de los tamafios de placa entre T1 y TO
mostraron que ApoE4 se asocié con crecimiento de placa aumentado con ApoE2 y ApoE3 después de un mes. Este
efecto no se sostiene después de 2 meses. n> 50 placas medidas por grupo en 3 a 4 animales. *p<0,05.

Figuras 13A -13C. Los cambios neuropatolégicos asociados con los depdsitos amiloides son afectados de
manera diferencial por cada variante de APOE. Se prepararon imagenes de secciones de tomografia matricial con
inmunotincion para PSD95 (elemento postsinaptico) y depdsitos amiloides en ratones APP/PS1 2 meses después de
la inyeccién intraventricular de AAV-GFP, -APOE2, -APOE3 y -APOEA4. Los depdsitos amiloides se marcaron usando
el anticuerpo NAB61 que previamente habia mostrado preferiblemente las especies obligoméricas A tdxicas (A) Se
observé una pérdida significativamente mayor del marcador sinapsina-1 en la cercania de las placas amiloides
cuando se expresaron APOE3y APOE4 en comparacion con GFP o APOE2. (B) Se observo un efecto similar
cuando se cuantificaron los elementos postsinapticos, de manera que la densidad de PSD95 alrededor de los
depdsitos disminuy6 2 meses después de una inyeccion intraventricular de AAV4-APOE4. Como parametro adicional
del cambio neuropatoldgico, se evalud el niumero de distrofias neuriticas por placa amiloide en el cerebro de ratones
APP/PS1 inyectados, después de la inmunotincién ThioS y el marcador axonal SMI312. (C) se observd un
desplazamiento significativo hacia mayor nimero de distrofias cuando los ratones fueron infundidos con ApoE4 en
comparacion con los grupos ApoE3 y ApoE2, sugiriendo de esta manera que ApoE4 podria tener efectos deletéreos
mas alla de la formacién de placas amiloides y podria modular el potencial neurotdxico de agregados amiloides
oligoméricos mas pequefios. n= 4-6 animales por grupo. *p<0,05.

Figura 14. Se observan cambios mas tempranos en el contenido de especies oligoméricas de A en el ISF
después de la inyeccion intracerebroventricular de AAV4-APOEZ2, -3, -4 en ratones Tg2576. La cuantificacion
del contenido de oA en ISF usando el ensayo de ELISA 82E1/82E1 muestra que hay una concentracion mayor de
especies oligoméricas de amiloide 8 después de la inyeccién de AAV4-APOE4 en comparacion con AAV4-APOE?2 y
-GFP, mientras que los ratones inyectados con AAV4-APOE3 alcanzaron un nivel intermedio. n= 3-6 animales por
grupo. *p<0,05.

Figura 15A -15B. Deteccion de ARNm y proteina de APOE de humano y endégenos murinos después de la
inyeccion intraventricular de un AAV4 en ratones APP/PS1. (A) Grafico de barras que representan las
cantidades de proteina apoE endégena murina en los cerebros de ratones inyectados. (B) Comparacion de los
niveles de proteina ApoE a 2 y 5 meses después de la inyeccion intracerebroventricular de AAV4 en ratones
APP/PS1 (se combinaron las muestras de todos los ratones inyectados con ApoE de 2 y 5 meses, sin discriminar la
variante de APOE). n= 4-6 animales por grupo. *p<0,05.

Figuras 16A -16B. Los efectos de AP estan asociados con cada isoforma de ApoE después de una
exposicion corta (2 meses). Se prepararon imagenes de deposicion amiloide en ratones APP/PS1 2 meses
después de la inyeccion. Se utilizd inmunotincidon con el anticuerpo Bam10 y ThioS para tefir todos los depdsitos
amiloides o placas de nucleo denso respectivamente. (A) El analisis estereolégico de la densidad de depdsitos
amiloides en la corteza revel6 que la sobreexpresion de APOE4 llevé a un nimero aumentado de placas tan pronto
como a los 2 meses después de la inyeccion, mientras que no se pudo observar diferencia entre los otros grupos
experimentales. (B) La relacion entre la tincion con Bam10 y TioS, por otra parte, permanecié sin cambios para todos
los grupos diferentes. (C) Determinacién de las concentraciones de los péptidos ABso (paneles izquierdos) y
AB42 (paneles de derechos) en los extractos de acido férmico insolubles después de una exposicion corta con las
diferentes variantes de ApoE. n= 3-5 animales por grupo. *p<0,05.
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Figuras 17A -17B. Cambios en las especies A solubles e insolubles detectados después de 3 meses de la
inyeccion en ratones Tg2576. (A) La cuantificacion mediante ELISA del contenido de ISF en ABsoy AB42 (B)
muestra que hay una tendencia hacia mayor concentracion de péptidos amiloides B solubles después de la inyeccion
de AAV4-APOE4 en comparacion con AAV4-APOE2, -APOE3 y -GFP. (B) Tal como se observo previamente en
ratones APP/PS1, se observd el mayor efecto con ApoE4, que produce cantidades significativamente mayores de
AB42 en la fraccion de acido férmico de ratones Tg2576. n= 3-5 animales por grupo. *p<0,05.

DESCRIPCION DETALLADA

[0023] La presente invencion se relaciona con una particula de rAAV2 que comprende una proteina de la capside de
AAV2 y un vector que comprende un acido nucleico que codifica para una proteina protectora isoforma €2 de ApoE
insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV2, para usar en el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer en un mamifero, en donde la particula de rAAV se administra a una célula ependimaria proveyendo de
esta manera el acido nucleico a la célula ependimaria, en donde la célula ependimaria secreta la proteina ApoE €2
para tratar la enfermedad, y en donde el mamifero es un mamifero no roedor.

[0024] La presente invencién ademas se relaciona con una composicion farmacéutica que comprende una particula
de rAAV2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un acido nucleico que
codifica para una proteina protectora isoforma €2 de ApoE insertada entre un par de repeticiones terminales
invertidas de AAV2, para usar en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un mamifero, en donde la
particula de rAAV2 se administra a una célula ependimaria proveyendo de esta manera el acido nucleico a la célula
ependimaria, en donde la célula ependimaria secreta la proteina ApoE €2 para tratar la enfermedad, y en donde el
mamifero es un mamifero no roedor.

[0025] Existen diferentes isoformas de apolipoproteina E humana (ApoE), la presencia de algunas de estas
isoformas en el cerebro aumenta el riesgo de enfermedad de Alzheimer (AD), mientras que la presencia de otras
isoformas disminuye el riesgo de AD. La presencia de la isoforma €4 de ApoE es un factor de riesgo genético fuerte
para la AD esporadica de inicio tardio. (Casellano y col., Sci Transl Med, 3(89):89ra57 (29 June 2011).) El alelo €4 de
ApoE aumenta fuertemente el riesgo de AD y disminuye la edad de aparicion. Por otra parte, la presencia del alelo
€2 de ApoE parece disminuir el riesgo de AD. Se sugiere que las isoformas de ApoE humana afectan de manera
diferencial a la depuracién o sintesis de amiloide-$ (AB) in vivo.

[0026] EI virus adenoasociado (AAV) es un virus no patogénico pequefio de la familia parvoviridae. EI AAV es
diferente de los otros miembros de esta familia por su dependencia de un virus colaborador para la replicacién. En
ausencia de un virus colaborador, el AAV puede integrarse de una manera especifica de locus en el brazo q del
cromosoma 19. El genoma de aproximadamente 5 kb del AAV consiste en un segmento de ADN de hebra simple de
polaridad positiva o negativa. Los extremos del genoma son repeticiones terminales invertidas cortas que se pueden
plegar en estructuras tipo horquilla y servir como el origen de replicacion de ADN viral. Fisicamente, el virién
parvovirus no tiene envoltura y su capside icosaédrica tiene aproximadamente 20 nm de diametro.

[0027] Hasta la actualidad se han identificado ocho AAV serolégicamente diferentes y se han aislado cinco de
humanos o primates y son referidos como tipos 1 a 5 de AAV. Govindasamy y col., "Structurally Mapping the Diverse
Phenotype of Adeno-Associated Virus Serotype 4," J. Vir., 80 (23):11556-11570 (2006). El genoma de AAV2 tiene
4680 nucleodtidos de longitud y contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF). El ORF izquierdo codifica para las
proteinas Rep no estructurales, Rep 40, Rep 52, Rep 68 y Rep 78, las cuales estan involucradas en la regulacion de
la replicacién y transcripcion ademas de la produccién de genomas de progenie de hebra simple. Ademas, dos de
las proteinas Rep han sido asociadas con la integracion preferencial de los genomas de AAV en una region del
brazo q del cromosoma 19 de humano. También se ha mostrado que Rep68/78 posee actividad de unién a NTP asi
como actividades de ADN y ARN helicasa. Las proteinas Rep poseen una sefial de localizacién nuclear, asi como
varios sitios potenciales de fosforilacién. La mutacién de uno de estos sitios quinasa resulta en la pérdida de la
actividad de replicacion.

[0028] Los extremos del genoma son repeticiones terminales invertidas cortas (ITR) que tienen el potencial de
plegarse en estructuras en horquilla con forma de T que sirven como el origen de la replicacion de ADN viral. Se han
descrito dos elementos en la regidn ITR que son centrales para la funcion de la ITR, un motivo repetitivo GAGC vy el
sitio de resolucion terminal (trs). Se ha mostrado que el motivo repetitivo se une a Rep cuando la ITR esta en una
conformacion lineal o en horquilla. Esta unién sirve para posicionar a Rep68/78 para la escision en el trs que ocurre
de una manera especifica de sitio y hebra. Ademas de su rol en la replicacion, estos dos elementos parecen ser
importantes para la integracion viral. En el locus de integracion del cromosoma 19 existe contenido un sitio de unién
a Rep con un trs adyacente. Se ha mostrado que estos elementos son funcionales y necesarios para la integracion
especifica de locus.

[0029] EI virion AAV2 es una particula sin envoltura, icosaédrica de aproximadamente 25 nm de diametro, que
consiste en tres proteinas relacionadas referidas como VP1, VP2 y VP3. El ORF derecho codifica para las proteinas
de la capside VP1, VP2, y VP3. Estas proteinas se encuentran en una relacion de 1:1:10 respectivamente y todas
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derivan del ORF derecho. Las proteinas de la capside difieren entre si por el uso de corte y empalme alternativo y un
codoén de inicio no habitual. El analisis de eliminacién ha mostrado que la eliminacién o alteracion de VP1 que se
traduce de un mensajero con corte y empalme alternativo genera un rendimiento reducido de particulas infecciosas.
Las mutaciones en la religion codificantes de VP3 generan la falla en la produccion de cualquier ADN de progenie de
hebra simple o particulas infecciosas. Una particula AAV2 es una particula viral que comprende una proteina de
capside de AAV2. Un polipéptido de la capside de AAV2 puede codificar para el polipéptido completo de VP1, VP2 y
VP3. La particula puede ser una particula que comprende a AAV2 y otras proteinas de la capside de AAV (es decir,
una proteina quimérica, tal como AAV4 y AAV2). Las variaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina de
la capside de AAV2 estan contempladas en la presente, con la condicién de que la particula viral resultante que
comprende la capside de AAV2 permanezca antigénica e inmunoldgicamente diferente de AAV4, tal como puede
determinarse de manera rutinaria mediante métodos estandares. Especificamente, por ejemplo, se puede usar
ELISA y transferencias Western para determinar si una particula viral es antigénica o inmunoldgicamente diferente
de AAV4. Ademas, la particula viral de AAV2 preferiblemente retiene el tropismo de tejido diferente de AAV4.

[0030] Una particula AAV2 es una particula viral que comprende una proteina de la capside de AAV2. Un polipéptido
de la capside de AAV2 que codifica para los polipéptidos completos VP1, VP2, y VP3 puede tener en general al
menos aproximadamente 63% de homologia (o identidad) con el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
codificada por los nucleétidos descritos en la SEQ ID NO:1 (proteina de la capside de AAV2). La proteina la capside
puede tener aproximadamente 70% de homologia, aproximadamente 75% de homologia, 80% de homologia, 85%
de homologia, 90% de homologia, 95% de homologia, 98% de homologia, 99% de homologia, o incluso 100% de
homologia con la proteina descrita en la SEQ ID NO:1. La proteina de la capside puede tener aproximadamente
70% de identidad, aproximadamente 75% de identidad, 80% de identidad, 85% de identidad, 90% de identidad, 95%
de identidad, 98% de identidad, 99% de identidad, o incluso 100% de identidad con la proteina descrita en SEQ ID
NO:1. La particula puede ser una particula que comprende la proteina de la capside de AAV4 y AAV2, es decir, una
proteina quimérica. Las variaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside de AAV2 estan
contempladas en la presente, con la condicién de que la particula viral resultante que comprende la capside de
AAV2 permanezca antigena o inmunolégicamente diferente de AAV4, tal como puede determinarse de manera
rutinaria mediante métodos estandares. Especificamente, por ejemplo, se puede usar ELISA y transferencias
Western para determinar si una particula viral es antigena o inmunolégicamente diferente de AAV4. Ademas, la
particula viral AAV2 preferiblemente retiene su tropismo de tejido diferente de AAV4, tal como se ejemplifica en los
ejemplos en la presente, aunque una particula quimérica de AAV2 que comprende al menos una proteina de
recubrimiento de AAV2 puede tener un tropismo de tejido diferente del de una particula AAV2 que consiste sélo en
proteinas de recubrimiento de AAV2.

[0031] Tal como se indica en las Figuras 6A y 6B, la secuencia de la capside de AAV2 y la secuencia de la capside
de AAV4 tienen aproximadamente una homologia del 60%. En determinadas formas de realizacién, la capside de
AAV2 comprende (o consiste en) una secuencia que tiene al menos 65% de homologia con la secuencia de
aminoacidos descrita en la SEQ ID NO:1.

[0032] En determinadas formas de realizacién, se describe una particula AAV2 que contiene, es decir, que
encapsida, un vector que comprende un par de repeticiones terminales invertidas de AAV2. La secuencia
nucleotidica de las ITR de AAV2 es conocida en la materia. Ademas, la particula puede ser una particula que
comprende la proteina de la capside de AAV4 y AAV2, es decir, una proteina quimérica. Ademas, la particula puede
ser una particula que encapsida un vector que comprende un par de repeticiones terminales invertidas de AAV de
otros AAV (por ejemplo, AAV1-AAVS). El vector encapsidado en la particula ademas puede comprender un acido
nucleico exégeno insertado entre las repeticiones terminales invertidas.

[0033] Las siguientes caracteristicas de AAV lo han hecho un vector atractivo para la transferencia génica. Se ha
mostrado in vitro que los vectores AAV se integran de manera estable en el genoma celular; poseen un rango amplio
de huéspedes; transducen a células en divisién y no division in vitro e in vivo y mantienen niveles elevados de
expresion de los genes transducidos. Las particulas virales son estables al calor, resistentes a solventes,
detergentes, cambios en el pH, temperatura, y pueden ser concentrados en gradientes de CsCl. La integracion del
provirus AAV no se asocia con ningun efecto negativo a largo plazo sobre el crecimiento o diferenciacion celular. Se
ha mostrado que las ITR son el Unico elemento requerido para la replicacién, empaquetamiento e integracion y
pueden contener algunas actividades de promotor.

[0034] Se describen métodos para administrar particulas de AAV, vectores de AAV recombinantes y viriones de AAV
recombinantes. Por ejemplo, una particula AAV2 es una particula viral que comprende una proteina de la capside de
AAV2, o una particula AAV4 es una particula viral que comprende una proteina de la capside de AAV4. Un vector
AAV2 recombinante es una construccion de acido nucleico que comprende al menos un acido nucleico Unico de
AAV2. Un virion AAV2 recombinante es una particula que contiene un vector de AAV2 recombinante. Para ser
considerada dentro del término "ITR de AAV2" la secuencia nucleotidica debe retener una o ambas caracteristicas
descritas en la presente que distinguen a la ITR de AAV2 de la ITR de AAV4: (1) tres (en lugar de cuatro como en
AAV4) repeticiones "GAGC" y (2) en el sitio de unién de Rep ITR AAV2 el cuarto nucledtido en las dos primeras
repeticiones "GAGC" es una C en lugar de una T.
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[0035] El promotor puede ser cualquier promotor deseado, seleccionado por consideraciones conocidas, tal como el
nivel de expresion de un acido nucleico ligado funcionalmente al promotor y el tipo de célula en el cual se usara el
vector. Los promotores pueden ser un promotor exdgeno o uno endégeno. Los promotores pueden incluir, por
ejemplo, promotores fuertes conocidos tales como SV40 o el promotor inducible de metalotioneina, o un promotor de
AAV, tal como un promotor p5 de AAV. Los ejemplos adicionales de promotores incluyen promotores derivados de
los genes de actina, genes de inmunoglobulina, citomegalovirus (CMV), adenovirus, virus de papiloma bovino,
promotores adenovirales, tales como el promotor tardio principal adenoviral, un promotor de estrés térmico inducible,
virus sincicial respiratorio, virus de sarcoma de Rous (RSV), etc. Especificamente, el promotor puede ser el promotor
p5 de AAV2 o promotor p5 de AAV4. Ademas, se pueden determinar facilmente fragmentos mas pequefios del
promotor p5 que retienen la actividad de promotor mediante procedimientos estandares que incluyen, por ejemplo,
construir una serie de eliminaciones en el promotor p5, vincular la eliminacién a un gen reportero y determinar si el
gen reportero se expresa, es decir, se transcribe y/o se traduce.

[0036] ElI AAV también puede comprender un acido nucleico exégeno (heterélogo) vinculado funcionalmente al
promotor. Por "acido nucleico heterélogo" se comprende que se puede insertar cualquier acido nucleico heterélogo o
exogeno en el vector para transferirlo a una célula, tejido u organismo. Por ejemplo, en determinadas formas de
realizacion, el acido nucleico heterdlogo codifica para una isoforma protectora de ApoE. Por "vinculado
funcionalmente" se refiere a que el promotor puede promover la expresion del acido nucleico heterologo, tal como se
conoce en la materia, en una orientacién apropiada del promotor en relacion con el acido nucleico heterdlogo.
Ademas, el acido nucleico heterdlogo preferiblemente tiene todas las secuencias apropiadas para la expresion del
acido nucleico, como se conoce en la materia, para codificar de manera funcional, es decir, permitir que se exprese
el acido nucleico. El acido nucleico puede incluir, por ejemplo, secuencias de control de la expresion, tal como un
potenciador, y sitios de procesamiento de informacién necesarios, tal como sitios de unién a ribosoma, sitios de corte
y empalme de ARN, sitios de poliadenilacion, y secuencias terminadoras de la transcripcion. El acido nucleico puede
codificar para mas de un producto génico, limitado solo por el tamafio del acido nucleico que se puede empaquetar.

[0037] Una particula AAV2 es una particula viral que comprende una proteina de la capside de AAV2. Las
variaciones en la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside de AAV2 estan contempladas en la
presente, con la condicién de que la particula viral resultante que comprende la capside de AAV2 permanezca
antigénica e inmunologicamente diferente de AAV4, tal como puede determinarse de manera rutinaria mediante
métodos estandares. Especificamente, por ejemplo, se puede usar ELISA y transferencias Western para determinar
si una particula viral es antigénica o inmunolégicamente diferente de otros serotipos de AAV.

[0038] AAV4 es un miembro Unico de la familia de AAV. En la Patente de los EE.UU. No. 6.468.524 se provee una
descripcion de AAV4. Los datos de hibridizacion de ADN indicaron un nivel similar de homologia para AAV1-4. Sin
embargo, a diferencia de los otros AAV, solo se identifico un ORF correspondiente a las proteinas de la capside en
AAV4 y no se detectd ninguin ORF para las proteinas Rep. Se describe un vector que comprende el virus AAV4 asi
como también particulas virales de AAV4. Si bien AAV4 es similar a AAV2, en la presente se observa que los dos
virus son fisica y genéticamente diferentes. Estas diferencias le confieren algunas ventajas Unicas a AAV4 que lo
hacen mas adecuado como vector para terapia génica. Por ejemplo, el genoma de AAV4 de tipo salvaje es mas
grande que el de AAV2, permitiendo una encapsidacion eficaz de un genoma recombinante mas grande. Ademas,
las particulas de AAV4 de tipo salvaje tienen una densidad de flotacién mayor que las particulas de AAV2 y por lo
tanto se separan mas facilmente del virus colaborador contaminante y de las particulas de AAV vacias que las
particulas basadas en AAV2. Ademas, a diferencia de AAV1, 2 y 3, el AAV4 tiene la capacidad de hemoaglutinar
eritrocitos de humano, de cobayo y de oveja.

[0039] En determinadas formas de realizacién, se describe un vector que comprende el virus AAV5 o un vector que
comprende subpartes del virus, asi como también particulas virales de AAV5. En la Patente de los EE.UU. No.
6.855.314 se provee una descripcion de AAVS5. Si bien el AAV5 es similar a AAV2, se encuentra en la presente que
los dos virus son fisica y genéticamente diferentes. Estas diferencias le confieren algunas propiedades y ventajas
Unicas a AAV5 que lo hacen mas adecuado como vector para terapia génica. Por ejemplo, una de las caracteristicas
limitantes del uso de un AAV2 como un vector para terapia génica es la produccion de cantidades grandes de virus.
Mediante el uso de técnicas de elaboracion estandares, se elabora el AAV5 en un nivel entre 10 y 50 veces mayor
en comparacion con AAV2. Debido a su sitio TRS y proteinas Rep, el AAV5 también deberia tener un locus de
integracion diferente en comparacion con AAV2.

[0040] Ademas, la proteina de la capside de AAV5, nuevamente de manera sorprendente, es diferente de la proteina
de la capside de AAV2 y exhibe diferente tropismo de tejido, haciendo adecuadas de esta manera a las particulas
que contienen la capside de AAV5 para transducir tipos de células para los cuales el AAV2 no es adecuado o menos
adecuado. Se ha observado que AAV2 y AAV5 son serologicamente diferentes y, por lo tanto, en una aplicacion de
terapia génica, el AAV5 y los vectores derivados de AAV5, podrian permitir la transduccion de un paciente que ya
posean anticuerpos neutralizantes para AAV2 como resultado de la defensa inmunoldégica natural o de exposicion
previa a vectores de AAV2. Otra ventaja de AAV5 es que AAV5 no puede ser rescatado por otros serotipos. Solo
AAV5 puede rescatar el genoma integrado de AAV5 y provocar la replicacion, evitando de esta manera la replicacion
no intencionada de AAV5 producida por otros serotipos de AAV.
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[0041] EI término "polipéptido" como se usa en la presente se refiere a un polimero de aminoacidos e incluye
proteinas de longitud completa y fragmentos de las mismas. Por lo tanto, "proteina”, polipéptido”, y "péptido"
habitualmente se usan como sinénimos en la presente. Las sustituciones se pueden seleccionar de acuerdo con
parametros conocidos para que sean neutras. Tal como la apreciaran aquellos con experiencia en la materia, la
divulgacion también incluye aquellos polipéptidos que tienen leves variaciones en las secuencias de aminoacidos u
otras propiedades. Dichas variaciones pueden surgir de manera natural como variaciones alélicas (por ejemplo,
debido a polimorfismo genético) o pueden ser realizadas por la intervencion humana (por ejemplo, por mutagénesis
de secuencias de ADN clonadas), tal como mutaciones puntuales inducidas, de eliminacion, de insercion y de
sustitucién. En general se prefieren cambios menores en la secuencia de aminoacidos, tales como reemplazos
conservativos de aminoacidos, eliminaciones o inserciones internas pequenias, y adiciones o eliminaciones en los
extremos de las moléculas. Estas modificaciones pueden generar cambios en la secuencia de aminoacidos, proveer
mutaciones silentes, modificar un sitio de restriccion, o proveer otras mutaciones especificas.

[0042] ElI método presente provee un método para administrar un acido nucleico a una célula que comprende
administrar a la célula una particula de AAV que contiene un vector que comprende el acido nucleico insertada entre
un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, proveyendo de esta manera el acido nucleico a la célula. La
administracion a la célula se puede realizar mediante diferentes medios, que incluye simplemente poner en contacto
la particula, opcionalmente contenida en un liquido deseado tal como un medio de cultivo de tejido, o una solucién
salina amortiguada, con las células. Se puede dejar que la particula permanezca en contacto con las células durante
cualquier duracion de tiempo deseada, y tipicamente se administra la particula y se deja que permanezca
indefinidamente. Para dichos métodos in vitro, el virus se puede administrar a la célula mediante métodos
estandares de transduccion viral, tal como se conoce en la materia y como se ejemplifica en la presente. Los titulos
de virus a administrar pueden variar, en particular dependiendo del tipo de célula, pero tipicamente seran del usado
para la transduccion de AAV en general. Ademas, pueden utilizarse los titulos usados para transducir las células
particulares en los presentes ejemplos. Las células pueden incluir cualquier célula deseada en humanos, asi como
también otros mamiferos grandes (no roedores), tales como primates, caballo, oveja, cabra, cerdo y perro.

[0043] Mas especificamente, se describe un método para administrar un acido nucleico a una célula ependimaria,
que comprende administrar a la célula ependimaria una particula de AAV que contiene un vector que comprende el
acido nucleico insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV, proveyendo de esta manera el
acido nucleico a la célula ependimaria.

[0044] También se describe un método para administrar un acido nucleico a un sujeto que comprende administrar a
una célula del sujeto una particula de AAV que comprende el acido nucleico insertada entre un par de repeticiones
terminales invertidas de AAV, y regresar la célula al sujeto, administrando de esta manera el acido nucleico al sujeto.
En determinadas formas de realizacion, las ITR de AAV pueden ser ITR de AAV2. Para dicha administraciéon ex vivo,
las células se aislan de un sujeto mediante medios estandares de acuerdo con el tipo de célula y se colocan en un
medio de cultivo apropiado, nuevamente de acuerdo con el tipo celular. Las particulas virales se ponen luego en
contacto con las células como se describié precedentemente, y se deja que el virus transfecte a las células. Las
células se pueden trasplantar nuevamente al cuerpo del sujeto, otra vez mediante medios estandares segun el tipo
de célula y tejido. Si se desea, antes del trasplante, se puede estudiar el grado de trasplante por el virus de las
células, mediante métodos de deteccion conocidos y como se describe en la presente.

[0045] Ademas se describe un método para administrar un acido nucleico a una célula en un sujeto que comprende
administrar al sujeto una particula de AAV que comprende el acido nucleico insertada entre un par de repeticiones
terminales invertidas de AAV, proveyendo de esta manera el acido nucleico a una célula en el sujeto. La
administracion puede ser una administracion ex vivo directamente a una célula extraida de un sujeto, tal como
cualquiera de las células descritas precedentemente, seguido por el reemplazo de la célula nuevamente en el sujeto,
o la administracion puede ser una administracion in vivo a una célula en el sujeto. Para la administracion ex vivo, las
células se aislan de un sujeto mediante medios estandares de acuerdo con el tipo de célula y se colocan en un
medio de cultivo apropiado, nuevamente de acuerdo con el tipo de célula. Luego se ponen en contacto las particulas
virales con las células como se describio precedentemente, y se permite que el virus transfecte a las células. Luego
se trasplantan las células nuevamente al cuerpo del sujeto, nuevamente mediante medios estandares para el tipo de
célula y tejido. Si se desea, antes del trasplante, se puede estudiar el grado de transfeccion de las células por el
virus, mediante medios de deteccion conocidos y tal como se describe en la presente.

[0046] Ademas se describe un método para administrar un acido nucleico a una célula ependimaria en un sujeto que
comprende administrar al sujeto una particula de AAV que comprende el acido nucleico insertada entre un par de
repeticiones terminales invertidas de AAV, proveyendo de esta manera el acido nucleico a una célula ependimaria
en el sujeto.

[0047] En determinadas formas de realizacion, la secuencia de aminoacidos dirigida al endotelio vascular del cerebro
esta dirigida al endotelio vascular del cerebro en un sujeto que tiene una enfermedad, por ejemplo, enfermedad de
Alzheimer.
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[0048] En determinadas formas de realizacion, la secuencia de aminoacidos dirigida al endotelio vascular del cerebro
esta dirigida al endotelio vascular del cerebro en un sujeto que no tiene la enfermedad de Alzheimer.

[0049] En determinadas formas de realizacion, el vector viral comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica para un agente terapéutico. En determinadas formas de realizacion, el agente terapéutico es una isoforma
protectora de ApoE.

[0050] Ciertas formas de realizaciéon de la presente divulgacion proveen una célula que comprende un vector viral
como se describe en la presente.

[0051] En determinadas formas de realizacién, la célula es una célula de mamifero de un mamifero no roedor. En
determinadas formas de realizacion, la célula es una célula de primate. En determinadas formas de realizacion, la
célula es una célula de humano. En determinadas formas de realizacion, la célula es una célula no humana. En
determinadas formas de realizacion, la célula esta in vitro. En determinadas formas de realizacion, la célula esta in
vivo. En determinadas formas de realizacion, la célula es una célula ependimaria.

[0052] Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion proveen un método para tratar una enfermedad en
un mamifero que comprende administrar un vector viral o la célula como se describe en la presente al mamifero.

[0053] En determinadas formas de realizacion, el mamifero es humano.

[0054] Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion proveen un método para administrar un agente al
sistema nervioso central de un sujeto, que comprende administrar al LCR un vector viral descrito en la presente de
manera que las células ependimarias transducidas expresen el agente terapéutico y provean el agente al sistema
nervioso central del sujeto. En determinadas formas de realizacion, el vector viral transduce las células
ependimarias.

[0055] Ciertas formas de realizacién de la presente divulgacion proveen un vector viral o célula como se describe en
la presente para usar en tratamientos médicos.

[0056] Ciertas formas de realizacion de la presente divulgacion proveen un uso de un vector viral o célula como se
describe en la presente para preparar un medicamento Util para tratar una enfermedad, por ejemplo, enfermedad de
Alzheimer, en un mamifero.

[0057] El vector puede comprender ademas una proteina isoforma protectora de ApoE. Como se usa en la presente,
el término "proteina secretada" incluye cualquier proteina secretada, secretada de manera natural o modificada para
contener una secuencia sefal de manera que pueda ser secretada.

[0058] Un acido nucleico esta "ligado en forma operativa" cuando el mismo esta colocado en relacion funcional con
otra secuencia de acido nucleico. En general, "ligado en forma operativa" significa que las secuencias de ADN que
se conectan son contiguas. Sin embargo, los potenciadores no tienen la obligacion de ser contiguos. La conexion se
logra por ligacion en sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, se usan adaptadores o conectores
oligonucleotidicos sintéticos de acuerdo con la practica convencional. Ademas, se pueden conectar juntas multiples
copias del acido nucleico que codifica para la enzima en el vector de expresion. Dichos multiples acidos nucleicos
pueden estar separados por conectores.

[0059] La presente divulgacion también provee una célula de mamifero que contiene un vector descrito en la
presente. La célula puede ser humana y puede ser de cerebro. El tipo celular puede ser una poblacion de células
madre o progenitoras.

[0060] La presente divulgacion provee un método para tratar una enfermedad tal como una enfermedad genética o
cancer en un mamifero mediante la administracion de un polinucleétido, polipéptido, vector de expresion, o célula
descrita en la presente. La enfermedad genética puede ser una enfermedad neurodegenerativa, tal como la
enfermedad de Alzheimer.

[0061] Determinados aspectos de la divulgacion se relacionan con polinucleétidos, polipéptidos, vectores, y células
genéticamente manipuladas (modificadas in vivo), y con el uso de los mismos. En particular, la divulgacion se
relaciona con un método para terapia génica o proteica que es capaz de administrar en forma sistémica una dosis
terapéuticamente eficaz del agente terapéutico.

[0062] De acuerdo con un aspecto, se provee un sistema de expresion celular para expresar un agente terapéutico
en un mamifero receptor. El sistema de expresion (también denominado en la presente "célula genéticamente
manipulada") comprende una célula y un vector de expresion para expresar el agente terapéutico. Los vectores de
expresion incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, virus, plasmidos, y otros vehiculos para administrar material
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genético heterdlogo a las células. En consecuencia, el término "vector de expresion" como se usa en la presente se
refiere a un vehiculo para administrar material genético heterélogo a una célula. En particular, el vector de expresion
es un vector recombinante adenoviral, de virus adenoasociado, o lentiviral o retroviral.

[0063] EI vector de expresion ademas incluye un promotor para controlar la transcripcion del gen heterélogo. El
promotor puede ser un promotor inducible (descrito mas adelante). El sistema de expresion es adecuado para la
administraciéon al mamifero receptor. El sistema de expresion puede comprender una pluralidad de células
genéticamente manipuladas no inmortalizadas, en donde cada célula contiene al menos un gen recombinante que
codifica para al menos un agente terapéutico.

[0064] El sistema de expresion celular puede formarse in vivo. De acuerdo con aun otro aspecto, se provee un
método para tratar un mamifero receptor in vivo. El método incluye introducir un vector de expresion para expresar
un producto de gen heterdlogo en una célula del paciente in situ, tal como por administraciéon intravenosa. Para
formar el sistema de expresion in vivo, se introduce un vector de expresion para expresar el agente terapéutico in
vivo dentro del mamifero receptor i.v., en donde el vector migra a través de la vasculatura hasta el cerebro.

[0065] De acuerdo con aun otro aspecto, se provee un método para tratar un mamifero receptor in vivo. El método
incluye introducir la proteina diana dentro del paciente in vivo.

[0066] El vector de expresion para expresar el gen heterdlogo puede incluir un promotor inducible para controlar la
transcripcion del producto del gen heterélogo. En consecuencia, la administracion del agente terapéutico in situ es
controlada por la exposicidn de la célula in situ a condiciones que inducen la transcripcion del gen heterdélogo.

[0067] EI mamifero receptor puede tener una condicion que es susceptible a la terapia de reemplazo génico. Como
se usa en la presente, "terapia de reemplazo génico" se refiere a la administracion al receptor de un material
genético exdégeno que codifica para un agente terapéutico y la subsiguiente expresion del material
genético administrado in situ. Por lo tanto, la expresion "condicion susceptible de tratamiento con terapia de
reemplazo génico" abarca condiciones tales como enfermedades genéticas (es decir, una condicion de enfermedad
que es atribuible a uno o mas defectos génicos), patologias adquiridas (es decir, una condicién patolégica que no es
atribuible a un defecto innato), canceres y procesos profilacticos (es decir, prevencion de una enfermedad o de una
condicion médica indeseada). En consecuencia, como se usa en la presente, el término "agente terapéutico" se
refiere a cualquier agente o material que tiene un efecto beneficioso sobre el mamifero receptor. Por lo tanto,
"agente terapéutico" abarca a moléculas tanto terapéuticas como profilacticas que tienen componentes de acido
nucleico o proteina.

[0068] De acuerdo con una forma de realizacion, el mamifero receptor tiene una enfermedad genética y el material
genético exdégeno comprende un gen heterélogo que codifica para un agente terapéutico para tratar la enfermedad.
En aun otra forma de realizacion, el mamifero receptor tiene una patologia adquirida y el material genético exdgeno
comprende un gen heterélogo que codifica para un agente terapéutico para tratar la patologia. De acuerdo con otra
forma de realizacion, el paciente tiene un cancer y el material genético exégeno comprende un gen heterélogo que
codifica para un agente antineoplasico. En aun otra forma de realizacion el paciente tiene una condicién médica
indeseada y el material genético exdgeno comprende un gen heterélogo que codifica para un agente terapéutico
para tratar la condicion.

[0069] Como se usa en la presente, el término "una isoforma protectora de ApoE" incluye variantes o fragmentos
biolégicamente activos o inactivos de este polipéptido. Una "variante" de uno de los polipéptidos es un polipéptido
que no es completamente idéntico a una proteina nativa. Dicha proteina variante se puede obtener por alteraciéon de
la secuencia de aminoacidos mediante insercion, eliminacion o sustitucion de uno o mas aminoacidos. La secuencia
de aminoacidos de la proteina se modifica, por ejemplo, por sustitucion, para crear un polipéptido que tiene
sustancialmente las mismas caracteristicas, 0 mejores caracteristicas, en comparacion con el polipéptido nativo. La
sustitucién puede ser una sustitucién conservativa. Una "sustitucién conservativa" es una sustitucion de un
aminoacido por otro aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Una sustitucién conservativa seria una
sustitucién por un aminoacido que produce el menor cambio posible en la carga del aminoacido o el tamafo de la
cadena lateral del aminoacido (como alternativa, en el tamafo, carga o tipo de grupo quimico dentro de la cadena
lateral) de manera que el péptido global mantiene su conformacion espacial, pero tiene una actividad biolégica
alterada. Por ejemplo, cambios conservativos comunes podrian ser Asp a Glu, Asn o GIn; His a Lys, Arg o Phe; Asn
a GIn, Asp o Glu y Ser a Cys, Thr o Gly. La alanina se usa cominmente para sustituir a otros aminoacidos. Los 20
aminoacidos esenciales se pueden agrupar de la siguiente manera: alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, triptéfano y metionina con cadenas laterales no polares; glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina,
asparagina y glutamina con cadenas laterales polares sin carga; aspartato y glutamato con cadenas laterales acidas;
y lisina, arginina, e histidina con cadenas laterales basicas.

[0070] Los cambios de aminoacido se consiguen mediante el cambio de los codones de la correspondiente
secuencia de acido nucleico. Se sabe que dichos polipéptidos se pueden obtener en base a la sustitucion de ciertos
aminoacidos por otros aminoacidos en la estructura del polipéptido con el objetivo de modificar o mejorar la actividad
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bioldgica. Por ejemplo, a través de la sustitucion de aminoacidos alternativos, se pueden conferir a un polipéptido
cambios conformacionales pequefios que resultan en una mayor actividad. Como alternativa, se pueden usar
sustituciones de aminoacidos en ciertos polipéptidos para proveer residuos que luego pueden conectarse a otras
moléculas para proveer conjugados de péptido-molécula que mantienen suficientes propiedades del polipéptido
inicial para ser util para otros propositos.

[0071] Se puede usar el indice hidropatico de los aminoacidos para conferir una funcién bioldgica interactiva a un
polipéptido, en donde se encuentra que ciertos aminoacidos se pueden sustituir por otros aminoacidos que tienen
indices hidropaticos similares incluso manteniendo una actividad bioldgica similar. Como alternativa, la sustitucion de
aminoacidos similares puede hacerse en base a la hidrofilicidad, en particular cuando la funcion biolégica deseada
del polipéptido a generar es para usarse en formas de realizacion inmunolodgicas. La mayor hidrofilicidad promedio
local de una "proteina”, la cual esta gobernada por la hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona
con su inmunogenicidad. En consecuencia, ha de notarse que se pueden hacer sustituciones en base a la
hidrofilicidad asignada a cada aminoacido.

[0072] Cuando se usa el indice de hidrofilicidad o bien el indice de hidropaticidad, el cual asigna valores a cada
aminoacido, es preferible realizar las sustituciones de aminoacidos cuando estos valores son =2, en donde = 1 es
particularmente preferido, y en donde los valores con 10,5 son las sustituciones mas preferidas.

[0073] La proteina variante tiene al menos 50%, al menos aproximadamente 80%, o incluso al menos
aproximadamente 90%, pero menos de 100% de homologia o identidad de secuencia de aminoacidos contiguos con
la secuencia de aminoacidos de una correspondiente proteina nativa.

[0074] La secuencia de aminoacidos del polipéptido variante corresponde esencialmente con la secuencia de
aminoacidos del polipéptido nativo. Como se usa en la presente "corresponde esencialmente con" se refiere a una
secuencia polipeptidica que inducira una respuesta biolégica sustancialmente igual que la respuesta generada por la
proteina nativa. Dicha respuesta puede ser de al menos 60% del nivel generado por la proteina nativa, e incluso
puede ser de al menos 80% del nivel generado por la proteina nativa.

[0075] Una variante puede incluir residuos de aminoacido no presentes en la correspondiente proteina nativa o
eliminaciones relativas a la correspondiente proteina nativa. Una variante también puede ser un "fragmento"
truncado en comparacion con la correspondiente proteina nativa, es decir, solo una parte de una proteina de longitud
completa. Las proteinas variantes también incluyen péptidos que tienen al menos un D-aminoacido.

[0076] La proteina variante se puede expresar a partir de una secuencia de ADN aislada que codifica para la
proteina variante. "Recombinante” se define como un péptido o acido nucleico producido mediante los procesos de
ingenieria genética. Ha de notarse, como es bien sabido en la materia, que debido a la redundancia del cédigo
genético se pueden intercambiar facilmente nucleétidos individuales de un cocén y aun asi obtener una secuencia

non

de aminoacidos idéntica. Los términos "proteina”, "péptido" y "polipéptido" se usan como sinénimos en la presente.

[0077] La presente divulgacion provee métodos para tratar una enfermedad en un mamifero mediante la
administracion de un vector de expresion a una célula o paciente. Para los métodos de terapia génica, un experto en
la materia de la biologia molecular y la terapia génica seria capaz de determinar sin experimentacion excesiva las
dosificaciones y rutas de administracion apropiadas del vector de expresion usado en los nuevos métodos de la
presente divulgacion.

[0078] De acuerdo con una forma de realizacion, las células se transforman o se modifican genéticamente o de
alguna otra manera in vivo. Las células del mamifero receptor se transforman (es decir, transducen o transfectan) in
vivo con un vector que contiene material genético exdgeno para expresar un gen heterdlogo (por ejemplo,
recombinante) que codifica para un agente terapéutico y el agente terapéutico se administra in situ.

[0079] Como se usa en la presente, "material genético exdgeno" se refiere a un acido nucleico o un oligonucleétido,
ya sea natural o sintético, que no se halla en forma natural en las células; o si el mismo se halla en forma natural en
las células, no es transcripto o expresado en niveles biolégicamente significativos por las células. Por lo tanto,
"material genético exdgeno" incluye, por ejemplo, un acido nucleico de origen no natural que se puede transcribir a
ARN antisentido, asi como también un "gen heterdélogo" (es decir, un gen que codifica para una proteina que no se
expresa o que se expresa a niveles biolégicamente no significativos en una célula de origen natural del mismo tipo).

[0080] En ciertas formas de realizacion, el mamifero receptor tiene una condicién que es susceptible a terapia de
reemplazo génico. Como se usa en la presente, "terapia de reemplazo génico" se refiere a la administracion al
receptor de material genético exdgeno que codifica para un agente terapéutico y la subsiguiente expresion del
material genético administrado in situ. Por lo tanto, la expresion "condicion susceptible de tratamiento con terapia de
reemplazo génico" abarca condiciones tales como enfermedades genéticas (es decir, una condicion de enfermedad
que es atribuible a uno o mas defectos génicos), patologias adquiridas (es decir, una condicién patolégica que no es
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atribuible a un defecto innato), canceres y procesos profilacticos (es decir, prevencion de una enfermedad o de una
condicion médica indeseada). En consecuencia, como se usa en la presente, el término "agente terapéutico" se
refiere a cualquier agente o material que tiene un efecto beneficioso sobre el mamifero receptor. Por lo tanto,
"agente terapéutico" abarca a moléculas tanto terapéuticas como profilacticas que tienen componentes de acido
nucleico (por ejemplo, ARN antisentido) y/o proteicos.

[0081] Como alternativa, la condicion susceptible de tratamiento con terapia de reemplazo génico es un proceso
profilactico, es decir, un proceso para prevenir la enfermedad o una condicién médica indeseada. Por lo tanto, la
presente divulgacion abarca un sistema de expresion celular para administrar un agente terapéutico que tiene una
funcidn profilactica (es decir, un agente profilactico) al mamifero receptor.

[0082] En resumen, el término "agente terapéutico” incluye, a titulo enunciativo no taxativo, agentes asociados con
las condiciones enumeradas anteriormente, asi como también sus equivalentes funcionales. Como se usa en la
presente, el término "equivalente funcional" se refiere a una molécula (por ejemplo, un péptido o proteina) que tiene
el mismo efecto beneficioso, 0 uno mejor, sobre el mamifero receptor en comparacion con el agente terapéutico del
que se considera un equivalente funcional.

[0083] Los agentes terapéuticos y condiciones antes divulgadas susceptibles al tratamiento por terapia de reemplazo
génico son meramente ilustrativas y no pretenden limitar el alcance de la presente divulgacion. La seleccion de un
agente terapéutico adecuado para tratar una condicion conocida se considera dentro del alcance de los expertos en
la materia sin experimentacion excesiva.

Vectores AAV

[0084] En una forma de realizacion, un vector viral de la divulgacion es un vector AAV. Un vector "AAV" se refiere a
un virus adenoasociado, y se puede usar para referirse al virus de tipo salvaje de origen natural en si mismo o a los
derivados del mismo. El término cubre a todos los subtipos, serotipos y pseudotipos, y tanto a formas de origen
natural como recombinantes, excepto cuando se requiera lo contrario. Como se usa en la presente, el término
"serotipo" se refiere a un AAV que se identifica y se distingue de otros AAV en base a la reactividad de la proteina de
la capside mediante antisueros definidos, por ejemplo, existen ocho serotipos conocidos de AAV de primates, AAV-1
a AAV-8. Por ejemplo, el serotipo AAV2 se usa para referirse a un AAV que contiene proteinas de capside
codificadas por el gen cap del AAV2 y un genoma que contiene secuencias 5’y 3’ ITR del mismo serotipo de AAV2.
Como se usa en la presente, por ejemplo, el término rAAV puede usarse para referirse a un AAV que tiene tanto
proteinas de capside como 5°-3’ ITR del mismo serotipo o puede referirse a un AAV que tiene proteinas de capside
de un serotipo y 5’-3' ITR de un serotipo diferente de AAV, por ejemplo, capside de AAV de serotipo 2 e ITR de AAV
de serotipo 5. Para cada ejemplo ilustrado en la presente, la descripcion del disefio y produccion del vector describe
el serotipo de la capside y las secuencias de 5'-3' ITR. La abreviatura "rAAV" se refiere a un virus adenoasociado
recombinante, también denominado vector AAV recombinante (o "vector rAAV").

[0085] Un "virus AAV" o "particula viral de AAV" se refiere a una particula viral compuesta por al menos una proteina
de la capside de AAV (preferiblemente por todas las proteinas de capside de un de tipo salvaje) y un polinucleétido
encapsidado. Si la particula comprende un polinucleétido heterdlogo (es decir, un polinucledtido distinto al genoma
de AAV de tipo salvaje tal como un transgén a administrar a una célula de mamifero), el mismo tipicamente se
denomina "rAAV".

[0086] En una forma de realizacion, los vectores de expresion de AAV se construyen usando técnicas conocidas
para proveer al menos componentes conectados en forma operativa en la direccion de la transcripcion, elementos de
control que incluyen una region de inicio de la transcripcion, el ADN de interés y una region de terminacion de la
transcripcién. Los elementos de control se seleccionan para que sean funcionales de una célula de mamifero. La
construccion resultante que contiene los componentes conectados en forma operativa esta flanqueada (5' y 3') con
secuencias funcionales de ITR de AAV.

[0087] Las "repeticiones terminales invertidas de virus adenoasociado" o "ITR de AAV" son regiones reconocidas en
el arte que se hallan en cada extremo del genoma del AAV que funcionan juntas en cis como origenes de replicacion
del ADN y como sefiales de empaquetamiento para el virus. Las ITR de AAV, junto con la region codificante de rep
de AAV, proveen las escision y rescate eficaz, y la integracion de una secuencia nucleotidica interpuesta entre dos
ITR flanqueantes en el genoma de una célula de mamifero.

[0088] Las secuencias nucleotidicas de las regiones de ITR de AAV son conocidas. Como se usa en la presente,
una "ITR de AAV" no necesita ser la secuencia nucleotidica de tipo salvaje representada, sino que puede estar
alterada, por ejemplo, mediante la insercion, eliminacion o sustitucion de nucledtidos. Ademas, la ITR de AAV puede
derivar de cualquiera de los varios serotipos de AAV, incluyendo a titulo enunciativo no taxativo, AAV1, AAV2, AAV3,
AAV4, AAV5, AAV7, etc. Ademas, las 5' y 3' ITR que flanquean a una secuencia nucleotidica seleccionada en un
vector AAV no necesariamente deben ser idénticas o derivadas del mismo aislado o serotipo de AAV, siempre y
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cuando funcionan de la manera pretendida, es decir, permitiendo la escision y rescate de la secuencia de interés de
un genoma de célula huésped o vector, y permitiendo la integracion de la secuencia heteréloga en el genoma de la
célula del receptor cuando los productos de los génicos de Rep de AAV estan presentes en la célula.

[0089] En una forma de realizacioén, la ITR de AAV puede derivar de cualquiera de los varios serotipos de AAV,
incluyendo a titulo enunciativo no taxativo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV7, etc. Ademas, las 5'y 3' ITR que
flanquean a una secuencia nucleotidica seleccionada en un vector de expresion AAV no necesariamente deben ser
idénticas o derivadas del mismo aislado o serotipo de AAV, siempre y cuando funcionen de la manera pretendida, es
decir, permitiendo la escisidon y rescate de la secuencia de interés de un genoma de célula huésped o vector, y
permitiendo la integracion de la secuencia heterdloga en el genoma de la célula del receptor cuando los productos
de los génicos de Rep de AAV estan presentes en la célula.

[0090] En una forma de realizacién, las capsides de AAV pueden derivar de AAV2. Las moléculas de ADN
adecuadas para usar en los vectores AAV tendran menos de aproximadamente 5 kilobases (kb), menos de
aproximadamente 4,5 kb, menos de aproximadamente 4kb, menos de aproximadamente 3,5 kb, menos de
aproximadamente 3 kb, menos de aproximadamente 2,5 kb de tamafio y son conocidas en la materia.

[0091] En una forma de realizacion, la secuencia nucleotidica seleccionada se liga en forma operativa a los
elementos de control para dirigir la transcripcion o expresion de la misma en el sujeto in vivo. Dichos elementos de
control pueden comprender secuencias de control que normalmente estan asociadas con el gen seleccionado. Como
alternativa, se pueden emplear secuencias de control heterdlogas. Las secuencias de control heterélogas utiles en
general incluyen aquellas que derivan de secuencias que codifican para genes de mamifero o virales. Los ejemplos
incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, el promotor temprano de SV40, el promotor de LTR del virus de tumor
mamario de raton; el promotor tardio mayor de adenovirus (Ad MLP); un promotor de virus herpes simple (HSV), un
promotor de citomegalovirus (CMV) tal como la regién promotora temprana inmediata de CMV (CMVIE), un promotor
de virus de sarcoma de Rous (RSV), los promotores de pol Il, los promotores de pol lll, promotores sintéticos,
promotores hibridos, y similares. Ademas, en la presente también se pueden usar secuencias derivadas de genes no
virales, tales como el gen de metalotioneina murina. Dichas secuencias promotoras estan comercialmente
disponibles, por ejemplo, en Stratagene (San Diego, Calif.).

[0092] En una forma de realizacion, tendran un uso particular los promotores heterélogos y otros elementos de
control, tales como promotores inducibles y especificos de SNC, potenciadores y similares. Los ejemplos de
promotores heterdlogos incluyen al promotor de CMV. Los ejemplos de promotores especificos de SNC incluyen
aquellos aislados de los genes de la proteina basica de mielina (MBP), la proteina acida fibrilar glial (GFAP), y la
enolasa especifica de neuronas (NSE). Los ejemplos de promotores inducibles incluyen elementos de respuesta a
ADN para ecdisona, tetraciclina, hipoxia y aufina.

[0093] En una forma de realizacion, el vector de expresion AAV que porta la molécula de ADN de interés rodeada
por las ITR de AAV, puede construirse por insercion directa de la o las secuencias seleccionadas en un genoma de
AAYV al que se le han extraido los marcos abiertos de lectura ("ORF") mayores de AAV. También se pueden eliminar
otras partes del genoma de AAV, siempre y cuando siga estando presente una parte suficiente de las ITR para
permitir las funciones de replicacion y empaquetamiento. Dichas construcciones pueden disefiarse usando técnicas
bien conocidas en la materia.

[0094] Como alternativa, los ITR de AAV pueden extraerse del genoma viral o de un vector AAV que contiene el
mismo, y fusionarse en los extremos 5' y 3' de una construccion seleccionada de acido nucleico que esté presente
en otro vector, usando técnicas de ligacion estandar. Por ejemplo, las ligaciones pueden llevarse a cabo en Tris-Cl
20 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM, DTT 10 mM, 33 pug/ml de BSA, NaCl 10 mM-50 mM, y ATP 40 uM, entre 0,01 y 0,02
(Weiss) unidades de T4 ADN ligasa a 0°C (para la ligacion de "extremos pegajosos”) o bien ATP 1 mM, entre 0,3 y
0,6 (Weiss) unidades de T4 ADN ligasa a 14°C (para la ligacion de "extremos romos"). Las ligaciones de "extremos
pegajosos” intermoleculares usualmente se llevan a cabo a una concentraciéon entre 30 y 100 pg/ml de ADN total
(entre 5y 100 nM de concentracion).

Vectores AAV que contienen ITR.

[0095] Ademas, se pueden producir genes quiméricos en forma sintética para incluir secuencias de ITR de AAV
dispuestas en los extremos 5' y 3' de una o mas secuencias de acido nucleico seleccionadas. Se pueden usar los
codones preferidos para la expresion de la secuencia génica quimérica en las células de SNC de mamiferos. La
secuencia quimérica completa se ensambla a partir de los oligonucleétidos solapados preparados mediante métodos
estandares.

[0096] Con el objetivo de producir los viriones de rAAV, se introduce un vector de expresion AAV en una célula
huésped adecuada usando técnicas conocidas, tales como la transfeccion. En general, en el arte se conocen varias
técnicas de transfeccion. Véase, por ejemplo, Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold
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Spring Harbor Laboratories, Nueva York. Los métodos de transfeccién particularmente adecuados incluyen
coprecipitacion con fosfato de calcio, microinyeccion directa en células cultivadas, electroporacion, transferencia
génica mediada por liposomas, transduccion mediada por lipidos, y administracion de acidos nucleicos usando
microproyectiles de alta velocidad.

[0097] En una forma de realizacion, las células huéspedes adecuadas para producir viriones de rAAV incluyen
microorganismos, células de levadura, células de insecto y células de mamifero, que se pueden usar, o se pueden
haber usado, como receptoras de una molécula de ADN heterdlogo. El término incluye la progenie de la célula
original que se ha transfectado. Por lo tanto, una "célula huésped" como se usa en la presente en general se refiere
a una célula que se ha transfectado con una secuencia de ADN exdgeno. Se pueden usar, por ejemplo, las células
de la linea celular humana estable 293 (de facil disponibilidad, por ejemplo, de American Type Culture Collection
bajo el Numero de Acceso ATCC CRL1573) en la practica de la presente divulgacion. Particularmente, la linea
celular humana 293 es una linea celular de rifidn de embrién humano que se ha transformado con fragmentos de
ADN del adenovirus tipo 5, y expresa los genes adenovirales E1a y Elb. La linea celular 293 se transfecta con
facilidad y provee una plataforma particularmente conveniente en donde se pueden producir los viriones de rAAV.

[0098] La "region codificante de rep de AAV" designa a la regién del genoma de AAV reconocida en el arte que
codifica para las proteinas de replicacion Rep 78, Rep 68, Rep 52 y Rep 40. Se ha demostrado que estos productos
de expresion de Rep poseen muchas funciones, incluyendo el reconocimiento, unién y corte de una hebra en el
origen de replicacion de ADN del AAV, actividad de ADN helicasa y modulacién de la transcripcion a partir de los
promotores del AAV (u otros heterdlogos). Los productos de expresion de Rep son colectivamente necesarios para
replicar el genoma del AAV. Los homologos adecuados de la region codificante de rep del AAV incluyen el gen rep
de herpesvirus humano 6 (HHV-6), que también se sabe que media la replicacion del ADN del AAV2.

[0099] La "region codificante de cap de AAV" designa a la regiéon del genoma de AAV reconocida en el arte que
codifica para las proteinas de capside VP1, VP2, y VP3, o homdlogos funcionales de las mismas. Estos productos
de expresion de Cap proveen las funciones de empaquetamiento que colectivamente se requieren para empaquetar
el genoma viral.

[0100] En una forma de realizacion, se introducen funciones colaboradoras de AAV en la célula huésped mediante la
transfeccion de la célula huésped con una construccion de colaboracion de AAV ya sea antes o bien en forma
concurrente con la transfeccion del vector AAV de expresion. Las construcciones de colaboracién de AAV se usan
por lo tanto para proveer una expresion al menos transitoria de los genes rep y/o cap de AAV para complementar las
funciones faltantes de AAV que son necesarias para la infeccion productiva de AAV. Las construcciones de
colaboracion de AAV carecen de ITR de AAV y no se pueden replicar ni empaquetar por si mismas. Estas
construcciones pueden estar en la forma de un plasmido, fago, transposén, cosmido, virus o virién. Se han descrito
varias construcciones de colaboracion de AAV, tales como los plasmidos cominmente usados pAAV/Ad y pIM29+45
que codifican para productos de expresion de Rep y Cap. Se han descrito varios otros vectores que codifican para
productos de expresion de Rep y/o Cap.

[0101] Los métodos para administrar los vectores virales incluyen inyectar el AAV en el LCR. En general, los viriones
de rAAV se pueden introducir en las células del SNC usando técnicas de transduccion in vivo o in vitro. Si se
transduce in vitro, la célula receptora deseada sera extraida del sujeto, transducida con los viriones de rAAV y
reintroducida en el sujeto. Como alternativa, se pueden usar células singeneicas o xenogeneicas en donde dichas
células no generaran una respuesta inmunolégica inapropiada en el sujeto.

[0102] Se han descrito los métodos adecuados para la administracion e introduccion de las células transducidas en
un sujeto. Por ejemplo, se pueden transducir las células in vitro mediante los pasos de combinar viriones
recombinantes de AAV con células del SNC, por ejemplo, en medios apropiados, y seleccionando las células que
portan el ADN de interés usando técnicas convencionales tales como transferencias Southern y/o PCR, o mediante
el uso de marcadores de seleccion. Las células transducidas pueden formularse luego en composiciones
farmacéuticas, descritas mas completamente mas adelante, y la composicién se puede introducir en el sujeto
mediante diversas técnicas tales como por injerto, e inyeccion intramuscular, intravenosa, subcutanea e
intraperitoneal.

[0103] En una forma de realizacién, las composiciones farmacéuticas comprenderan material genético suficiente
para producir una cantidad terapéuticamente eficaz del acido nucleico de interés, es decir, una cantidad suficiente
para reducir o disminuir los sintomas del estado de enfermedad en cuestidon o una cantidad suficiente para conferir el
beneficio deseado. Las composiciones farmacéuticas también contendran un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Dichos excipientes incluyen cualquier agente farmacéutico que no induzca por si mismo la produccion de
anticuerpos dafiinos para el individuo que recibe la composicion, y que se pueden administrar sin exceso de
toxicidad. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, a titulo enunciativo no taxativo, sorbitol, Tween80,
y liquidos tales como agua, solucion salina, glicerol y etanol. Se pueden incluir sales farmacéuticamente aceptables
en la presente, por ejemplo, sales de acidos minerales tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y
similares; y las sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares.
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Ademas, puede haber presentes en dichos vehiculos sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias amortiguadoras del pH y similares. Una discusién exhaustiva de los excipientes
farmacéuticamente aceptables esta disponible en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

[0104] Tal como es evidente para los expertos en la materia en vista de los contenidos de esta memoria descriptiva,
la cantidad eficaz de vector viral que se debe agregar se puede determinar en forma empirica. La administracion
puede efectuarse en una dosis, en forma continua o intermitente a lo largo del curso del tratamiento. Los métodos
para determinar los medios y dosificaciones de administracion mas eficaces son bien conocidos para los expertos en
la materia y variaran de acuerdo con el vector viral, la composicién de la terapia, las células diana y el sujeto bajo
tratamiento. Se pueden realizar administraciones individuales y mdltiples con el nivel y patrén de dosis seleccionado
por el médico a cargo.

[0105] Ha de comprenderse que se puede expresar mas de un transgén mediante el vector viral administrado. Como
alternativa, también se pueden administrar al SNC vectores separados, en donde cada uno expresa uno o mas
transgenes diferentes, como se describe en la presente. Ademas, también se espera que los vectores virales
administrados mediante los métodos de la presente divulgacion se combinen con otras composiciones y terapias
adecuadas.

Métodos para Introducir Material Genético en las Células

[0106] EI material genético exdgeno (por ejemplo, un ADNc que codifica para una o mas proteinas terapéuticas) se
introduce en la célula ex vivo o in vivo mediante métodos de transferencia génica, tales como transfeccién o
transduccion, para proveer una célula genéticamente manipulada. Existen diversos vectores de expresion (es
decir, vehiculos para facilitar la administracion del material genético exdgeno en una célula diana) que son conocidos
para los expertos en la materia.

[0107] Como se usa en la presente, "transfeccion de células" se refiere a la adquisicion por parte de una célula de
nuevo material genético mediante la incorporacion de ADN agregado. Por lo tanto, la transfeccion se refiere a la
insercién de acido nucleico a una célula usando métodos quimicos o fisicos. Los expertos en la materia conocen
varias técnicas de transfeccion que incluyen: coprecipitacion de fosfato de calcio con ADN; DEAE-dextrano;
electroporacion; transfeccion mediada por liposomas catidnicos; y bombardeo de microparticulas facilitado con
particulas de tungsteno. La coprecipitacion de ADN con fosfato de estroncio es otro posible método de transfeccion.

[0108] Por el contrario, la "transduccién de células" se refiere al proceso de transferir acido nucleico a una célula
usando un virus a ADN o ARN. Un virus a ARN (es decir, un retrovirus) para transferir un acido nucleico a una célula
se refiere en la presente a una transduccion con retrovirus quimérico. El material genético exégeno contenido dentro
del retrovirus se incorpora al genoma de la célula transducida. Una célula que se ha transducido con un virus a ADN
quimérico (por ejemplo, un adenovirus que porta un ADNc que codifica para un agente terapéutico), no tendra el
material genético exégeno incorporado en su genoma, pero sera capaz de expresar el material genético exdgeno
que esta mantenido en forma extracromosoémica dentro de la célula.

[0109] Tipicamente, el material genético exdgeno incluye el gen heterélogo (habitualmente en la forma de un ADNc
que comprende los exones que codifican para la proteina terapéutica) junto con un promotor para el control de la
transcripcion del nuevo gen. El promotor caracteristicamente tiene una secuencia nucleotidica especifica necesaria
para iniciar la transcripcion. Opcionalmente, el material genético exdgeno ademas incluye secuencias adicionales (es
decir, potenciadores) que se requieren para obtener la actividad de transcripcion del gen deseado. Para el propdsito
de esta discusion un "potenciador" es simplemente cualquier secuencia de ADN no traducida que funcione en forma
contigua a la secuencia codificante (en cis) para cambiar el nivel basal de transcripcion dictado por el promotor. El
material genético exdgeno se puede introducir en el genoma de la célula inmediatamente corriente abajo del
promotor, de manera tal que el promotor y la secuencia codificante estén ligadas en forma operativa de manera de
permitir la transcripcion de la secuencia codificante. Un vector de expresién retroviral puede incluir un elemento
promotor exdgeno para controlar la transcripcion del gen exégeno insertado. Dichos promotores exdgenos incluyen
promotores tanto constitutivos como inducibles.

[0110] Los promotores constitutivos de origen natural controlan la expresion de funciones celulares esenciales.
Como resultado, un gen bajo el control de un promotor constitutivo se expresa bajo todas las condiciones de cultivo
celular. Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen los promotores para los siguientes genes que codifican
para ciertas funciones constitutivas o "housekeeping": hipoxantina fosforribosil transferasa (HPRT), dihidrofolato
reductasa (DHFR), adenosina desaminasa, fosfoglicerol quinasa (PGK), piruvato quinasa, fosfoglicerol mutasa, el
promotor de actina, y otros promotores constitutivos conocidos para los expertos en la materia. Ademas, muchos
promotores virales funcionan en forma constitutiva en células eucariotas. Estos incluyen: los promotores tempranos y
tardios de SV40; las repeticiones terminales largas (LTR) del Virus de la Leucemia de Moloney y otros retrovirus; y el
promotor de timidina quinasa del Virus Herpes Simple, entre muchos otros. En consecuencia, se puede usar
cualquiera de los promotores constitutivos sefialados anteriormente para controlar la transcripciéon de un inserto de
gen heterdlogo.
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[0111] Los genes que estan bajo el control de promotores inducibles se expresan solamente, o en un mayor grado,
en presencia de un agente inductor, (por ejemplo, la transcripcion bajo el control del promotor de metalotioneina se
incrementa mucho en presencia de ciertos iones metalicos). Los promotores inducibles incluyen elementos de
respuesta (RE) que estimulan la transcripcion cuando se unen los factores inductores. Por ejemplo, existen RE para
factores séricos, hormonas esteroides, acido retinoico y AMP ciclico. Pueden seleccionarse promotores que
contienen un RE particular con el objetivo de obtener una respuesta inducible y en algunos casos, el RE en si mismo
puede unirse a un promotor diferente, confiriendo asi la capacidad de induccién del gen recombinante. Por lo tanto,
mediante la seleccion del promotor apropiado (constitutivo versus inducible; fuerte versus débil), es posible controlar
tanto la existencia como el nivel de expresion de un agente terapéutico en la célula genéticamente manipulada. Si el
gen que codifica para el agente terapéutico esta bajo el control de un promotor inducible, la administracion del
agente terapéutico in situes disparada por la exposicion de la célula genéticamente manipulada in situ a las
condiciones que permiten la transcripcion del agente terapéutico, por ejemplo, mediante inyeccion intraperitoneal de
los inductores especificos de los promotores inducibles que controlan la transcripcion del agente. Por ejemplo, la
expresion in situ por parte de las células genéticamente manipuladas de un agente terapéutico codificado por un gen
bajo el control del promotor de metalotioneina aumenta por el contacto de las células genéticamente manipuladas
con una solucién que contiene los iones metalicos apropiados (es decir, inductores) in situ.

[0112] En consecuencia, la cantidad de agente terapéutico que se administra in situ esta regulada por el control de
factores tales como: (1) la naturaleza del promotor usado para dirigir la transcripcion del gen insertado, (es decir, si
el promotor es constitutivo o inducible, fuerte o débil); (2) el nimero de copias del gen exégeno que se inserta en la
célula; (3) el numero de células transducidas/transfectadas que se administran (por ejemplo, implantan) al paciente;
(4) el tamafio del implante (por ejemplo, sistema de expresion injertado o encapsulado); (5) el nimero de implantes;
(6) el periodo de tiempo que las células transducidas/transfectadas o los implantes se dejan en su lugar; y (7) la tasa
de produccion del agente terapéutico por parte de la célula genéticamente manipulada. La seleccion y optimizacion
de estos factores para la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico particular se
considera dentro del alcance de los expertos en la materia sin experimentacion excesiva, teniendo en cuenta los
factores antes sefialados y el perfil clinico del paciente.

[0113] Ademas de al menos un promotor y al menos un acido nucleico heterélogo que codifica para el agente
terapéutico, el vector de expresidon puede incluir un gen de seleccion, por ejemplo, un gen de resistencia a
neomicina, para facilitar la selecciéon de las células que se han transfectado o transducido con el vector de expresion.
Como alternativa, las células se transfectan con dos o mas vectores de expresion, al menos un vector que contiene
el o los genes que codifican para el o los agentes terapéuticos, en donde el otro vector contiene un gen de seleccion.
La seleccion adecuada de un promotor, un potenciador, un gen de seleccion y/o secuencia sefial (descrita mas
adelante) se considera dentro del alcance de los expertos en la materia sin una experimentacion excesiva.

[0114] El agente terapéutico puede estar direccionado para administrarse a una localizacion extracelular, intracelular
o de membrana. Si fuese deseable que el producto génico se secrete desde las células, el vector de expresion se
disefia para incluir una secuencia “sefial” de secrecion apropiada para secretar el producto génico terapéutico desde
la célula al medio extracelular. En caso de que sea deseable que el producto génico sea retenido dentro de la célula,
esta secuencia sefal de secrecion se omite. De una manera similar, el vector de expresién puede construirse para
incluir secuencias sefial de "retenciéon" para anclar el agente terapéutico dentro de la membrana plasmatica celular.
Por ejemplo, todas las proteinas de membrana tienen regiones transmembrana hidrofobicas que detienen la
translocacion de la proteina en la membrana y que no permiten que la proteina se secrete. La construccion de un
vector de expresion que incluya secuencias sefial para direccionar un producto génico a una localizacion particular
se considera dentro del alcance de los expertos en la materia sin la necesidad de una experimentacion excesiva.

Ejemplo 1

Cambios en la Progresién de la Deposicion Amiloide

[0115] En este Ejemplo se estudiaron los cambios en la produccion de la deposicion amiloide en ratones app/ps
después de la sobreexpresion de diferentes isoformas de ApoE a través de inyeccion intraventricular de un virus
adenoasociado de serotipo 4 (AAV4).

[0116] El alelo épsilon 4 de ApoE (ApoE €4) es el primer factor genético de riesgo para la enfermedad de Alzheimer
(AD), mientras que la herencia del raro alelo épsilon 2 de ApoE (ApoE €2) reduce este riesgo a aproximadamente la
mitad. Sin embargo, a pesar del descubrimiento de estas fuertes claves genéticas, hace casi 17 afos, los
mecanismos mediante los cuales ApoE confiere riesgo siguen siendo desconocidos.

[0117] Con el objetivo de descifrar como influyen las diferentes isoformas de ApoE (ApoE €2, €3 y €4) sobre la
formacion y la estabilidad de las placas de amiloide fibrilar, se inyectaron vectores AAV4 que codifican para cada
isoforma de ApoE en el ventriculo de ratones APP/PS de 7 meses de edad. Usando la adquisicion de imagenes
multifotonicas in vivo, se hizo un seguimiento de las poblaciones de depdsitos amiloides en estado basal y después
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de la exposicion a ApoE a lo largo de un intervalo de dos meses, permitiendo asi una vista dinamica de la progresion
de la amiloidosis en un animal vivo.

[0118] Se observd que la cinética de deposicion de placas amiloides fue variable de acuerdo con cada isoforma, de
manera que los ratones inyectados con ApoE €4 tuvieron un incremento de 38% de placas seniles mientras que los
ratones tratados con ApoE €2 presentaron una disminucion de 15% en el ndmero de depdsitos amiloides en
comparacion con ApoE €3 después de 2 meses. El analisis post-mortem confirmé estos resultados y reveld la
presencia de proteinas ApoE humanas en las placas de la corteza, reflejando una gran difusion de la proteina a lo
largo del parénquima y su acumulacion focal en los lugares de depdsito de péptidos AB. Es importante notar que
este contenido incrementado de proteina ApoE €4 también se asocié con una pérdida mas severa de sinapsis
alrededor de los depdsitos amiloides.

[0119] En conjunto, los presentes datos demostraron que la sobreproduccion de diferentes isoformas de ApoE fue
capaz de influenciar la progresion de la enfermedad y pudo modular la extension de la pérdida de sinapsis, uno de
los parametros que mejor se correlaciona con el dafio cognitivo de los pacientes con AD

1. La inyeccién intraventricular de AA V4-ApoE conduce a una expresion estable de huApoE y una deteccion
sostenida de proteina ApoE humana recombinante (huApoE) en el cerebro.

[0120] En resumen, se inmunodetectaron GFP y huApoE en ratones APP/PS inyectados con vectores AAV4. Pudo
observarse sefial de la GFP en toda el area ventricular (panel superior) y en las células que recubren el ventriculo,
asi como también de APOE humana.

[0121] Con el objetivo de evaluar la presente estrategia, se inyectaron AAV4-Venus (control), -ApoE2, -ApoE3 y -
ApoE4 en el ventriculo de ratones de tipo salvaje. Dos meses después de la inyeccion, se pudieron detectar
proteinas ApoE humanas en el parénquima cortical alrededor de los depdsitos amiloides (notar el anticuerpo 3H1;
solo se observé una sefal de fondo no especifica en los ratones inyectados con AAV4-GFP). Por lo tanto, se detecté
un nivel significativo de ApoE humana por ELISA en el cerebro, y las tinciones inmunohistoldgicas para Venus y
ApoE confirmaron la expresion de los diferentes transgenes por parte de las células que recubren el ventriculo.

[0122] Se realizaron experimentos de gqRT-PCR con el objetivo de evaluar los niveles de ARNm del transgén. Una
curva estandar permitié a los inventores determinar las concentraciones de ARNm de huApoE de acuerdo con el
nivel de la GAPDH enddgena. Se incluyeron las muestras de los ratones que se expusieron durante 2 o 5 meses. Se
realizd un ensayo de ELISA disefiado para detectar especificamente la APOE humana en homogenatos de cerebro
(Figura 1A). Se pudieron detectar niveles bajos de las proteinas recombinantes en los ratones inyectados con
AAV4-APOE en comparacion con los animales tratados con AAV4-GFP, de acuerdo con la cuantificacion por ELISA
especifico para APOE humana (Figura 1B) y se confirmaron por transferencia Western.

2. La sobreexpresion de cada isoforma de APOE afecta en forma diferencial la progresion de la amiloidosis.

[0123] Se usé la adquisicion de imagenes de dos fotones in vivo para seguir la deposicion amiloide en el tiempo en
un animal vivo. En resumen, se inyect6 en forma estereotactica a ratones APP/PS (7 meses de edad) con vectores
AAV4 que codifican para ApoE2, ApoE3, ApoE4 y Venus. Después de 1 semana, se implantd una ventana craneal y
se tomaron imagenes de los depdsitos amiloides a lo largo del tiempo después de la craneotomia. Después de 2
meses, se sacrificaron los animales y se llevaron a cabo analisis post-mortem.

[0124] Se prepararon imagenes de 2 fotones de los ratones APP/PS inyectados con AAV4-ApoE2, AAV4-ApoE3 o
AAV4-ApoE4. Se pudieron detectar placas amiloides después de la inyeccion intraperitoneal de Methoxy-XO4
(5mg/kg) y se inyectd Texas Red dextrano (70.000 Da de peso molecular; 12,5 mg/ml en PBS estéril) en una vena
lateral de la cola para proveer un angiograma fluorescente. Se tomaron imagenes una semana (=T0), un mes y dos
meses después de la inyeccion. Se capturaron los mismos campos a lo largo del tiempo para seguir la progresion de
las lesiones. Aparecieron unos pocos depdsitos nuevos de amiloide mientras que algunos de ellos ya no se pudieron
detectar mas después de un periodo de tiempo de dos meses.

[0125] Un analisis completo de las imagenes in vivo demuestra que el nimero de depdsitos amiloides se incrementa
de manera significativa mas rapidamente en los ratones APP/PS inyectados con AAV4-ApoE4 en comparacion con
los animales tratados con AAV4-ApoE3 y con AAV4-Venus. Por el contrario, se mide una pequefa pero significativa
disminucion de la densidad de las placas al usar AAV4-ApoE2 (Figura 2). Se observa una tendencia hacia placas
mas grandes en los ratones APP/PS inyectados con AAV4-ApoE4 (p<0,06), pero en general el tamaio de las placas
permanece constante. Los datos resumidos de las imagenes in vivo demuestran que la sobreexpresion de cada
isoforma de APOE afecta en forma diferente la progresion de la deposicion amiloide in vivo. La inyeccion de AAV4-
ApoE2 conduce a una leve disminucion de la densidad amiloide a lo largo del tiempo, mientras que la inyeccién de
AAV4-ApoE4 agrava la amiloidosis.
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3. El tamario de las placas amiloides varia de acuerdo con cada isoforma de ApoE.

[0126] Las imagenes de dos fotones in vivo permitieron el seguimiento de los cambios en el tamafio de cada
depdsito amiloide a lo largo de un periodo de 2 meses. El tamafio de las placas puede permanecer estable,
incrementarse o disminuir a lo largo del tiempo. Las distribuciones de las proporciones de tamario entre T1/T0 y
T2/T1 demuestran que existe una tendencia hacia placas amiloides mas grandes en los ratones inyectados con un
AAV4-ApoE4 en comparacion con los otros grupos (Figura 3).

4. La evaluacién post-mortem de la carga amiloide confirma los efectos de ApoE2 y ApoE4 sobre la deposicion
amiloide.

[0127] Dos meses después de la inyeccion de AAV4, la evaluacion estereoldgica post-mortem revel6 que los
animales inyectados con AAV4-ApoE4 tienen una mayor densidad de placas amiloides en la corteza, mientras que
no se pudo detectar ninguna diferencia entre los otros grupos (Figura 4A). Se observé este nimero incrementado de
depdsitos amiloides cuando las placas se marcaron con TioS o Bam10. Sin embargo, no se detectaron cambios en
la proporcién entre Bam10 y TioS. Cinco meses después de la inyeccion, los efectos de cada isoforma de ApoE son
mas pronunciados en comparacion con el punto de dos meses (Figura 4B). Se observo una densidad de depdsitos
significativamente incrementada cuando los ratones se inyectaron con AAV4-ApoE4 mientras que se detectd un
efecto inverso con la ApoE2. Nuevamente, no se detectaron cambios en la proporcion entre Bam10 y TioS.

5. Cada isoforma de ApoE afecta en forma diferencial la densidad sinaptica alrededor de los depdsitos amiloides.

[0128] Se usé tomografia matricial para determinar en forma precisa la densidad de elementos presinapticos y
postsinapticos alrededor de los depdsitos amiloides. Este nuevo método de adquisicion de imagenes ofrece
capacidades de adquisicion de imagenes de alta resolucion de la arquitectura molecular del tejido. La tomografia
matricial se basa en el seccionado ultrafino del espécimen (70 nm), inmunotincién y reconstrucciéon en 3D. Imagenes
representativas de muestras de tomografia matricial tefiidas para placa amiloide y el marcador postsinaptico PSD95.
En las imagenes por tomografia matricial se muestra que se observa un ndmero disminuido del marcador
postsinaptico PSD95 alrededor de los depositos amiloides, pero este efecto es anulado al alejarse de las placas. Se
realizé la cuantificacion de los marcadores presinapticos (sinapsina-1) y postsinapticos en la vecindad o lejos de las
placas en cada grupo de ratones inyectados con un AAV4 (Figura 5A-D). La cuantificacion general de los elementos
presinapticos y postsinapticos confirmé que hubo una menor densidad de sinapsina 1 y PSD95 asociada con las
placas amiloides, en donde este efecto se amplificé en gran medida cuando se sobreexpreso la ApoE4 en el cerebro
de los ratones APP/PS1 (Figura 5C, Figura 5D). La sobreexpresion de ApoE4 se asocia con una mayor pérdida de
espinas en comparacion con los otros grupos en la vecindad de los depdsitos amiloides. Por el contrario, la densidad
de puntos de sinapsina es mayor en los animales tratados con ApoE2 alrededor de las placas.

Conclusién

[0129] Las inyecciones intraventriculares del virus AAV de serotipo 4 condujo a una sobreproduccion sostenida y
cronica de proteinas recombinantes solubles por todo el parénquima cerebral. La sobreexpresién de ApoE2, ApoE3
y ApoE4 afectd en forma diferencial del curso de la patologia en los ratones APP/PS, de manera que la progresion
de la carga amiloide se incrementé de manera significativa cuando se inyectd ApoE4 en comparacion con ApoE3.
Por el contrario, la ApoE2 se asoci6é con efectos protectores y los pocos depdsitos amiloides ya no son detectables
dos meses después de la inyeccion. El analisis inmunohistoquimico post-mortem confirmé el efecto adverso de la
ApoE4. La sobreproduccion sostenida de la ApoE4 exacerbd la pérdida de sinapsis observada alrededor de los
depodsitos amiloides en comparacién con la ApoE3, mientras que la ApoE2 tuvo un efecto leve. El presente estudio
demostré una conexion directa entre las isoformas de ApoE, la progresion de la amiloidosis y la pérdida de
sinapsis in vivo.

Ejemplo 2

Tratamiento de Trastornos del Sistema Nervioso Central a través del Liquido Cefalorraguideo (LCR) en
Mamiferos Grandes

[0130] Con el objetivo de lograr la terapia génica para trastornos del cerebro, tales como la enfermedad de
Alzheimer, se necesita determinar si se pueden conseguir niveles de estado estacionario a largo plazo de las
enzimas terapéuticas en un mamifero. Se descubrié que las células ependimarias (células que revisten los
ventriculos del cerebro) pueden transducirse y secretar una enzima diana al liquido cefalorraquideo (LCR). Se
determiné que el virus adenoasociado (AAV4) puede transducir el epéndimo en un modelo de ratdon con alta eficacia.
(Davidson y col, PNAS, 28:3428-3432, 2000.) En los ratones hubo una normalizacion de los niveles de sustrato
almacenado en el cerebro enfermo después del tratamiento con AAV4.
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[0131] Se investigd si la administracion global de un vector podia funcionar en forma eficaz para conseguir niveles de
estado estacionario de la enzima en el LCR. Primero, se necesita hallar un vector que pueda transducir las células
ependimarias (células que revisten los ventriculos) en el cerebro de mamiferos grandes. Se llevaron a cabo estudios
en un modelo de LINCL en perro y un modelo de LINCL en primate no humano. Los perros con LINCL son normales
al nacimiento, pero desarrollan signos neurolégicos alrededor de los 7 meses, déficits cognitivos comprobables a los
~ 5-6 meses, convulsiones a los 10-11 meses, y pérdida visual progresiva.

[0132] Se selecciond un virus adenoasociado (AAV) como vector debido a su pequefio tamafo (20 nm), y a que la
mayor parte de su material genético puede eliminarse ("destriparse") de manera que no haya presentes genes
virales y de manera que el mismo sea incompetente para la replicacion. Previamente se probo si los vectores del
virus adenoasociado tipo 4 (AAV4) podian mediar mejoras funcionales y patoldgicas globales en un modelo murino
de mucopolisacaridosis de tipo VII (MPS VII) causada por deficiencia de beta-glucuronidasa (Liu y col., J.
Neuroscience, 25(41):9321-9327, 2005). Se inyectaron vectores recombinantes AAV4 que codifican para beta-
glucuronidasa en forma unilateral en el ventriculo lateral de ratones MPS VII con enfermedad establecida. El
epéndimo transducido expresé altos niveles de la enzima recombinante, con enzima secretada penetrando en las
estructuras cerebrales y cerebelares, asi como también en el tronco encefalico. Los estudios inmunohistoquimicos
revelaron una asociacion estrecha de la enzima recombinante y la microvasculatura del cerebro, indicando que la
beta-glucuronidasa alcanzé el parénquima del cerebro a través de los espacios perivasculares que recubren los
vasos sanguineos. Se ensay6 un aprendizaje asociativo aversivo por condicionamiento de miedo al contexto. En
comparacioén con los controles heterocigotas de edad coincidente, los ratones afectados mostraron una falla de la
respuesta condicionada al miedo y de discriminacion de contexto. Este déficit de comportamiento se revirti6 6
semanas después de la transferencia génica en los ratones MPS VII tratados con AAV4 beta-glucuronidasa. Los
datos muestran que las células ependimarias pueden servir como fuente de secrecién enzimatica hacia el
parénquima cerebral circundante y al LCR.

[0133] Sorprendentemente, sin embargo, cuando se extendieron estos estudios a mamiferos grandes (es decir,
perros y primates no humanos), los vectores AAV4 no fueron eficaces para direccionarse hacia el epéndimo en estos
animales. En lugar de ello, necesitdé usarse un vector AAV2. En resumen, se generd un rAAV2 que codifica para
TPP1 (AAV2-CLN2), y se inyectd por via intraventricular para transducir el epéndimo (Liu y col., J. Neuroscience,
25(41):9321-9327, 2005). La TPP1 es la enzima deficiente en la LINCL. Los datos indicaron que la transduccion del
epéndimo en el cerebro de NHP resultd en un incremento significativo de la enzima en el LCR. Los resultados
indicaron niveles elevados de actividad de TPP1 en diversas regiones del cerebro, en donde el eje vertical muestra
el % control de actividad (Figura 7).

[0134] En el primer perro que se tratd, la administracién del vector fue subdptima, pero aun asi mostré actividad
CLN2 en el cerebro. Los perros subsiguientes se sometieron a administracion ICV con estereotaxia. Se hallé que las
capacidades cognitivas de los perros tratados mejoraron de manera significativa por sobre un perro no tratado, de
acuerdo a la medida por desempefio en laberinto en forma de T (Figura 8). Ademas, los efectos de la administracion
ICV de AAV2-CLN2 en el modelo canino de LINCL fueron muy pronunciados. En el animal no tratado (-/-), hay
presentes grandes ventriculos, mientras que los cerebros de los animales control sin tratar y los animales tratados
no mostraron ventriculos. Después de la administracion de AAV.TPP1 a los ventriculos de los perros con LINCL, se
notd actividad enzimatica detectable en diversas regiones del cerebro, incluyendo el cerebelo y la médula espinal
superior. En dos perros vivos afectados adicionales, la atrofia de cerebro se vio atenuada de manera significativa, se
incremento la longevidad y mejord la funcion cognitiva. Finalmente, en los NHP, los inventores demuestran que este
método puede conseguir niveles de actividad de TPP1 entre 2 y 5 por arriba de los niveles de tipo salvaje.

[0135] Se generaron varios vectores AAV y se probaron para determinar la combinacion 6ptima de ITR y capside. Se
produjeron cinco combinaciones diferentes, una vez que se determiné que la ITR de AAV2 era la mas eficaz: AAV2/1
(es decir, ITR de AAV2 y capside de AAV1), AAV2/2, AAV2/4, AAV2/5, y AAV2/8. Se descubrié que la combinacion
AAV2/2 funcion6 mucho mejor en los mamiferos grandes (perros y NHP), seguida por AAV2/8, AAV2/5, AAV2/1'y
AAV2/4. Esto fue bastante sorprendente debido a que el orden de eficacia de los vectores virales es el opuesto al
observado en los ratones.

[0136] Por lo tanto, el presente trabajo ha demostrado que las células que recubren el ventriculo pueden ser una
fuente de enzima recombinante para el LCR para su distribuciéon en todo el cerebro, y que el AAV2/2 es un vehiculo
eficaz para administrar los agentes terapéuticos, tal como el gen que codifica para la CLN2 (TPP1) en perros y
primates no humanos.

Ejemplo 3

Las Isoformas de APOE Humana Administradas A Través de Transferencia Génica Modulan en Forma
Diferencial La Enfermedad de Alzheimer Afectando la Deposicion, la Eliminacion y la Neurotoxicidad
Amiloide
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[0137] La enfermedad de Alzheimer (AD) es el trastorno neurodegenerativo relacionado con la edad mas frecuente y
se ha convertido en un problema mayor de la salud publica. Entre los genes de susceptibilidad asociados con la
forma de inicio tardio esporadico de AD, el alelo €4 de la apolipoproteina E (APOE - gen; ApoE — proteina) es por
lejos el factor de riesgo genético mas significativo. La presencia de una copia de APOE ¢4 incrementa
sustancialmente el riesgo de desarrollar la enfermedad en un factor de 3 en comparacioén con el alelo mas frecuente
de APOE, el €3, mientras que dos copias conducen a un incremento de 12 veces. Curiosamente, la APOE €2 tiene
un impacto opuesto y es un factor protector, de manera que la herencia de este alelo especifico disminuye el riesgo
relacionado con la edad para AD en aproximadamente la mitad, en comparaciéon con APOE3/3. La edad promedio
de inicio de demencia también se corresponde con estos perfiles de riesgo, en donde los portadores de
APOE4/4 tiene un inicio en un punto intermedio entre los 60 y 70 afios y los portadores de APOEZ2/3 en los primeros
afios después de los 90 afios de edad, un desplazamiento de casi 3 décadas, mientras que los individuos con
APOE3/3 tienen una edad de inicio en algun punto entre los 60 y 70 afios.

[0138] El mecanismo mediante el cual la ApoE influye sobre la AD es controversial. Se cree que la acumulacion de
placas seniles que contienen AR, en el hipocampo y la corteza de los pacientes, tiene un rol central en la AD debido
a que todos los genes conocidos responsables de la rara forma autosémica dominante de la enfermedad participan
en la produccion de péptidos AB. Interesantemente, se demostré que el genotipo de la APOE afecta fuertemente la
extension de la deposicién amiloide en los pacientes con AD, asi como también la cantidad de AR oligomérico
soluble neurotéxico detectado en muestras de autopsias. Se ha sugerido que las isoformas de ApoE influyen sobre
la integridad cerebrovascular y afectan el eflujo de péptidos AB en forma diferencial a través de la barrera
hematoencefalica, modulando asi la formacion de agregados amiloides alrededor de los vasos sanguineos
(angiopatia amiloide cerebral o CAA). Ademas, también se ha relacionado a la ApoE directamente con la
neurodegeneracion y la plasticidad neuronal. Los efectos de la ApoE2 se han estudiado relativamente poco en estos
contextos.

[0139] Los animales modificados genéticamente que expresan APOE2, -E3 y -E4 humanas tienen un orden de rango
de carga amiloide similar a los humanos, en consistencia con la hipétesis de que diferentes isoformas de ApoE
influyen sobre el inicio y/o el crecimiento de las placas. Sin embargo, se necesitan mas estudios para deducir los
mecanismos de los efectos mediados por ApoE sobre los depdsitos amiloides y la neurodegeneracion existentes.
Para superar esta brecha del conocimiento, los inventores usaron una estrategia de transferencia génica en la que
se inyectan vectores de virus adenoasociado que expresan los diversos alelos de APOE (o control de GFP) en el
ventriculo lateral para transducir principalmente el epéndimo, el que luego actia como fabrica bioldgica para
administrar la ApoE dentro de los fluidos cefalorraquideo e intersticial. Luego los inventores usaron microscopia
multifoténica intravital para seguir los efectos de las diversas isoformas de ApoE sobre la formacion y crecimiento de
las placas, y en el caso de la ApoE2, la disolucion, asi como también estrategias de microdialisis in vivo para
monitorear las variables bioquimicas de ApoE y de AB en el ISF, y tomografia matricial para evaluar los cambios de
neurotoxicidad asociada con AB. Los inventores hallaron que las isoformas de ApoE influyen sobre los niveles de A
oligomérico soluble en el ISF, el ritmo de fibrilizacién y la deposicion de AR, la estabilidad de los depdsitos amiloides
una vez formados, su eliminacion, y la extension de los efectos neurotéxicos alrededor de las placas. De hecho, los
ratones con AD tratados con ApoE4 muestran una mayor cantidad de AR soluble, una mayor densidad de placas
fibrilares, una exacerbacion de la pérdida de elementos sinapticos y un nimero incrementado de distrofias neuriticas
alrededor de cada depdsito, mientras que se observé un efecto protector relativo con la ApoE2. Estos datos apoyan
la hipotesis de que los alelos de APOE median su efecto sobre la AD principalmente a través de los péptidos AB, y
destacan a la ApoE como diana terapéutica.

RESULTADOS

La inyeccioén intraventricular de AAV4-APOE conduce a una expresion estable de APOE y a una produccion
sostenida de ApoE humana en el cerebro

[0140] La apolipoproteina E es una proteina secretada naturalmente que es producida principalmente por los
astrocitos y las células de la microglia y puede difundir a través del parénquima cerebral. Los inventores
aprovecharon esta propiedad para inyectar un AAV de serotipo 4 que codifica para GFP (control) o para cada alelo
de APOE en los ventriculos laterales cerebrales de ratones APP/PS1 de 7 meses de edad. Considerando las
grandes areas cerebrales afectadas por las lesiones caracteristicas de la AD, esta estrategia ofrecid una gran
ventaja en comparacion con las inyecciones intraparenquimales multiples.

[0141] Dos meses después de la inyeccion, se detectaron células transducidas en el plexo coroideo y en el
epéndimo que recubre el ventriculo, confirmando de esa forma la funcionalidad de los vectores AAV4. Usando
anticuerpos especificos para cada especie, también se detectaron las proteinas ApoE tanto humanas como murinas
por ELISA (Figura 9A, 9B y 15A) y por transferencia Western. Los inventores observaron que la concentracion de
apolipoproteina humana E alcanzé los 20 pg/mg de proteina total en promedio (Figura 9A), representando
aproximadamente el 10% de la apoE murina enddgena (Figura 9B). La presencia de esta modesta cantidad
adicional de ApoE humana no alteré en forma detectable los niveles de proteina apoE murina endégena (Figura
15A). Se observo una pequefa pero estadisticamente significativa disminucion entre 2 y 5 meses después de la
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inyeccion de AAV4 (Figura 15B). Sin embargo, los niveles de proteina humana siguieron siendo detectables en
comparacion con el grupo control, lo que sugiere que la transduccion mediada por AAV4 proveyo una plataforma
para la produccién sostenida de la proteina recombinante secretada por todo el parénquima. De hecho, se pudieron
detectar las proteinas ApoE humanas alrededor de los depdsitos amiloides de los ratones APP/PS1 a lo largo del
manto cortical, en donde se sabe que se acumula la proteina murina endégena apoE.

[0142] Luego, los inventores evaluaron la presencia de ApoE humana en el fluido intersticial (ISF), un
compartimiento extracelular que también contiene especies solubles de AR con alta actividad biolégica. Debido a la
cantidad relativamente pequefia de ApoE detectada en el lisado de cerebro total, los inventores inyectaron varios
ratones KO para apoE con cada vector AAV4-APOE, y monitorearon la presencia de la proteina humana usando
anticuerpos no especificos de especie, pero altamente sensibles. Usando una técnica de microdialisis, los inventores
confirmaron la presencia de ApoE en el ISF de los animales KO para apoE inyectados.

[0143] En resumen, estos datos confirman que una inyeccion intracerebroventricular individual de AAV4 fue
suficiente para conducir a una produccion sostenida de una proteina de interés a lo largo de todo el parénquima
cerebral y dentro del ISF, y que puede usarse el epéndimo/plexo coroideo como "bomba biolégica" para administrar
proteinas potencialmente terapéuticas al cerebro.

La infusion de las isoformas de ApoE afecta en forma diferencial los péptidos amiloides y la deposicion de
placas

[0144] Se transdujeron ratones APP/PS1 con vectores que expresan GFP o las diversas isoformas de ApoE durante
5 meses antes de la eutanasia. Un analisis de la carga de placas amiloides reveld que, después de 5 meses, se
observaba una disminucioén significativa de la densidad de los depdsitos amiloides en la corteza de los animales
inyectados con AAV4-APOE4 en comparacion con aquellos que expresan la APOE2. La densidad de placas en los
ratones tratados con AAV4-GFP y AAV4-APOE3 no fue diferente entre los mismos a un nivel intermedio (Figura
16A).

[0145] Las concentraciones de los péptidos AB4o y AB42 medidas a partir de extractos de acido férmico reprodujeron
los cambios observados en el contenido de placas amiloides, de manera que se hallé un incremento de la
concentracion de péptidos amiloides en los ratones que expresan el alelo APOE4 (Figura 16B), y se detectd un
efecto opuesto con la APOE2 después de 5 meses. El contenido de los péptidos AB4o y AB42 en la fraccion soluble
en TBS se vio afectada similarmente por la inyeccion de cada AAV-APOE (Figura 16C). Ademas, la proporcion entre
péptidos AR agregados y solubles permanecié inalterada por la exposicion a la ApoE, lo que sugiere que la
sobreexpresion de cada diferente isoforma de ApoE humana modula en forma concomitante las especies amiloides
tanto fibrilares como solubles.

[0146] La sobreexpresion de cada isoforma de ApoE por solo 2 meses conduce a efectos menores que los
observados en el estudio de 5 meses. Sin embargo, se observd un incremento significativo de la densidad de placas
amiloides dentro del area cortical de los ratones inyectados con AAV4-APOE4, en comparacion con los otros grupos
experimentales (Figura 16A). Esto fue reproducido por la cantidad de AB contenida en la fraccién de acido férmico
(Figura 16C), lo que demuestra un efecto predominante de esta variante especifica. Las especies de AB4gu2 solubles
en TBS solo mostraron una tendencia a disminuir o aumentar cuando se expresé AAV4-APOE2 o AAV4-APOE4,
respectivamente, durante 2 meses (datos no mostrados).

[0147] Para determinar si la presencia de las isoformas de ApoE humana podrian reflejar un cambio temprano en el
grado de fibrilacion de AR, los inventores también midieron la proporcion entre la inmunotincién robusta de AR
usando Bam10 (que marca todos los depdsitos amiloides) y Tio-S (que solo tifie la regién central densa) 2 meses
después de la inyeccion. No se observaron cambios entre las 3 isoformas, lo que sugiere que no hubo un efecto
diferencial sobre la distribuciéon de las poblaciones de depdsitos amiloides densos y difusos a través de los grupos
experimentales dentro de este marco de tiempo (Figura 16B). Estos datos indican que una exposicion mas larga a
las variantes de ApoE tiene efectos mas fuertes sobre la deposicién amiloide en comparacion con una exposicion
mas corta.

[0148] Se ha sugerido que la ApoE tiene un rol en el transporte de AR a través de la barrera hematoencefalica. Para
probar si la exposicion de las isoformas de ApoE podria modular el eflujo de los péptidos AB a través de la barrera
hematoencefalica, se midid la concentracion de A4 en el plasma de cada animal inyectado. Los inventores
observaron que el contenido plasmatico de A humana en los ratones AAV4-APOE3 y AAV4-APOE4 inyectados en
forma intracerebroventricular fue inferior en comparacién con los inyectados con AAV4-APOE2 y AAV4-GFP (Figura
10D). Esto sugiere que ambas variantes E3 y E4 ayudan a retener al AR en el compartimiento del sistema nervioso
central, en consistencia con las concentraciones relativamente incrementadas de AR en el parénquima cerebral
observadas y con datos previos que sugieren una mayor vida media de los AR debido a la ApoE.
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[0149] Los portadores de APOE4 son mas susceptibles a la disfuncion neurovascular, y recientemente se demostro
que la ruptura de la barrera hematoencefalica se ve favorecida en los ratones transgénicos para APOE4 incluso en
ausencia de deposicion amiloide. Con el objetivo de evaluar si una inyeccion intraventricular de un AAV4-APOE en
ratones APP/PS podria comprometer la integridad de la BBB, se llevé a cabo una tincion post-mortem con azul de
Prusia. A pesar de la presencia de pocas areas focales positivas para hemosiderina escasamente esparcidas por el
cerebro en todos los grupos, no se observaron diferencias obvias entre ninguno de los grupos experimentales de
animales.

La expresion de las isoformas de ApoE modula la cinética de la progresioén de la amiloidosis

[0150] La ApoE4 se asocidé con un incremento de la densidad de depdsitos amiloides, mientras que se observo el
efecto opuesto con la ApoE2 después de 5 meses. Esto podria reflejar cambios en las tasas de deposicion o
eliminacién de B amiloide, o en ambos. Para evaluar como afectan las variantes de ApoE la progresion dinamica de
la amiloidosis, los inventores usaron adquisicion de imagenes con dos fotones in vivo y monitorearon la cinética de
formacion y de eliminacion de las placas amiloides. Los ratones recibieron una inyeccion intraventricular con un
vector AAV4 a los 7 meses de edad y se implanté una ventana craneal una semana después de la inyeccion con el
objetivo de llevar a cabo la primera sesi6on de imagenes (T0). Después de 1 (T1) y 2 meses (T2), se adquirieron
imagenes de los depdsitos amiloides en los mismos campos de visidon. Se sacrificaron los ratones para el analisis
post-mortem después de la segunda sesién de imagenes.

[0151] La gran mayoria de los depositos amiloides permanecieron estables, a pesar de que se pudieron detectar
ocasionales nuevas placas en el pequefio volumen de vision a lo largo del periodo de tiempo de dos meses. Mas
aun, en una rara ocasion, una placa metoxi-positiva que se fotografié al comienzo del experimento, no se pudo
detectar después de uno o dos meses, lo que sugiere que algunas placas podrian eliminarse. Con el tiempo, los
inventores observaron un incremento global de la densidad volumétrica de los depdsitos amiloides, en donde la
densidad en T2 fue en promedio un 23% mayor que en T1. La tasa de progresion amiloide fue mayor en los ratones
APP/PS1 tratados con ApoE4, mientras que los animales expuestos a ApoE2 tuvieron una densidad de depdsitos
amiloides significativamente reducida en relacioén con la GFP (0,66), ApoE3 (0,67) y ApoE4 (0,74) después de 2
meses (Figuras 11A,11B). Importantemente, los cambios por ApoE2 reflejan una disminucion en comparaciéon con
el estado basal, mostrando directamente, y por primera vez, una eliminacién activa no inmunolégica de las placas.
Contrariamente a los datos obtenidos con los animales transgénicos para APOE, estos resultados demuestran que
la induccion de un modesto incremento de la cantidad de ApoE puede afectar el proceso amiloidogénico en marcha
incluso después de que ya ha comenzado la deposicion amiloide.

[0152] Luego, los inventores evaluaron el crecimiento de placas amiloides individuales mediante la medida de la
proporcion del area transversal de los depésitos individuales entre T1/TO y T2/T1. Se detectaron diferencias entre los
grupos a T1 (proporcion T1/T0), pero no a T2 (proporcion T2/T1, Figura 12), lo que sugiere que la presencia de las
variantes de ApoE humana afecta principalmente el crecimiento de las placas durante el primer mes después de la
exposicion, pero en adelante este parametro ya no difiere. En particular, el tamafio de los depdsitos amiloides
aumentd de manera significativa en los ratones tratados con ApoE4 en comparacion con ApoE2 y ApoE3, lo que
sugiere que no solo se exacerbo el numero de placas sino también su tamafio como consecuencia de este alelo. Por
lo tanto, la ApoE4 afecta tanto la deposicion inicial de los péptidos AR asi como también el tamafio de las placas
preexistentes.

La densidad sindptica alrededor de los depodsitos amiloides empeora ante las isoformas ApoE3 y ApoE4 en
comparacion con la ApoE2

[0153] La pérdida de sinapsis es el parametro que mejor se correlaciona con el dafio cognitivo. Los inventores
demostraron recientemente que la presencia de ApoE4 se asocia con mayores niveles de AR oligoméricos sinapticos
en el cerebro de los pacientes humanos con AD y conduce a una disminucion significativa de la densidad de sinapsis
alrededor de las placas amiloides en comparacion con ApoE3 (R. M. Koffie y col., Apolipoprotein E4 effects in
Alzheimer's disease are mediated by synaptotoxic oligomeric amyloid-beta. Brain 135, 2155 (Jul, 2012); T.
Hashimoto y col., Apolipoprotein E, Specially Apolipoprotein E4, Increases the Oligomerization of Amyloid beta
Peptide. J Neurosci 32, 15181 (Oct 24, 2012)). Ademas, la evidencia reciente in vitro demostré que la ApoE4 fallé en
la proteccion contra la pérdida de sinapsis inducida por AB (M. Buttini y col., Modulation of Alzheimer-like synaptic
and cholinergic deficits in transgenic mice by human apolipoprotein E depends on isoform, aging, and overexpression
of amyloid beta peptides but not on plaque formation. J Neurosci 22, 10539 (Dec 15, 2002); A. Sen, D. L. Alkon, T. J.
Nelson, Apolipoprotein E3 (ApoE3) but not ApoE4 protects against synaptic loss through increased expression of
protein kinase C epsilon. J Biol Chem 287, 15947 (May 4, 2012)). Por lo tanto, los inventores hipotetizaron que una
distribucion continua y difusa de cada isoforma de ApoE puede no solo afectar diferencialmente la cinética de
deposicion de AB y su eliminacion en el cerebro de los ratones APP/PS, sino también la integridad de las sinapsis
alrededor de los depdsitos amiloides.

[0154] Se determinaron las densidades de los elementos presinapticos y postsinapticos (respectivamente sinapsina-
1 y PSD95) usando tomografia matricial, una técnica de alta resolucién basada en tincion por inmunofluorescencia
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de secciones ultra finas de tejido (K. D. Micheva, S. J. Smith, Array tomography: a new tool for imaging the molecular
architecture and ultrastructure of neural circuits. Neuron 55, 25 (Jul 5, 2007); R. M. Koffie y col., Oligomeric amyloid
beta associates with postsynaptic densities and correlates with excitatory synapse loss near senile plaques. Proc Natl
Acad Sci U S A 106, 4012 (Mar 10, 2009)). Como se demostré que las especies amiloides oligoméricas se
concentran en gran medida en la vecindad estrecha de los depdsitos amiloides, se cuantificaron los puntos de
sinapsina-1 y PSD95 lejos (> 50 ym) o cerca (< 50 ym) de las placas usando protocolos previamente establecidos
(R. M. Koffie y col., Oligomeric amyloid beta associates with postsynaptic densities and correlates with excitatory
synapse loss near senile plaques. Proc Natl Acad Sci U S A 106, 4012 (Mar 10, 2009)). Los inventores observaron
que la pérdida de elementos presinapticos cerca de las placas se vio exacerbada cuando se expresaron APOE3 o
bien APOE4, lo cual no ocurrié6 después de la inyeccién de AAV4-APOE2 o AAV4-GFP (Figura 13A). Por el
contrario, la densidad de los puntos postsinapticos permanecio inalterada entre los ratones inyectados con GFP,
ApoE2 y ApoE3, mientras que los animales tratados con ApoE4 mostraron una pérdida significativa de PSD95
alrededor de los depésitos amiloides, reforzando asi el efecto deletéreo de la ApoE4 sobre los efectos neurotoxicos
de los AB (Figura 13C). Cuando se evalud la densidad de los elementos sinapticos en areas lejanas a los depdsitos
amiloides (> 50um), no se pudo detectar ninguna diferencia entre los grupos, lo que sugiere que no existe un efecto
de las variantes de ApoE humana por si mismas sobre la densidad sindptica, pero si un efecto importante de las
isoformas de ApoE sobre la neurotoxicidad inducida por los péptidos AB. Por lo tanto, la pérdida sinaptica relativa
observada con ApoE3 y ApoE4 se relaciona directamente con la presencia de péptidos AB alrededor de cada placa
(a una distancia <50 ym desde su borde).

[0155] Como parametro neuropatologico adicional, los inventores también evaluaron el ndmero de distrofias
neuriticas asociadas con los depodsitos amiloides en ratones APP/PS1 inyectados con AAV4. Ademas de una
densidad espinal disminuida alrededor de las mismas, las placas seniles también causan una alteracién mas general
del neuropilo con un incremento de la curvatura de las neuritas y la aparicion de distrofias por inflamacion. Estos
cambios patolégicos probablemente se pueden atribuir a las especies oligoméricas solubles de AB que estan
enriquecidas en una region dentro de los 50 ym desde la superficie de la placa. Los inventores observaron que la
sobreexpresion de ApoE4 exacerba la formacion de distrofias neuriticas positivas para SMI312 asociadas con los
depdsitos amiloides en comparacion con el caso de GFP, ApoE2 y ApoE3 (Figura 13C). Este resultado confirma la
observacion de que la isoforma ApoE4 tiene el mas fuerte de los efectos y que no solo modula la formacion de
placas, sino que también afecta la neurotoxicidad asociada con los depdsitos amiloides.

Las proteinas ApoE humanas modifican la cantidad de especies oligoméricas de AB contenidas en el fluido
intersticial en otro modelo de AD en ratéon

[0156] Luego, los inventores abordaron la cuestion de si la presencia de diferentes isoformas de ApoE dentro del ISF
podria alterar la cantidad de especies solubles de amiloide en el mismo compartimiento extracelular. Los inventores
eligieron inyectar otro modelo de AD, los ratones Tg2576, con el objetivo de validar sus hallazgos previos en una
linea de ratdn transgénico diferente. Los ratones Tg2576 sobreexpresan la forma mutada de APP que contiene la
mutacion sueca y presentan un fenotipo mas leve que los ratones APP/PS1 a una edad dada. Los inventores
inyectaron cohortes de animales de entre 16 y 18 meses de edad, de manera que los depdsitos amiloides ya
estuviesen presentes al momento de la transduccién del AAV4-APOE. Tres meses después de la transferencia
génica, se inserté una sonda de microdialisis en el hipocampo y se recolectaron muestras para caracterizar los
cambios tempranos asociados con cada variante de APOE en el ISF.

[0157] Los inventores observaron que la concentracion de especies oligoméricas de A medidas mediante el uso del
ensayo de ELISA 82E1/82E1 especifico fue significativamente mayor (en 42+7%) después de la inyeccion del AAV4-
APOE4 en comparacion con AAV4-APOE2 (Figura 14), sugiriendo que la presencia de ApoE puede modular la
naturaleza de los agregados amiloides en compartimiento extracelular. Ademas, cuando se evaluaron los AB4oy
ABa42 totales en el ISF, se observaron las mismas tendencias, pero no alcanzaron una diferencia significativa (Figura
17A), sugiriendo que la presencia de diferentes isoformas de ApoE en el ISF influye en el estado de agregacion de
los péptidos amiloides un poco mas que la cantidad total.

[0158] Tal como era esperado, los analisis bioquimicos posteriores a la muerte de cerebros de ratones Tg2576
expuestos a las diferentes isoformas de ApoE mostraron que la concentracion de AB42 en la fraccion de acido
férmico aumentd de manera significativa en animales tratados con ApoE4 (Figura 17B), confirmando en un segundo
modelo transgénico las observaciones de los inventores en ratones APP/PS1.

[0159] En conjunto, estas medidas bioquimicas sugieren que la expresion de ApoE en ratones Tg2576 induce
cambios similares en la biologia amiloide como se observé en ratones APP/PS1. Importantemente, se observa un
cambio temprano en el contenido de oAB en el ISF, en donde estas especies neurotdxicas pueden interaccionar
directamente con las terminales sinapticas.
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DISCUSION -

[0160] La conexion sorprendente entre la herencia de alelos APOE4 que aumentan el riesgo, y alelos APOE2 que
tienen un efecto opuesto dramatico para el desarrollo de AD ha llevado a muchas sugerencias de como esta
mediado este riesgo. Se ha implicado a la ApoE como una proteina de unién a A involucrada en la depuracion de
AB. Sin embargo, los estudios en ratones con noqueo de apoE reportan sorprendentemente que los depdsitos de AR
fueron sustancialmente mas bajos en ausencia de apoE. El reemplazo con APOE2, APOE3, o APOE4 humana
condujo a un aumento en los depdsitos amiloides del mismo orden que en pacientes con AD, lo cual se postulé que
ocurre mediante un efecto sobre el inicio de la placa o formacién de fibrillas. Existen hipétesis alternativas que se
enfocan en los efectos diferenciales sobre el desarrollo neuritico, o incluso proponen que el efecto del genotipo de
APOE sobre el fenotipo de la enfermedad de Alzheimer es una consecuencia de otro gen en el desequilibrio
genético con APOE en el cromosoma 19.

[0161] Los datos de los inventores, derivados del estudio de 2 modelos de ratones diferentes usando una estrategia
previamente ensayada en las condiciones de enfermedad de almacenamiento lisosomal y enfermedad de
Huntington, abordaron directamente estos problemas mediante el uso de una combinacién de imagenes de foton
multiple in vivo, inmunohistopatologia cuantitativa estandar, estudio de tomografia matricial de la estructura
sinaptica, y estrategias de microdialisis de alto peso molecular novedosas que permiten el examen de A
oligomérico. Los inventores mostraron que el cambio del microambiente de ApoE en ISF en animales con
enfermedad establecida tiene efectos especificos de alelo sorprendentes y rapidos sobre la economia de AB. El
estudio de los inventores demostré que incluso un aumento modesto (~10%) en los niveles de ApoE4, administrada
al ISF, impacta de manera marcada en el fenotipo y cinética depuracién de A, con una retencion asociada a ApoE4
de AB soluble aumentado, asi como también las formas fibrilares y extraibles con acido férmico, y aumenta la
neurotoxicidad alrededor de las placas marcado por la pérdida sinaptica y distrofias neuriticas aumentadas. En
cambio, la apoE2 disminuye el AB, y tiene un efecto neuroprotector marcado.

[0162] Debido a que los cambios modestos en los niveles de ApoE en ISF tienen tales consecuencias dramaticas,
estos resultados pueden llevar a conocimientos sobre los efectos de una amplia variedad de factores ambientales y
genéticos que podrian alterar el riesgo de AD o progresion de AD mediante la influencia en la expresion de APOE.
Los aumentos en ApoE sustancialmente mayores que la magnitud el mostraron los inventores puede producirse
después de un trauma, epilepsia, isquemia y dietas ricas en colesterol, las cuales han sido asociadas a AB cerebral
elevado. Ademas, los polimorfismos de promotor que han sido previamente encontrados en desequilibrio genético
con el alelo APOE4 impactan en la expresion de APOE.

[0163] Otras manipulaciones que impactan en la homeostasis de ApoE o ApoE-lipoproteinas en el SNC cambiar
claramente la deposicién de AB. Por ejemplo, en experimentos con transferencia génica focal con lentivirus de APOE
(principalmente en las neuronas del hipocampo), la sobreexpresion de APOE4 ejerce un efecto mas fuerte sobre el
amiloide en relacion a APOES3. Estudios previos también mostraron que los agonistas de RXR, que tienen efectos
multiples incluyendo sintesis enddgena aumentada de apoE, llevan a la depuracion de AB del cerebro quizas
mediante un efecto sobre la depuracion a través de la barrera hematoencefalica. Ademas, la transduccién en
cerebro de CYP46A, que metaboliza el colesterol en el SNC y disminuye sus niveles, reduce la deposicion de AR
como lo hace el aumento de LDL-R en el cerebro, que se sabe que disminuye los niveles de apoE. Finalmente, las
manipulaciones genéticas sugieren que el cambio en la expresion de apoE a la mitad pueden impactar en el fenotipo
de AB. Los resultados de los inventores sugieren de manera interesante que cambios mas modestos también
podrian tener efectos dramaticos.

[0164] Los datos de los inventores abordan directamente otras 4 areas importantes de controversia en la literatura
sobre APOE-Alzheimer. 1) Los inventores demuestran un efecto claro de la isoforma de ApoE sobre la
neurotoxicidad evaluado mediante la pérdida de sinapsis y distrofias neuriticas, ambos relacionados posiblemente
por deterioros en la funcién del sistema neuronal. Debido a que estos efectos fueron evidentes en la cercania
inmediata de las placas, pero no en areas distantes de las placas, la naturaleza protectora de las sinapsis de ApoE2
en comparacion con ApoE4 posiblemente esté mediada por efectos sobre el AR cercano a la placa mas que debido
a un efecto directo de ApoE sobre la estabilidad sinaptica. 2) La observacion directa de la cinética de la deposicién y
crecimiento de placa usando imagenes de multifotén longitudinal in vivo muestran que la ApoE4 aumenta la
deposicion y crecimiento de placa, mientras que ApoE2 se asocia realmente con la resolucién de placas - con el
argumento de que las isoformas de ApoE tienen un impacto poderoso sobre el ritmo y progresion de la enfermedad
mas alla de un efecto inicial sobre la formaciéon de placa fibrilar. Los resultados refuerzan la idea de que ApoE4
puede acelerar el proceso de la enfermedad en términos de la deposicion amiloide y neurotoxicidad (y por lo tanto
llevar a una edad mas temprana de inicio) mientras que ApoE2 hace lo opuesto, que plantea la posibilidad de que la
introduccion de ApoE2 (o un mimético de ApoE2) en el SNC podria tener un valor terapéutico incluso después de
que la enfermedad esté bien establecida. 3) Se ha sugerido de manera variable a la ApoE como un mecanismo para
depurar a AB del cerebro o como una molécula de retencion que aumenta la vida media de la depuracion; los
resultados actuales de los inventores muestran que la introduccién de cantidades modestas de ApoE en el ISF es
suficiente para aumentar la retencion de AB en el SNC, a menos que sea ApoE2. 4) Los mecanismos de la accion
protectora notable de APOE2 en AD no son claros, en parte debido a que ApoE2 se une a receptores de ApoE de
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una manera relativamente pobre. Los datos actuales de los inventores sugieren que ApoE2 tiene una ganancia de
funciéon - capaz de revertir de hecho los depodsitos de AR, asi como también ayudar a la plasticidad sinaptica y
neuritica - ademas de un efecto posiblemente neutro o nulo sobre la depuracién de AB en el plasma. Esto sugiere
que la diferencia de décadas en la edad de inicio entre pacientes que heredan los alelos APOE4y APOE2 puede
reflejar un punto de inicio diferente y diferencias continuas en la cinética de deposicién y depuracion de AB asi como
también las diferencias especificas de alelo en la extensién de la neurotoxicidad asociada con los depésitos. Esta
funcién dual de ApoE2 puede llevar a estrategias terapéuticas dirigidas a mimetizar su depuracion de placa y
capacidad de restauracién sinaptica.

[0165] Estos resultados son consistentes con un modelo en el cual la apoE actia como un andamiaje para la
oligomerizacion de AB, con una eficacia de la formacion y estabilizacion de AR oligomérico ApoE4>ApoE3>ApoE?2, y
con la observacion reciente de los inventores de que el AB oligomérico esta elevado en el SNC de paciente humanos
con AD ApoE4 >ApoE3 (incluso cuando la carga de placa se normaliza para los diferentes casos). Si ApoE,
especialmente ApoE4, media la formacion de AR oligomérico neurotoxico, los inventores predicen que la ApoE4
aumentada podria llevar a alteraciones sinapticas y neuriticas aumentadas, como parece ser el caso en los
presentes datos. En base a estos resultados, se debe tener cuidado respecto a agentes que podrian aumentar los
niveles de ApoE en el cerebro en pacientes con AD que han heredado el alelo APOEA4.

[0166] Finalmente, nuestros datos confirman la capacidad de AAV de mediar la transduccién del epéndimo para
proveer proteinas secretadas al cerebro y de aqui, a todo el manto cortical. La transferencia génica u otras
estrategias que disminuyen apoE4, o aumentan apoE2, son un medio poderoso para impactar sobre la progresion de
la enfermedad AD.

MATERIALES Y METODOS

[0167] Animales. Se realizaron experimentos usando ratones doble transgénicos APPswe/PS1dE9 (APP/PS1) (D.
R. Borchelt y col., Accelerated deposicion amiloide in the brains of transgenic mice coexpressing mutant presenilin 1
and amyloid precursor proteins. Neuron 19, 939 (Oct, 1997)) (obtenidos de Jackson laboratory, Bar Harbor, Maine) y
ratones Tg2576 (K. Hsiao y col., Correlative memory deficits, Abeta elevation, and amyloid placas in transgenic mice.
Science 274, 99 (Oct 4, 1996)). Se insertd un gen de la proteina precursora amiloide mutante de humano que
contenia la mutacion doble sueca K594N/M595L en el genoma de estas dos lineas de ratones, bajo el control del
promotor de la proteina prién. Ademas, el modelo de raton APP/PS1 sobreexpresa una variante del gen de
Presenilina 1 eliminado del exén 9 (controlado por el mismo promotor). La sobreexpresion concomitante de APPswe
y PSEN1 en ratones APP/PS1 lleva a un fenotipo mas severo, con deposicion amiloide sustancial visible tan
temprano como a los seis meses de edad. Por otra parte, la linea de ratones Tg2576 es un modelo mucho mas leve
que solo desarrolla placas amiloides alrededor de a un afio de edad. Para determinar si la introduccion de diferentes
isoformas de ApoE podria afectar la progresion de la enfermedad, los inventores inyectaron respectivamente ratones
APP/PS1 de 7 meses de edad y 16 meses de edad (entre 4 y 7 animales por condicion) y Tg2576 (entre 3 y 5
animales por condicién). También se usaron ratones deficientes de APOE (ApoE-KO, The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, Maine). Los experimentos se realizaron de acuerdo con las guias de NIH y de la institucion.

Construccion y produccion de vectores virales

[0168] Los ADNc de APOE-2, -3y -4 fueron provistos de manera generosa por el Dr. LaDu de la Universidad de
lllinois (Chicago). Después de la amplificacion por PCR, cada uno de ellos fue digerido con BamHI e insertados en
un esqueleto AAV2-pCMV-hrGFP. Se produjeron titulos mas altos de vectores de serotipo 4 de AAV (AAV4-APOE?2,
AAV4-APOE3, AAV4-APOE4 y AAV4-GFP) usando el sistema baculovirus del Centro de Vectores de Transferencia
Génica de la Universidad de lowa, ciudad de lowa. Los virus se titularon utilizando PCR cuantitativa.

[0169] Inyecciones Intraventriculares Estereotacticas. Se realizaron inyecciones intraventriculares estereotacticas
de vectores de serotipo 4 de AAV como se describié previamente (T. L. Spires y col., Dendritic spine abnormalities in
amyloid precursor protein transgenic mice demonstrated by gene transfer and intravital multiphoton microscopy. J
Neurosci 25, 7278 (Aug 3, 2005); G. Liu, I. H. Martins, J. A. Chiorini, B. L. Davidson, Adeno-associated virus type 4
(AAV4) targets ependyma and astrocytes in the subventricular zone and RMS. Gene Ther 12, 1503 (Oct, 2005)). Se
anestesia en unos animales mediante inyeccion intraperitoneal de ketamina/xilazina (100mg/kg y 50mg/kg de peso
corporal, respectivamente) y se posicionaron en un marco estereotactico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA). Se
realizaron las inspecciones de vectores en cada ventriculo lateral con 5ul de preparacion viral (titulo 2 10 2 vg/ml)
usando una micropipeta aguda de calibre 33 unida a una jeringa Hamilton de 10 uyl (Hamilton Medical, Reno, NV) a
una velocidad de 0,25 pl/minuto. Las coordenadas estereotacticas de los sitios de inyeccion se calcularon respecto
al bregma (anteroposterior +0,3mm, mediolateral £+ 1Tmm y dorsoventral -2mm).

[0170] Implantacion de ventana craneal y obtencion de imagenes multifotéon. Una semana después de la
inyeccion intraventricular, se anestesia no nos ratones con isoflurano (1,5%) y se implanté una ventana craneal por
eliminacion de una pieza del craneo y reemplazo por un portaobjetos de vidrio de 8 mm de diametro (como se
describié previamente, T. L. Spires y col., Dendritic spine abnormalities in amyloid precursor protein transgenic mice
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demonstrated by gene transfer and intravital multiphoton microscopy. J Neurosci 25, 7278 (Aug 3, 2005)). Para
obtener las imagenes, se construyé un anillo de cera a lo largo del borde de la para crear un pocillo de agua para el
objetivo (objetivo 20, apertura numérica de 0,95, Olympus). Con el objetivo de visualizar los depdsitos amiloides, los
animales transgénicos recibieron una inyeccion intraperitoneal de metoxi-XO4 (5mg/kg) 24hrs antes de la cirugia, un
compuesto fluorescente que atraviesa la barrera hematoencefalica y se une a los depdsitos amiloides (B. J. Bacskai,
W. E. Klunk, C. A. Mathis, B. T. Hyman, Imaging amyloid-beta deposits in vivo. J Cereb Blood Flow Metab 22, 1035
(Sep, 2002)). Antes de obtener las imagenes, se inyectdé Texas Red dextrano (peso molecular de 70.000 Da; 12,5
mg/ml en PBS estéril; Molecular Probes, Eugene, OR) en una vena lateral de la cola para proveer un angiograma
fluorescente, de manera que la forma de la vasculatura podria usarse como referencia para seguir los mismos
campos exactos de observacion a lo largo del tiempo. Se obtuvieron imagenes de los ratones una semana después
de la inyeccion de AAV con el objetivo de evaluar el nivel basal de los depdsitos amiloides, luego uno y dos meses
después de la inyeccion.

[0171] Un laser Ti:Zafiro de modo blogqueado (MaiTai, Spectra-Physics, Mountain View, CA) montado sobre un
sistema multifoton de imagenes (Bio-Rad 1024ES, Bio-Rad, Hercules, CA) generé una luz de excitacion de
florescencia de dos fotones de 860 nm. La luz emitida fue recogida a través de un detector externo a medida que
contenia tres tubos foto multiplicadores (Hamamatsu Photonics, Bridgewater, NJ), en el rango de entre 380 y 480,
entre 500 y 540 y entre 560 y 650 nm. Se obtuvieron imagenes de 2 colores para placas y angiografia de manera
simultanea. Se adquirieron imagenes in vivo de baja magnificacion (615x615 pm; paso z, 2 ym, profundidad, ~200
pm) y se obtuvieron imagenes de entre 6 y 8 campos de observacion para cubrir 1 area cortical grande.

[0172] Procesamiento y analisis de imdagenes. La densidad de placa en cada campo de observacion se cuantifico
mediante el uso de Image J mediante el informe del numero total de depdsitos amiloides por volumen de corteza
registrado. Los inventores consideraron el volumen cortical comenzando desde la primera seccion del apilamiento en
z en la superficie hasta la ultima seccién en la cual se podia detectar depdsitos amiloides. El tamafio de los
depdsitos amiloides se evalud a lo largo del tiempo por medida de su area de seccion transversal a partir de la
intensidad maxima después de la proyeccion en dos dimensiones. Para cada placa, se calcul6 la relacion del area
entre el punto de tiempo inicial y el primer mes (T1/T0), o entre el segundo y el primer mes (T2/T1).

[0173] Las configuraciones del microscopio multifoton (potencia del laser y PMT) se mantuvieron sin cambio a lo
largo de las diferentes sesiones de obtencion de imagenes durante todo el tiempo del experimento.

[0174] Toma de muestra para microdialisis in vivo. Se realizé la toma de muestras para microdialisis in vivo de AB
y ApoE intersticial de cerebro en ratones Tg2576, 3 meses después de la inyeccion intracerebroventricular de cada
AAV4 (S. Takeda y col., Novel microdidlisis method to assess neuropeptides and large molecules in free-moving
mouse. Neuroscience 186, 110 (Jul 14, 2011)). La sonda de microdialisis tenia un eje de 4 mm con una membrana
de polietileno (PE) de 3,0 mm, con corte de peso molecular de 1000 kDa (MWCO) (PEP-4-03, Eicom, Kioto, Japén).
Antes del uso, la sonda se acondicion6 mediante inmersién breve en etanol, y luego lavado con solucion
amortiguadora de perfusion de liquido cefalorraquideo artificial (aLCR) (en mM: 122 NaCl, 1,3 CaCl2, 1,2 MgCl2, 3,0
KH2PO4, 25,0 NaHCOs3) que se filtro través de una membrana de tamafio de poro de 0,2-um. La salida y entrada de
la sonda preacondicionada se conectaron a una bomba peristaltica (ERP-10, Eicom, Kioto, Japén) y una bomba para
microjeringa (ESP-32, Eicom, Kioto, Japén), respectivamente, usando tuberia de etileno polipropileno fluorado (FEP)
(¢ 250 pm i.d.).

[0175] La implantacion de la sonda se realizé como se describié previamente (S. Takeda y col., Novel microdialisys
method to assess neuropeptides and large molecules in free-moving mouse. Neuroscience 186, 110 (Jul 14, 2011; J.
R. Cirrito y col., In vivo assessment of brain fluido intersticial with microdialisys reveals plaque-associated changes in
amyloid-beta metabolism and half-life. J Neurosci 23, 8844 (Oct 1, 2003)), con modificaciones leves. En resumen, los
animales anestesiados (isoflurano 1,5%) se implantaron de manera estereotactica con una canula de guia (PEG-4,
Eicom, Kioto, Japon) en el hipocampo (bregma -3,1 mm, -2,5 mm lateral a la linea media, -1,2 mm ventral a la dura).
Luego se fij6 la guia al esqueleto usando cemento dental binario.

[0176] Cuatro dias después de la implantacion de la canula guia, los ratones se colocaron en una caja para
microdialisis estandar y se insertd una sonda a través de la guia. Después de insercion de la sonda, con el objetivo
de obtener registros estables, la sonda y las tuberias de conexidn se perfundieron con aLCR durante 240 min a una
velocidad de flujo de 10 pl/min antes de la recoleccion de muestras. Las muestras se recolectaron a una velocidad
de flujo de 0,25 (para la cuantificacion de AB) y 0,1 pl/min (para la deteccién de ApoE). Las muestras se
almacenaron a 4°C en tubos de polipropileno. Durante la recoleccién de muestras para microdialisis, los ratones
estaban despiertos y sin restriccion de movimiento en la caja para microdialisis disefiada para permitir el movimiento
sin restricciones de los animales sin aplicar presion sobre la estructura de la sonda (sistema para microdialisis
AtmosLM, Eicom, Kioto, Japdn).

[0177] Analisis Inmunohistologico. Se practico la eutanasia de los ratones APP/PS1 por inhalaciéon de CO; a los 2
o 5 meses después de la inyeccion intraventricular (exposicion a corto y largo plazo), mientras que los animales
Tg2576 se sacrificaron después de 3 meses. Se fij6 un hemisferio cerebral completo en paraformaldehido 4% en
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solucién amortiguada con fosfato para analisis inmunohistolégico y se embebido en parafina. Se proceso una
seccion coronal de 1mm a través de la corteza frontal para el ensayo de tomografia matricial, mientras que el resto
del en mi cerebro se congel6 rapidamente para realizar los analisis bioquimicos y moleculares.

[0178] Para detectar los depdsitos amiloides, ApoE y GFP, se desparafinaron de manera secuencial las secciones
embebidas en parafina (10pym) en xileno, se rehidrataron en etanol, se trataron en solucion amortiguada con citrato
(Citrato de sodio 10mM, Tween 20 0,05%, pH 6,0), se permeabilizaron en PBS con Triton 0,5% y se bloquearon en
PBS con BSA 3% durante 2 horas a temperatura ambiente. La incubacién con anticuerpos primarios se realizd
durante la noche a 4°C: Bam10 (SIGMA 1:1000) y R1282 (1:500, provistos por el Dr Dennis Selkoe) para las placas
amiloides, anticuerpo monoclonal de ratén 3H1 (Instituto del Corazon de Ottawa) para ApoE humana, anti-GFP de
gallina (1:500, Aves) y SMI-312 (Covance) para distrofias neuriticas. La incubacién con el anticuerpo secundario se
realizd durante 2 horas a temperatura ambiente al dia siguiente. Las placas amiloides de nucleo denso se marcaron
mediante la incubacién de las secciones durante 8 minutos en una solucion de Thio-S (Sigma, St Louis, MO) 0,05%
en etanol 50% antes del montaje.

Preparacion de la muestra, inmunotincién y andlisis de imagenes de tomografia matricial

[0179] Los analisis de la tomografia matricial de los elementos pre y postsinapticos se realizaron como se describio
previamente (R. M. Koffie y col., Oligomeric amyloid beta associates with postsynaptic densities and correlates with
excitatory synapse loss near senile plagues. Proc Natl Acad Sci USA 106, 4012 (Mar 10, 2009)). En resumen, se
realizo la diseccion de una pieza de tejido cortical (1 mm?) adyacente a la region ventricular y se fijo durante 3h en
paraformaldehido 4%, sacarosa 2,5% en PBS 0,01M. Después de la deshidratacion en etanol, las muestras se
incubaron en resina blanca LR (Electron Microscopy Sciences) durante la noche a 4°C antes de la polimerizacion a
53°C. Luego se cortaron tiras de secciones (70nm) en un micrétomo de ultracorte (Leica) mediante el uso de un
Jumbo Histo Diamond Knife (Diatome).

[0180] Después de la rehidratacion en glicina 50 mM en TBS durante 5 minutos, las secciones se bloquearon en
Tween 0,05% y BSA 0,1% en Tris durante 5 minutos, y se aplicaron los anticuerpos primarios 1:50 en solucion
amortiguadora de bloqueo durante 2 horas (PSD95 Abcam Ab12093, Sinapsina | Millipore AB1543 y NAB61 del Dr
Virginia Lee que tifie de manera preferible las especies oligoméricas de AB, E. B. Lee y col., Targeting amyloid-beta
peptide (Abeta) oligomers by passive immunization with a conformation-selective monoclonal antibody improves
learning and memory in Abeta precursor protein (APP) transgenic mice. J Biol Chem 281, 4292 (Feb 17, 2006)). Las
secciones se lavaron con TBS y se aplicaron los anticuerpos secundarios (anti-cabra-Alexa Fluor 488, anti-raton
Cy3, o anti-raton Alexa Fluor 488 Invitrogen). Las imagenes se obtuvieron en las secciones 7-30 a través de la
corteza frontal y se obtuvieron mediante el uso de un microscopio multifotén/confocal Zeiss Axioplan LSM510
(objetivo de inmersion en aceite apocromatico 63x apertura numérica Plan A).

[0181] las imagenes se analizaron como se describid previamente mediante el uso de Image J (programa de
computacion abierto de los Institutos Nacionales de Salud) y MATLAB (Mathworks) (R. M. Koffie y col., Oligomeric
amyloid beta associates with postsynaptic densities and correlates with excitatory synapse loss near senile plaques.
Proc Natl Acad Sci USA 106, 4012 (Mar 10, 2009)). Cada conjunto de imagenes se convirtid a un apilamiento, y se
alinearon mediante el uso de los complementos MultiStackReg y StackReg para Image J (cortesia de Brad Busse y
P. Thevenaz, Universidad de Stanford). Se seleccionaron voliumenes conocidos y se us6 un programa de deteccion
automatizado basado en un umbral para contar las punctas de PSD95 y sinapsina que aparecian en mas de una
seccion consecutiva (programa WaterShed, provisto por Brad Busse, Stephen Smith, y Kristina Micheva, Universidad
de Stanford). El Watershed exporté un apilamiento de imagenes tratadas con umbral (separadas para cada canal)
mostrando que las punctas estaban presentes en mas de una seccién de la matriz. Se tomaron muestras de varios
sitios en la corteza por ratén y se midié su distancia respecto al borde de una placa.

Cuantificacion de AB

[0182] Se determinaron las concentraciones de ABso y AB42 en la fraccion soluble de TBS, fraccién de aseo férmico
asi como también en el microdializado mediante ELISA en sandwich BNT-77/BA-27 (para AB4o) y BNT-77/BC-05
(para AB42) (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japdn), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
cantidad de AR oligomérico en la muestra se determind mediante un ELISA en sandwich 82E1/82E1 (Immuno-
Biological Laboratories, Inc, Hamburg, Alemania), en el cual se usaron los mismos anticuerpos de extremo N
terminal (residuos 1-16) para la captura y deteccion (W. Xia y col., A specific enzyme-linked immunosorbent assay
for measuring beta-amyloid protein oligomers in human plasma and brain tissue of patients with Alzheimer disease.
Arch Neurol 66, 190 (Feb, 2009)).

Analisis de inmunotransferencia

[0183] Se realiz6 la electroporacion de las fracciones solubles en TBS y microdializados de cerebro (20 pg de
proteinas) en geles 4-12% Novex Bis-Tris (Invitrogen) en solucion amortiguadora de corrida MOPS para SDS-PAGE

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2786 078 T3

(Invitrogen). Los geles se transfirieron a una membrana de PVDF, y se bloquearon durante 60 min a RT en Leche
5% / TBS-T. Las membranas se enfrentaron a anticuerpo de cabra anti-ApoE (1:1000, Millipore, AB947) para
detectar cantidades pequefias de APOE en el ISF de animales nulos de APOE, mientras que como control se
detectd a la albumina. Las transferencias para ApoE de humano y ratén se ensayaron respectivamente con
anticuerpo EP1373Y (1:1000, Novus Biologicals, NB110-55467) y con anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra
apoE (1:1000, Abcam, ab20874). La incubacién con los anticuerpos dirigidos contra IgG de cabra conjugados a HRP
(Vector) se realizé durante 2 horas. Las proteinas inmunorreactivas se revelaron utilizando el kit ECL (Western
Lightning, PerkinElmer) y se detectaron en Hyperfilm ECL (GE Healthcare).

qRT-PCR

[0184] Se extrajo el ARN total de muestras de cerebro usando el reactivo TRIzol® (Life technologies; 15596-026) y
luego se sintetizaron los ADNc de acuerdo con las instrucciones del fabricante del Sistema de RT-PCR SuperScript®
Il One-Step (Life technologies; 12574-018). Los cebadores para PCR se disefiaron especificamente para amplificar
el ARNm de la APOE humana recombinante y los ARNm de Apoey Gapdh endégenas (Apoe directo: 5'-
AGCTCCCAAGTCACACAAGA ; Apoeinverso: 5- GTTGCGTAGATCCTCCATGT ; APOE directo: 5-
CCAGCGACAATCACTGAAC ; APOE inverso: 5- GCGCGTAATACGACTCACTA; Gapdh directo: 5
ATGACATCAAGAAGGTGGTG y Gapdh inverso: 5'-CATACCAGGAAATGAGCTTG).

ELISA para APOE

[0185] Se usaron ensayos de ELISA especificos para detectar las proteinas APOE enddgenas de humano y de
murino. En resumen, se recurrieron a las placas de ELISA durante la noche con 1,5 ug/ml de anticuerpo de cabra
anti-APOE (para detectar la APOE murina) o 1,5 pyg/ml de anticuerpo WUE4 (para detectar la APOE humana) y se
bloquearon con leche descremada al 1% diluida en PBS durante 1,5 horas a 37°C. Se usaron las proteinas apoE
recombinantes humanas como estandares (para el ensayo especifico de humano, Biovision) o estandares de ratén
internos de extractos de cerebro (para el ensayo pacifico murino) y las muestras se diluyeron en solucion
amortiguadora para ELISA (BSA 0,5% y Tween-20 0,025% en PBS) y se incubaron durante la noche. Después del
lavado, se usaron los anticuerpos de deteccion especificos para humano (cabra-apoe Millipore; 1:10,000) o ratén
(Abcam ab20874 ; 1:2.000) respectivamente, seguido por una incubacion de 1,5 horas con un secundario apropiado
conjugado con HRP. El revelado de la sefial se realizé usando el sustrato TMB antes de detener la solucion usando
H3PO.. Los resultados colorimétricos se midieron a 450nm.

Analisis estadistico

[0186] Los analisis estadisticos se realizaron usando el programa de computacién Prism. Debido al tamafio pequefio
de las muestras, no se pudo asumir la normalidad para la mayor parte de los andlisis. Para todos los analisis
posteriores a la muerte, se utilizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida por una prueba de
comparacion multiple de Dunn para evaluar el efecto de cada vector inyectado. Los datos de imagenes in vivo de la
progresion amiloide se analizaron utilizando un modelo de efectos mixtos, con un efecto al azar para raton, y efectos
fijos para el vector, tiempo y densidad volumétrica basal. Se considerd una interaccion entre el tiempo y vector en
este analisis, pero no fue significativo. Para el analisis del tamafio de placa a lo largo del tiempo, se ajustaron dos
modelos de efectos mixtos para log de la relaciéon de dos puntos en el tiempo consecutivos, con efectos al azar para
ratén y efectos fijos para el tamafo basal de log (t0 en el primer analisis, t1 en el segundo analisis).

[0187] Se debe considerar que el uso de los términos "uno/a" y "un" y "el/la" y referencias similares en el contexto de
la descripcion de la invencién cubren la referencia en singular y plural, a menos que se indique de otra manera en la
presente o que el contexto lo contradiga claramente. Los términos "que comprende”, "que tiene”, "que incluye”’, y
"que contiene" se deben interpretar como términos abiertos (es decir, que significan "que incluyen, pero sin limitacion
a") a menos que se indique otra manera. La indicaciéon de rangos de valores en la presente tiene la Unica intencion
de servir como un método abreviado de referirse de manera individual a cada valor separado que cae dentro del
rango, a menos que se indique de otra manera en la presente, y que cada valor separado se incorpora en la
memoria descriptiva como si fuera descripto de manera individual en la presente. Todos los métodos descritos en la
presente se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que se indique de otra manera en la presente o
que el contexto lo contradiga claramente de otra manera. El uso de cualquier ejemplo y todos los ejemplos, o
lenguaje ejemplificativo (por ejemplo, "tal como") provisto en la presente, tiene la Unica intencion de ilustrar de mejor
manera la invencion y no implica una limitacion en el alcance de la invencién a menos que se invoque de otra
manera. No se debe interpretar ningun lenguaje en la memoria descriptiva como que se refiere a cualquier elemento
no reivindicado como esencial para la practica de la invencion.

[0188] En la presente se describen distintas formas de realizacién de esta invencion, que incluyen el mejor modo
conocido por los inventores para llevar a cabo la invencién. Las variaciones de aquellas formas de realizacion
pueden resultar evidentes para los expertos en la materia al leer la descripcion precedente.
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180

Glu

Ala

Tyr

Trp

His

Gly

Ala

Gly

85

Gln

Vval

Gln

Pro

Pro

165

Gly

Met

Asp

Leu

Trp

Gln

Pro

Ala

70

Asp

Arg

Phe

Ala

Gln

150

Ala

Pro

Arg

Gly

Pro

Ala

Asp

Gly

55

Ala

Asn

Leu

Gln

Gly

135

Gln

Lys

Pro

Ala

Val
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Asp

Leu

Asn

40

Asn

Leu

Pro

Gln

Ala

120

Glu

Pro

Lys

Glu

Ala

200

Gly

Trp

Gln

25

Ala

Gly

Glu

Tyr

Gly

185

Lys

Thr

Asp

Lys

Gly

185

Ala

Asn

Leu

10

Pro

Arg

Leu

His

Leu

o0

Asp

Lys

Ala

Ser

Leu

1790

Ser

Gly

Ala

35

Glu

Gly

Gly

Asp

Asp

Lys

Thr

Arg

Pro

Ser

155

Val

Thr

Gly

Ser

Asp

Ala

Leu

Lys

60

Lys

Tyr

Ser

Val

Gly

140

Thr

Phe

Ser

Ala

Gly

Asn

Pro

Val

45

Gly

Ala

Asn

Phe

Leu

125

Lys

Gly

Glu

Gly

Ala

205

Asp

Leu

Lys

30

Leu

Glu

Tyr

His

Gly

110

Glu

Lys

Ile

Asp

Ala

190

Val

Trp

Ser

15

Pro

Pro

Pro

Asp

Ala

95

Gly

Pro

Arg

Gly

Glu

175

Met

Glu

His

Glu

Lys

Gly

Val

Gln

80

Asp

Asn

Leu

Pro

Lys

160

Thr

Ser

Gly

Cys



Asp

225

Trp

Ser

Phe

Arg

Lys

305

Thr

Ser

Leu

Cys

Ala

385

Asn

Met

210

Ser

Val

Leu

Asp

Leu

290

Ile

Thr

Ser

Pro

Gly

370

Phe

Asn

Tyr

Thr

Leu

Gln

Phe

275

Ile

Phe

Val

Tyr

Pro

355

Leu

Tyr

Phe

Ala

Trp

Pro

Ser

260

Asn

Asn

Asn

Ala

Glu

340

Phe

Val

Cys

Glu

His
420

Ser

Thr

245

Asn

Arg

Asn

Ile

Asn

325

Leu

Pro

Thr

Leu

Ile

405

Ser

Glu

230

Tyr

Thr

Phe

Asn

Gln

310

Asn

Pro

Asn

Gly

Glu

390

Thr

Gln

215

Gly

Asn

Tyr

His

Trp

295

Val

Leu

Tyr

Asp

Asn

375

Tyr

Tyr

Ser
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His

Asn

Asn

Cys

280

Gly

Lys

Thr

val

Val

360

Thr

Phe

Ser

Leu

Val

His

Gly

265

His

Met

Glu

Ser

Met

345

Phe

Ser

Pro

Phe

Asp
425

Thr

Leu

250

Phe

Phe

Arg

Val

Thr

330

Asp

Met

Gln

Ser

Glu

410

Arg

36

Thr

235

Tyr

Ser

Ser

Pro

Thr

315

val

Ala

Val

Gln

Gln

395

Lys

Leu

220

Thr

Lys

Thr

Pro

Lys

30

Thr

Gln

Gly

Pro

Gln

380

Met

Val

Met

Ser

Arg

Pro

Arg

285

Ala

Ser

Ile

Gln

Gln

365

Thr

Leu

Pro

Asn

Thr

Leu

Trp

270

Asp

Met

Asn

Phe

Glu

350

Tyr

Asp

Arg

Phe

Pro
430

Arg

Gly

255

Gly

Trp

Arg

Gly

Ala

335

Gly

Gly

Arg

Thr

His

415

Leu

Thr

240

Glu

Tyr

Gln

Val

Glu

320

Asp

Ser

Tyr

Asn

Gly

400

Ser

Ile



Asp

Asn

Phe

465

Gln

Gly

Arg

Ala

Gln

545

Glu

Asn

Arg

Asp

Gly
625

Gln

Ala

450

Ser

Gly

Ser

Trp

Asp

530

Asn

Glu

Leu

Leu

Ile

610

His

Tyr

435

Gly

Asn

Phe

Asp

Ser

515

Ser

Gly

Glu

Pro

Thr

595

Tyr

Phe

Leu

Thr

Phe

Ser

Ser

500

Ala

Lys

Asn

Leu

Gly

580

Ala

Tyr

His

Trp

Ala

Lys

Lys

485

Leu

Leu

Phe

Thr

Ala

565

Gly

Leu

Gln

Pro

Gly

Thr

Lys

47@

Thr

Ile

Thr

Ser

Ala

550

Ala

Asp

Gly

Gly

Ser
630

Leu

Thr

455

Asn

Ala

Lys

Pro

Asn

535

Thr

Thr

Gln

Ala

Pro

615

Pro

ES 2786 078 T3

Gln

440

Asn

Trp

Asn

Tyr

Gly

520

Ser

val

Asn

Ser

val

600

Ile

Leu

Ser

Phe

Leu

Gln

Glu

505

Pro

Gln

Pro

Ala

Asn

585

Pro

Trp

Ile

Thr

Thr

Pro

Asn

490

Thr

Pro

Leu

Gly

Thr

570

Ser

Gly

Ala

Gly

37

Thr

Lys

Gly

475

Tyr

His

Met

Ile

Thr

555

Asp

Asn

Met

Lys

Gly
635

Thr

Leu

460

Pro

Lys

Ser

Ala

Phe

540

Leu

Thr

Leu

val

Ile

620

Phe

Gly

445

Arg

Ser

Ile

Thr

Thr

525

Ala

Ile

Asp

Pro

Trp

605

Pro

Gly

Thr

Pro

Ile

Pro

Leu

510

Ala

Gly

Phe

Met

Thr

590

Gln

His

Leu

Thr

Thr

Lys

Ala

495

Asp

Gly

Pro

Thr

Trp

575

Val

Asn

Thr

Lys

Leu

Asn

Gln

480

Thr

Gly

Pro

Lys

Ser

560

Gly

Asp

Arg

Asp

His
640



<210>3
<211>2

Pro

Ala

Ser

Arg

Gln

705

Glu

208

<212> ADN
<213> Virus adenoasociado 2

<400> 3

Pro

Thr

Thr

Ser

69¢

Gln

Pro

Pro

Thr

Gly

675

Lys

Asn

Arg

Gln

Phe

660

Gln

Arg

Ser

Ala

Ile

645

Ser

Val

Trp

Leu

Ile
725

Phe

Ser

Ser

Asn

Leu

710

Gly

Ile

Thr

Val

Pro

695

Trp

Thr
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Lys

Pro

Gln

680

Glu

Ala

Arg

Asn

Val

665

Ile

Val

Pro

Tyr

Thr

650

Asn

Asp

Gln

Asp

Leu
730

38

Pro

Ser

Trp

Phe

Ala

715

Thr

val

Phe

Glu

Thr

709

Ala

His

Pro

Ile

Ile

685

Ser

Gly

His

Ala

Thr

670

Gln

Asn

Lys

Leu

Asn

655

Gln

Lys

Tyr

Tyr

Pro

Tyr

Glu

Gly

Thr
720



atggctgeceg
cagtggtgga
gacagcaggg
aagggagagc
cggcagceteg
caggagcgcec
gcgaaaaaga
ggaaaaaaga
aaggegeecce
tcagtacctg
aatacgatgg
gtgggtaatt
accaccagca
tccagccaat
tattttgact
aacaacaact
aaagaggtca
caggtgttta
tgcecteecege
aacaacggga
cagatgctgc
cacagcagct
tacctgtatt
cagttttctc
ccectgttacc
tcgtggactg

ccggeeatgg

atggttatct
agctcaaacc
gtcttgtget
cggtcaacga
acagcggaga
ttaaagaaga
gggttcttga
ggccggtaga
agcagcctgc
acccccagec
ctacaggcag
cctecgggaaa
cccgaacctg
caggagcctc
tcaacagatt
ggggattccg
cgcagaatga
ctgactcgga
cgttcccage
gtcaggcagt
gtaccggaaa
acgctcacag
acttgagcag
aggccggagce
gccagcageg
gagctaccaa

caagccacaa
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tccagattgg
tggcccacca
tcctgggtac
ggcagacgcc
caacccgtac
tacgtctttt
acctctgggce
gcactctecct
aagaaaaaga
tctcggacag
tggcgcacca
ttggcattgc
ggeecectgecec
gaacgacaat
ccactgccac
acccaagaga
cggtacgacg
gtaccagctc
agacgtcttc
aggacgctcect
caactttacc
ccagagtctg
aacaaacact
gagtgacatt
agtatcaaag

gtaccacctc

ggacgatgaa

ctcgaggaca
ccaccaaagc
aagtacctcg
gecggececteg
ctcaagtaca
gggggraacc
ctggttgagg
gtggagccag
ttgaatttty
ccaccagcag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
cactactttg
ttttcaccac
ctcaacttca
acgattgcca
ccgtacgtcc
atggtgccac
tcattttact
ttcagctaca
gaccgtctca
ccaagtggaa
cgggaccagt
acatctgcgg
aatggcagag

gaaaagtttt

39

ctctctctga
ccgcagageg
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcggacgagc
aacctgttaa
actcctcctc
gtcagactgg
cccecctetgg
ataacgaggg
ggatgggcga
accacctcta
gctacagcac
gtgactggca
agctctttaa
ataaccttac
tcggecteggce
agtatggata
gcctggagta
cttttgagga
tgaatcctct
ccaccacgca
ctaggaactg
ataacaacaa
actctctggt

ttcctcagag

aggaataaga
gcataaggac
cggactcgac
agcctacgac
cgeggagttt
agtcttccag
gacggcteccg
gggaaccgga
agacgcagac
tctgggaact
cgccgacgga
cagagtcatc
caaacaaatt
cccttgggeg
aagactcatc
cattcaagtc
cagcacggtt
gcatcaagga
cctecaccctg
ctttccttet
cgttecctttc
catcgaccag
gtcaaggctt
gcttcectgga
cagtgaatac

gaatccgggc

cggggttctc

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

849

900

960

1820

1080

1140

1200

1260

1329

1380

1440

15060

1569

1620
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<210> 4

atctttggga
gacgaagagg
accaacctcc
cttccaggca
attccacaca
cacccteecte
ttcagtgegg
gagatcgagt
acttccaact

tcagagcctc

<211> 2205
<212> ADN
<213> Virus adenoasociado 4

<400> 4

agcaaggctc
aaatcaggac
agagaggcaa
tggtctggca
cggacggaca
cacagattct
caaagtttgc
gggagctgca
acaacaagtc

gccccattgg
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agagaaaaca
aaccaatccc
cagacaagca
ggacagagat
ttttcacccc
catcaagaac
ttcectteatc
gaaggaaaac
tgttaatgtg

caccagatac

aatgtggaca
gtggctacgg
gctaccgcag
gtgtaccttc
tctcccctea
accccecggtac
acacagtact
agcaaacgct
gactttactg

ctgactecgta

40

ttgaaaaggt
agcagtatgg
atgtcaacac
aggggcccat

tgggtggatt

ctgecgaatcc
ccacgggaca
ggaatcccga
tggacactaa

atctgtaa

catgattaca
ttctgtatct
acaaggegtt
ctgggcaaag
cggacttaaa
ttcgaccacc
ggtcagcgtg
aattcagtac

tggecgtgtat

1680

1748

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2208



atgactgacg
tggtgegeac
gcteggggtc

gEggaacccg

cagctcaagg
cagcggettc
2aaaagaggge
aagaagagac
aaaggcaagc
ggacccectg
gctggeggag
gattggecatt
tgggtcttgc
aacacctaca

cacttctcac

gccatgeggg
acaacggtgg
ctgcecgtacg
tttatggtgc
actgacagaa
aacaactttg
agccagagcc
tcgaccacca
cggcctacca
cagggcttct
ctcatcaaat

cctccaatgg

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

ccacggctgg
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agattggcta
agcccctaaa
gggttacaaa
ggacgcggca
cccctaccte
atcgtttggg
tcttggtectg
atccccccag
aaagaagctc
ttccggagec
gggcggacaa
ctggtctgag
caaccacctc
caccccctgg
gcagcgactc
caacatccag
taccagcacg
gggtcaagag
ctactgtgga
ctgecctggag
cagttttgag
gatgaaccct
cctgaatgcc
ctttaaaaag
caatcaaaac
cagcactctg

acctgecggac

gaggacaacc
cccaaggcaa
tacctcggac
gcecctegagce
aagtacaacc
ggcaacctcg
gttgagcaag
cagcccgact
gttttcgaag
atgtctgatg
ggtgecgatg
ggccacgtcea
tacaagcgac
ggatactttg
atcaacaaca
gtcaaggagg
gttcagatct
ggcagecctgce
ctggtgaccg
tactttcctt
aaggtgecctt
ctcatcgacc
gggactgcca
aactggctgce
tacaagatcc
gacggaagat

agcaagttca

41

tctctgaagg
atcaacaaca
ccggcaacgg
acgacaaggc
acgccgacgc
gcagagcagt
cgggtgagac
cctccacggg
acgaaactgg
acagtgagat
gagtgggtaa
cgaccaccag
tcggagagag
acttcaaccg
actggggeat
tcacgacgtc
ttgcggactc
ctccttttec
gcaacacttc
cgcagatgct
tccactcgat
agtacctgtg
ccaccaactt
ccgggecttce
ctgccaccgg
ggagtgccct

gcaacagcca

cgttcgagag
tcaggacaac
actcgacaag
ctacgaccag
ggagttccag
cttccaggcc
ggctcctgga
tatcggcaaa
agcaggcgac
gegtgecagea
tgcctegggt
caccagaacc
cctgeagtcc
cttccactgc
gcgacccaaa
gaacggcgag
gtcgtacgaa
caacgacgtc
gcagcaacag
geggactgge
gtacgcgcac
gggactgcaa
taccaagctg
aatcaagcag
gtcagacagt
gacccccgga

gctcatettt

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

849

900

960

1820

1080

1140

1200

1260

1329

1380

1440

15060

1569

1620
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20

25

30

35

40

gcggggecta
gaggaggagc
ggtgaccaga
cctggaatgg
cctecataccg
ccgectecte
agctctactc
attgactggg

tccaactacg

gagcctaggg

aacagaacgg
tggcagccac
gcaacagcaa
tctggcaaaa
atggacactt
aaatttttat
cggtaaactc
agatccagaa
gacagcaaaa

ctatcggtac
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caacacggcc
caacgccacc
cctgeecgacc
cagagacatt
tcacccctea
caagaacacc
cttecattact
ggagcggtcc
ctctectgttg

ccgectacctce

accgtacccg
gatacggaca
gtggacagac
tactaccagg
ccgetgattg
ccggtacctg
cagtacagca
aaacgctgga
tgggctcecg

acccaccacc

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 5
agctcccaag tcacacaaga 20

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Atrtificial: Cebador sintético

<400> 6
gttgcgtaga tcctccatgt 20

<210>7

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400>7
ccagcgacaa tcactgaac 19

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

42

ggactctgat
tgtggggcaa
tgacagcctt
gtcccatttg
gtgestttgg
cgaatcctgc
ctggccaggt
accccgaggt
atgcggeteg

tgtaa

cttcacctct
cctacctggc
gggageegtg
ggccaagatt
gctgaaacac
aacgaccttc
gtcggtgeag
ccagtttacc

gaaatacact

1680

1740

1800

1860

1920

1980

28490

21060

2169

2205
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 8
gcgcgtaata cgactcacta 20

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 9
atgacatcaa gaaggtggtg 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 10
cataccagga aatgagcttg 20

43
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de rAAV2 que comprende una proteina de la capside de AAV2 y un vector que comprende un
acido nucleico que codifica para una proteina protectora isoforma €2 de ApoE insertada entre un par de repeticiones
terminales invertidas de AAV2, para usar en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un mamifero, en
donde la particula de rAAV se administra a una célula ependimaria proveyendo de esta manera el acido nucleico a la
célula ependimaria, en donde la célula ependimaria secreta la proteina ApoE €2 para tratar la enfermedad, y en
donde el mamifero es un mamifero no roedor.

2. La particula de rAAV2 para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la particula de rAAV2 se
administra ex vivo a una célula ependimaria del mamifero no roedor y la célula ependimaria se regresa al mamifero
no roedor, proveyendo de esta manera el acido nucleico al mamifero no roedor.

3. La particula de rAAV2 para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la particula de rAAV2 se
administra al liquido cefalorraquideo (LCR) del mamifero no roedor.

4. La particula de rAAV2 para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
mamifero no roedor es un primate, caballo, oveja, cabra, cerdo, o perro.

5. La particula de rAAV2 para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
mamifero no roedor es un humano.

6. La particula de rAAV2 para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el vector
ademas comprende un elemento control, en donde el elemento control dirige la transcripcion o expresion del acido
nucleico en el mamifero in vivo.

7. Una composiciéon farmacéutica que comprende una particula de rAAV2 que comprende una proteina de la
capside de AAV2 y un vector que comprende un acido nucleico que codifica para una proteina protectora isoforma
€2 de ApoE insertada entre un par de repeticiones terminales invertidas de AAV2, para usar en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer en un mamifero, en donde la particula de rAAV2 se administra a una célula ependimaria
proveyendo de esta manera el acido nucleico a la célula ependimaria, en donde la célula ependimaria secreta la
proteina ApoE €2 para tratar la enfermedad, y en donde el mamifero es un mamifero no roedor.
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Figura 1
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Densidad de placas (normalizada a TO)
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Figura 2
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Figura 3

Froporcion de tamafios entre T1 y TO Proporcion de tamanos entre T2 ¢ T1
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Figura 4
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Figura 6A-1

ES 2786 078 T3

ClustalW (v1.83) alineamiento de maltiples secuencias

2 secuencias alineadas
Brechas insertadas =7

Puntuacion de alineamiento = nan
ldentidades Conservadas = 446

Modo de alineamiento de a pares: lento
Parametros de alineamiento de a pares

Penalidad por brecha abierta = 10.0 Penalidad por brecha extendida=0.1
Matriz de similitud: gonnet

Parametros de alineamiento maltiple

Penalidad por brecha abierta = 10.0 Penalidad por brecha extendida =0.1
Divergencia retraso = 40% Distancia de brecha=§
Matriz de similitud: gonnet

Tiempo de procesamiento: 0.2 segundos
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AAVZcapPro

AAVAcapPro
AAVZcapPro

AAV4capPrao
AAVZcapPro
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61
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121

-MTDGYLPDWLEDNL SEGVREWWALQPGAPKPKANQQHQDNARGLVLPGYKYLGPGNGLD
MAADGYLPDWLEDTL SEGIRQWWKL KPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYLGPFNGLD

ERMm MRk kk kkkk ok kR & kk & ¥ * W ‘ﬁtt#t*****#l* LEL L
. . P ® B

59
60

KGEPYNAADAAAL EHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAE FQQRLQGDTSFGGNLGRAVFQ 119

KGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQ

Fhkhn EmkkkkdkkRRkk ke 'l*t*#$$##¥i**!!l.tl_ tEE L E LR R L L L L]

AKKRVLEPLGLVEQAGETAPGKKRPLIESPQQPDSSTGIGKKGKQPAKKKLVFEDETGAG
AKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPYEPDSSSGTGKAGQQPARKRLNFGQTGDAD
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Figura 6A-2
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DGP---PEGSTSGAMS --DDSEMRAAAGGAAVE GGQGADGYGNASGDWHCDS TWSEGHVT
SVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTHATGSGAPMADNNEGADGVGNSSGHWHCDSTWHGDRVI

*t***ﬂ* Wik EkdkkEE
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TTSTRTWVLPTYNNHLYKRLG---ESLQSNTYNGFSTPWGYFDFNRFHCHFSPROWQRLI
TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPROWQRL I

LEEE L E L] *‘**1**#**._ L F O E ok R o o ok ok ok R of o ook o ok

NNNWGMRPKAMRVKIFNIQVKEVTTSNGETTVANNLTSTVQIFADSSYELPYVMDAGOEG
NNNHGFRPKRLNFHLFNIQVKEVTQNDGTTTIANNLTSTUQVFTDSEYQLPYVLGSAHQG

Wk kkdk ok RkEEkREEE £ R AEERREERE K KK K ERES

SLPPFPNDVFMVPQYGY CGLVTGNTSQQGTORNAFYCLEYFPSQMLRTGNNFEITYSFEK
CLFPFPAD?FMVPQYGTLTLNNG---SQA?GRSSFYCLEYFPSQMLRTGHNFTFSYTFED

 WEERE koo L
.

VPFHSMYAHSOSLORLMNPLIDOQYLWGLQSTTTGTTLNAGTATTNFTKLRPTNF SNFKKN
VPFHSSTAHSQSLDRLMNPLIDQ?LTYLSRTNTFSGTTT QSRLQFSQAGASDIRDQSRN

LES EE R LRSS R E S E S ] *

WLPGPSIKQQGFSKTANQNYKIPATGSDSLIKYETHSTLDGRWSALTPGPPMATAGPADS
WLPGPCTRQQRVSKTSADNNNSETSNTG ————— ATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEE

**ll* ** #** * * &% ¥ “*#* L

KF5-NSQLIFAGPKQNGNTATVPGTLIFTSEEELAATNATDTDMNGNLPGGDQSNSNLPT
KFFPOSGVLIFGKQGSEKTNYDIEKVMITDEEEIRTTNPYATEQYGSVSTNLQRGNROAA
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Figura 6A-3
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Figura 6B-1

ClustalW (v1.83) alineamientode miltiples secuencias

2 secuencias alineadas Puntuacién de alineamiento = nan
Brechas insertadas = 10 Identidades Conservadas = 1440

Modo de alineamiento de a pares: lento
Parametros de alineamiento de a pares

Penalidad por brecha abierta = 10.0 Panalidad por brecha extendida = 5.0
Matriz de similitud: gonnet

Parametros de alineamiento multiple
Penalidad por brecha abierta = 30.0 Penalidad por brecha extendida = 5.0
Divergencia retraso = 40% Transiciones: ponderadas

Tiempo de procesamiento: 1.8 segundos

1. AAVZcapNuc vs. AAV4capNucl

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

AAVZcapNuc 1 ATGGCTGCCGATGGTTATCTTCCAGATTGGCTCGAGGACACTCTCTCTGAAGGAATAAGA
AAV4capNucl 1 ---ATGACTGACGGTTACCTTCCAGATTGGCTAGAGGACAACCTCTCTGAAGGCGTTCGA

ko oMk EEEER ERNENEENKKREEEF REkkkksk  hkkkEEkbEEd ¥ K%

AAVZcopNuc 61 CAGTGGTGGAAGCTCAAACCTGGCCCACCACCACCAAAGCCCGCAGAGCGGCATAAGGAC
AAV4copNucl 58 GAGTGGTGGGCGCTGCAACCTGGAGCCCCTAAACCCAAGGCAAATCAACAACATCAGGAC

*mEkkkE®  hhk  makkkkk & k¥ W kkE ok ok kEE KEEER
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Figura 6B-2
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GACAGCAGGGGTCTTGTGCTTCCTGGGTACAAGTACCTCGGACCCTTCAACGGACTCGAC
AACGCTCGGGGTCTTOTGCTTCCGGGTTACAAATACCTCGGACCCGGLAACGGACTCGAC

¥ kR R o ok ks Rk kR kR EE SRS LS L E R L

AAGGGAGAGCCGGTCAACGAGGCAGACGLCGCGGCCCTCGAGCACGACAAAGCCTACGAC
AAGGGGGAACCCGTCAACGCAGCGGACGLGGLAGCCCTCGAGCACGACAAGGCCTACGAC

HEEEE kE Rk kkEkEEE ¥k kEkkE k¥ KbkkkEhkkkkdEkkkdk kkkkkEkkk

CGGCAGCTCGACAGCGGAGACAACCCGTACCTCAAGTACAACCACGCCGACGCGGAGTTT
CAGCAGCTCAAGGCCGGTGACAACCCCTACCTCAAGTACAACCACGCCGACGLGRAGTTC

* dkkkikkd % FkE RERFEREE ARRERRRFEEERRERRRERER R EE kR

CAGGAGCGCCTTAAAGAAGATACGTCTTTTGGGGGCAACCTCGGACGAGCAGTCTTCCAG
CAGCAGCGGCTTCAGGGLGACACATCOTTTGGGGGCAACCTCGGCAGAGCAGTCTTCCAG

ok kR ok ko ok Rk Rk RRRER Rk EREERERERE Rk kEEEERREEER

GCGAAAAAGAGGGTTCTTGAACCTCTOOGCCTGGTTGAGGAACCTGTTAAGACGGCTCCE
GCCAAAAAGAGGGTTCTTGAACCTCTTGOTCTGGTTGAGCAAGCGGGTGAGACGGCTCCT

WH BRSO R R Rk kR kR ok ok kkkEk Rk % & kkkEkkkEkE

GGAAAAAAGAGGCCGGTAGAGCACTCTCCTGTGGAGCCAGACTCCTCCTCGGGAACCGRA
GGAAAGAAGAGACCGTTGATTGAATCCCCCCAGCAGCCCGACTCCTCCACGGGTATCGGE

*kmkk SEdokk wkEk % * k% ¥k ¥ kREE k¥kkkkErk FkEk ¥ k%

AAGGCGGGCCAGCAGCCTGCAAGAAAAAGAT TGAATTTTGGTCAGACT GGAGACGCAGAC
AAAAAAGGCAAGCAGCCGGCTAAAAAGAAGCTCGTTTTCGA= -~~~ =~ AGACGAAACT
. HEk REEKEEE ok K kAR Kk EEE K AEERE &
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Figura 6B-3
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TCAGTACCTGACCCCCAGCCTCTCGGACAGCCACCAGCAGCCCCCTCTGETCTGRGAALT
GGAGCAGGCGACGGACCCCCTOAGGGATCAACTTCCGGAGCCATGTCTGAT - ==~~~ GAC
¥ K L] * *kE k¥ * & ok ckkdkk EkkE W

AATACGATGGCTACAGGCAGTGGCGCACCAATGGCAGACAATAACGAGGGCGCCGACGGA
AGTGAGATGCGTGCAGCAGCTGGCGGAGCTGCAGTCGAGGGCGGACAAGGTGCCGATGGA

T T T T T Rk k% * k% B ORE RRRRE R

GTGGGTAATTCCTCGOGAAATTGGCATTGCGATTCCACATGGATGGGCGACAGAGTCATC
GTGGGTAATGCCTCOGGTGATTGGCATTGCGATTCCACCTGGTCTGAGGGCCACGTCALG

EEELE L EE L R EL L T EEEEkERE kR kb hkERkkh kkk * LI EE LS

ACCACCAGCACCCGAACCTGGGCCCTGCCCACCTACAACAACCACCTCTACAAACAAATT
ACCACCAGCACCAGAACCTGGGTCTTGCCCACCTACAACAACCACCTCTACAAGCGACTC

FhERRERREEERE RERRERRER ok kiR Rk ke % %

TCCAGCCAATCAGGAGCCTCGAACGACAATCACTACTTTGGCTACAGCACCCCTTGGGGG
GG--------- AGAGAGCCTGLAGTCCAACACCTACAACGGATTCTCCACCCCCTGGGGA
"k ¥k R kEE  kkEE kK R % kkkdokk MEakk

TATTTTGACTTCAACAGATTCCACTGCCACTTTTCACCACGTGACTGGCAAAGACTCATC
TACTTTGACTTCAACCGCTTCCACTGCCACTTCTCACCACGTGACTGGCAGCGACTCATC

E dREEREkkERkE &k kkkdkkEdkkkkkddoky hddkokek ek ek EEEE LS 2

AACAACAACTGGGGATTCCGACCCAAGAGACTCAACTTCAAGCTCTTTAACATTCAAGTC
AACAACAACTGGGGCATGCGACCCAMAGCCATGCGGGTCAAAATCTTCAACATCCAGGTC

EREREEEEEERRRE KRR * Rk Rk kEEEE Rk kK
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Figura 6B-4
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AAAGAGGTCACGCAGAATGACGGTACGACGACGATTGCCAATAACCTTACCAGCACGETT
AAGGAGGTCACGACGTCGAACGGCGAGACAACGGTGGCTAATAACCTTACCAGCACGGTT

e RRREREERE & PPrTS T T T e T T TTTT T I T

CAGGTGTTTACTGACTCGGAGTACCAGCTCCCGTACGTCCTCGGCTCGGCGCATCAAGGA
CAGATCTTTGCGGACTCOTCGTACGAACTGCCGTACGTGATGGATGCGGGTCAAGAGRGT

FEE B HEFx % kXEREE FEEE B k¥ EEEERREE L Ll L] ok L]

TGCCTCCCGCCGTTCCCAGCAGACGTCTTCATGGTGCCACAGTATGGATACCTCACCCTG
AGCCTGCCTCCTTTTCCCAACGACGTCTTTATGGTGCCCCAGTACGGLTACTGTGGACTG

xk¥kk kK kEx Kk Kk REmEE RN RERRRREE ERkRE &% Rk HEkE

AACAACGGGAGT - -CAGGCAGTAGGACGCTC - == == -~ TTCATTTTACTGCCTGGAGTAC
GTGACCGGCAACACTTCGCAGCAACAGACTGACAGAAATGCCTTCTACTGCCTGGAGTAC

¥ Mk # N L L oM Rk kdEdkkER Rk Rk R

TTTCCTTCTCAGATGCTGLGTACCGGAAACAACTTTACCTTCAGCTACACTTTTGAGGALC
TTTCCTTCGCAGATGCTGCGGACTGGCAACAACTTTGAAATTACGTACAGTTTTGAGAAG

ELEL S EE NS EE L S L LY * W kR KExskRRE %

GTTCCTTTCCACAGCAGCTACGCTCACAGCCAGAGTCTGGACCGTCTCATGAATCCTCTC
GTGCCTTTCCACTCGATGTACGCGCACAGCCAGAGCCTGGACCGGCTGATGAACCCTCTC

LR L LR LT * chkekkE kmpkkkmikkd Sxkkkkkk kk kkkkEk kkEk:kk

ATCGACCAGTACCTGTATTACTTGAGCAGAACAAACACTCCAAGTGGAACCACCACGCAG
ATCGACCAGTACCTGTGGGGAETGCAATCGACC&CCAECGGAACCACCCTGA&TGCCEGG

EEEEEEEE LR EE LT LT wH Ok EEE * & *
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Figura 6B-5
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TCAA--GGCTTCAGTTTTCTCAGGCCGGAGCG-AGTGACATTCGGGACCAGTCTAGGAAC
ACTGCCACCACCAACTTTACCAAGCTGCGGCCTACCAACTTTTCCAACTTTAﬂAAAGAAC

% RWk kR k% % kE K k% k% T} Wk

TGGCTTCCTGGACCCTGTTACCGCCAGCAGCGAGTATCAAAGACATCTGCGGATAACAAC
TGGCTGCCCGGGCCTTCAATCAAGCAGCAGGGCTTCTCAAAGACTGCCAATCAAAACTAC

dkkEE Rk kk Kk ok * mEEEER * ok kkkokkkkk & wowEE k%

AACAG---TGAATACTCGTGGACTGGAGCTACCAAGTACCA-----—------~ CCTCAAT
AAGATCCCTGCCA(CGGGTCAGACAGTCTCATCAAATACGAGACGEACAGCACT{TGEAC

*k & * ¥ kkk kEE & L *

GGCAGAGACTCTCTGGTGAATCCGGGCCCGGCCATGGCAAGCCACAAGGACGATGAAGAA
GGAAGATGGAGTGCCCTGACCCCCGGACCTCCAATGGCCACGGCTGGAEETGCGGAEAGC
*

ek *kk  mE kR Kk * kkEEER W

AAGTTTTTTCCTCAGAGCGGGGTTCTCATCTTTGGGAAGCAAGGCTCAGAGAAAACAAAT
AAGTTC#G———CAACAGECAGCTEATCTTTGCGGGGCCTAAACAGAACGGCAAChCGGCC

EREER £ kkdk ok K Rk Kk ok EE EE

GTGGACATTGAAAAGGTCATGATTACAGACGAAGAGGAAATCAGGACAACCAATCCCGTG
ACCGTAECCGGGACTCTGATCTTCACCTCTGAGGAGGAGCTGGEAGCCACCAACGCCAEC

] * k¥ L L wk kR L] * kEkEd ok

GCTACGGAGCAGTATGGTTCTGTATCTACCAACCTCCAGAGAGGCAACAGACAAGCAGLT
GAThCGGACATGTGGGGCAACCTACCTGGCGGTGACCAGAGCAACAGCAACCTGCCGACC
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Figura 6B-6
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ACCGCAGATGTCAACACACAAGGCOTTCTTCCAGGCATGOTCTGGCAGGACAGAGATGTG
GTGGACAGACTG#CAGCCTTEGGAGCCGTGCCTGGAATGGTCTGGCAAAAEAGAGACATT

*E ok ok ok ok ok ko ok olok koK o ok ok e e *

TACCTTCAGGGGCCCATCTGGGCAAAGATTCCACACACGGACGGACATTTTCACCCCTCT
TACTACCAGGGTCCCATTTGGGCCAAGATTCCTCATACCGATGGACACTTTCACCCCTCA

LEtS sl kol kol dokokdokaik gk SR ek SRk Rk ok Rk

CCCCTCATGGGTGGATTCGGACTTAAACACCCTCCTCCACAGATTCTCATCAAGAACACC
CCGCTGATTGGTGOGTTTGGGCTGAAACACCCGCCTCCTCAAATTTTTATCAAGAACALCC

RE WK R RREME KK ke W Rk kR kokk kR Rk kkk B kkkEkkkkkEkk

CCGGTACCTGCGAATCCTTCGACCACCTTCAGTGCGGCAAAGTTTGCTTCCTTCATCACA
CCGGTACCTGCGAATCCTGCAACGACCTTCAGCTCTACTCCGGTAAACTCCTTCATTACT

ahRkR kR Rk kR K K kEEERkEE Kk * * & hkkEERR R R

CAGTACTCCACGGGACAGGTCAGCGTGGAGATCGAGTGEGAGCTOGCAGAAGGAAAACAGC
CAGTACAGCACTGGCCAGGTGTCGGTGCAGATTGACTGGGAGATCCAGAAGGAGCGGTCC

HEEREE wkk kR kEEkN R kkkE kdk k¥ kEdkk ¥ ERkEkkkxs

AAACGCTGGAATCCCGAAATTCAGTACACTTCCAACTACAACAAGTCTGTTAATGTGGAC
AMACGCTGGAACCCCGAGGTCCAGTTTACCTCCAACTACGGACAGCAAAACTCTCTGTTG

EEER R kR M kEkR * HEEk %k FEEFRkkEE EE L E ]

TTTACTGTGGACACTAATGGCGTGTATTCAGAGCCTCGCCCCATTGGCACCAGATACCTG
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Figura 6B-7

AAVZcapNuc 2194 ACTCGTAATCTGTAA 22088

AdVAcapNucl 2191 ACCCACCACCTGTAA 2205
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Figura 7
5001
2000 <
4004
1500 4
3004
2004 1000
1004 500
{0 4 0
izquierdo derecho derecho izguierdo derecho izquierde derecho  izquierdo derecho izquierdo
Dorsal Ventral Medial
Putamen Tilamo Corteza Put

60



ES 2786 078 T3

Figura 8

5.00

3.00

4.00

3.00

200

100

0.00

IAFC

4 meses 5 meses 6 meses

A

7 meses

=== Afectado

== Normal

61




ES 2786 078 T3

Figura 9A
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Figura 10A
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Figura 10C
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Figura 11A
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 15B
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Figura 16A
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Figura 16B
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Figura 16C
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Figura 17A
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Figura 17B

.
o
oy

S
%u

>
%

O.__.,.,._‘.

EEEEEE

F

V4 9p ugradely
‘(ewa30d 3p Fw/jod) Zvgdy

71



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

