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DESCRIPCION
Composiciones para tratar MPSI
Antecedentes de la invencion

Las mucopolisacaridosis son un grupo de trastornos hereditarios causados por la falta de enzimas lisos6micas
especificas implicadas en la degradacién de los glucosaminoglucanos (GAG), también llamados mucopolisacaridos.
La acumulacion de GAG parcialmente degradado provoca interferencia con la funcién celular, tisular y organica. A lo
largo del tiempo, el GAG se acumula dentro de las células, la sangre y el tejido conectivo, dando como resultado un
aumento del dafno celular y organico. El mas grave de los trastornos de mucopolisacaridosis (MPS), MPS |, esta
provocado por una deficiencia de la enzima a-L-iduronidasa (IDUA). Esto da lugar a tres sindromes clinicos que en
orden de gravedad son los sindromes de Hurler, Hurler-Scheie y Scheie. Cada uno se hereda de forma autosémica
recesiva y el grado de deficiencia enzimatica esta directamente relacionado con la gravedad del fenotipo clinico.

Se ha informado que el gen IDUA proporciona instrucciones para producir una enzima llamada alfa-L-iduronidasa, que
es esencial para la descomposicién de grandes moléculas de azicar llamadas glucosaminoglucanos (GAG).
Especificamente, se informa que la alfa-L-iduronidasa retira el sulfato de una molécula conocida como &cido alfa-L-
idurénico sulfatado, que esta presente en dos GAG llamados heparan sulfato y dermatan sulfato. La alfa-L-iduronidasa
se encuentra en los lisosomas, compartimentos dentro de las células que digieren y reciclan diferentes tipos de
moléculas. Se han encontrado mas de 100 mutaciones en el gen IDUA que producen mucopolisacaridosis tipo | (MPS
). Las mutaciones que cambian un bloque de construccion de ADN (nucleétido) son las mas comunes. Las mutaciones
que hacen que la MPS | reduzca o elimine por completo la funcion de la alfa-L-iduronidasa.

Con respecto a los sindromes clinicos, la normativa actual de atencién para el sindrome de Hurler es el trasplante de
células madre hematopoyéticas (HSCT), tales como el trasplante de médula dsea (BMT) o los trasplantes de sangre
del cordon umbilical (UCBT). El procedimiento se realiza lo antes posible y antes de los dos afios de edad, para
impactar tanto en aspectos somaticos como del SNC de la enfermedad. Sin embargo, HSCT para MPS | permanece
asociado con una cantidad significativa de morbilidad y una tasa de mortalidad del 20 %. Si el trasplante no es una
opcion, entonces puede iniciarse la terapia de reemplazo enzimatico (ERT) que requiere una infusién semanal de
enzima para la vida del paciente. La ERT no afecta la progresion de la enfermedad del SNC, pero mejora parcialmente
las manifestaciones somaticas. La organomegalia mejora significativamente aunque aspectos de la enfermedad en el
sistema esquelético, ojo y corazén solo se mejoran parcialmente. Los pacientes pueden requerir cirugia para estabilizar
la cadera y la rodilla y para tratar el sindrome del tinel carpiano y las contracciones de los dedos. La enfermedad
cardiaca se trata médicamente, aunque finalmente puede requerirse cirugia.

La ERT para MPS | proporciona una enzima exégena para su absorcion en los lisosomas y un catabolismo aumentado
de GAG. Aunque las enzimas lisos6micas funcionan internamente, los receptores de manosa-6-fosfato de la superficie
celular son capaces de unirse, internalizar y administrar estas enzimas a los lisosomas. IDUA recombinante
(Aldurazyme®, BioMarin) esta aprobado por la FDA para pacientes con formas Hurler y Hurler-Scheie de MPS |y para
pacientes con la forma Scheie que tienen sintomas moderados a graves y se demostré que mejora la funcién pulmonar
y la capacidad para caminar. También se ha observado que la ERT reduce la hepatomegalia en pacientes con MPS |,
asi como los niveles de GAG urinario. Sin embargo, ya que la enzima intravenosa no atraviesa facilmente el cerebro,
la ERT actualmente no aborda los sintomas neuroldgicos experimentados por algunos pacientes con MPS |.

Las complicaciones de la ERT giran en torno a la respuesta inmunitaria a la enzima recombinante, que puede variar
de anafilaxia leve a completa, asi como complicaciones del acceso periférico de por vida tales como infecciones locales
y sistémicas. Hasta el 91 % de los pacientes que reciben Aldurazyme desarrollan anticuerpos contra la enzima, aunque
no esta claro cuanto afecta a la efectividad. Adicionalmente, la ERT requiere infusiones intravenosas (i.v.) semanales,
administradas durante un periodo de 3-8 horas en un entorno hospitalario, que impacta significativamente en la calidad
de vida del paciente y, a un alto coste, es una tensién importante en los sistemas de reembolso de atencién médica.

A la luz de estas limitaciones, un tratamiento que pueda corregir mas eficazmente la morbilidad asociada a MPS |
sigue siendo una necesidad médica insatisfecha.

Hartung et al ("Correction of metabolic, craniofacial, and neurologic abnormalities in MPS | mice treated at birth with
adeno-associated virus vector transducing the human a-L-iduronidase gene", Molecular Therapy, vol. 9, N.2 6, 1 de
junio de 2004, paginas 866-875) describieron modelos murinos de enfermedades de almacenamiento lisosémico que
brindan la oportunidad de evaluar el potencial de la terapia génica para prevenir las manifestaciones sistémicas de la
enfermedad. Los autores concluyeron que la transduccion mediada por AAV del gen IDUA en ratones recién nacidos
Idua” es suficiente para tener un impacto curativo importante en varios de los parametros mas importantes de la
enfermedad.

Cardone et al ("Correction of Hunter syndrome in the MPSII mouse model by AAV2/8-mediated gene delivery", Human
Molecular Genetics, vol. 15, N.2 7, 1 de enero de 2006) describié un disefio para un enfoque in vivo de terapia génica
para el tratamiento de un raton adulto con deficiencia de iduronato-2-sulfatasa. Los autores sugirieron en sus
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descubrimientos que este enfoque de transferencia génica tiene potencial para el tratamiento sistémico de pacientes
con sindrome de Hunter.

Sumario de la invencion

En un aspecto, la invencion proporciona un casete de expresion que comprende un gen de alfa-L-iduronidasa humana
(hIDUA) que tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia al menos aproximadamente el 95 %
idéntica a SEQ ID NO: 1 que codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional en células humanas, en donde dicho
casete de expresion comprende ademds secuencias de control reguladoras que dirigen la expresion de la alfa-L-
iduronidasa humana en células humanas, comprendiendo dichas secuencias de control reguladoras un promotor
especifico del higado.

En otro aspecto, la invencion proporciona un vector que contiene el casete de expresion. En una realizacién, el casete
de expresién se encuentra en un plasmido cis. En otra realizacion, el casete de expresion se encuentra en
pENN.TBG.hIDUA.nRBG.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona una particula recombinante de virus adenoasociados (rAAV) que tiene
una capside de AAV y que contiene una repeticion terminal invertida izquierda (ITR), un gen de la alfa-L-iduronidasa
humana (hIDUA) bajo el control de secuencias reguladoras que controlan la expresion del mismo y una ITR derecha
de AAV, en donde dicho gen hIDUA tiene una secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1 (FIGURA 1) o una secuencia
al menos aproximadamente el 95 % idéntica a la misma que codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional. En una
realizacion, el gen hIDUA funcional se expresa bajo el control de un promotor especifico del higado. Dicho promotor
puede ser un promotor de globulina de unién a tiroxina (TBG).

En un aspecto adicional, la invencion proporciona el uso en la particula virica recombinante adenoasociada
AAV2/8.TBG.hIDUA.co.

En un otro aspecto mas, la invencién proporciona una composicion para usar en el tratamiento de mucopolisacaridosis
tipo | (MPS 1) que comprende el rAAV que comprende el casete de expresién descrito en el presente documento y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Aln otros aspectos y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la Descripcién detallada de la invencion.
Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1D proporcionan la secuencia del plasmido pENN.AAV.TBG.PI.LhIDUA.RGB [SEQ ID NO: 3]
descrito en el presente documento, que incluye la secuencia de acido nucleico del gen IDUA humano funcional. El
gen del IDUA funcional ubicado en la posicion 1251-3213 de la FIG1 y su secuencia enzimatica codificada también
se proporcionan en la SEQ ID NO: 1 y 2. La secuencia se anota mas para identificar las secuencias de los
potenciadores alfa mic/bik, el intrén 1, la globulina de conejo poli A, los ITR, el origen de la replicacién.

La Figura 2 proporciona el mapa circular de pENN.AAV.TBG.PI.hIDUA.RGB.

Descripcion detallada de la invencion

Las composiciones descritas en el presente documento proporcionan un casete de expresion que lleva un gen IDUA
humano que expresa una cantidad terapéuticamente eficaz de enzima alfa-L-iduronidasa humana funcional en un
sujeto humano.

Como se usa en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de la
composicion que administra y expresa en las células diana una cantidad de enzima suficiente para mejorar o tratar los
sintomas de Hurler, los sindromes de Hurler-Scheie y/o Scheie y/o MPS 1. El "tratamiento" puede incluir el
empeoramiento de los sintomas de uno de los sindromes (0 MPS |) y posiblemente la reversion de uno o mas de los
sintomas de los mismos.

Como se usa en el presente documento, una "alfa-L-iduronidasa humana funcional" se refiere a una enzima alfa-L-
iduronidasa humana que funciona normalmente en humanos sin MPS1 o un sindrome asociado tales como los
sindromes de Hurler, de Hurler-Scheie y/o de Scheie. Contrariamente, una variante de la enzima alfa-L-iduronidasa
humana que provoca MPS1 o uno de estos sindromes se considera no funcional. En una realizacién, una alfa-1-
iduronidasa humana funcional tiene la secuencia de aminoacidos de una alfa-L-iduronidasa humana de tipo silvestre
descrita por Bremer et al., Mol. Genet. Metab. 104 (3): 289-294 (2011), secuencia de referencia NCBI NP_000194.2,
reproducida en SEQ ID NO: 2 (653 aminoacidos). Sin embargo, se han descrito diversos polimorfismos funcionales
(variantes) naturales de esta secuencia y pueden incluirse dentro del alcance de esta invencién. Estas variantes
incluyen, con referencia a la SEQ ID NO: 2, una glucosilacion ligada a N en la posicion 110 [Chen et al, J Proteome
Res., 8:651-661 (2009)], un cambio de H a Q en la posicion de aminoacido 33 [SEQ ID NO: 7, VAR_003350; Scott,
HS, et al, Proc Natl Acad. Sci, 88:9695-9699 (1991); Scott, HS, et al, Genomics, 12:1311-1313 (1992); Scott HS, et al,
Hum Genet, 90:327-327 (1992); Bertola F., et al, Hum Mutat, 32: E2189-E2210 (2011)], una reduccién de Ha Q en la
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posicion de aminoacido 82 [SEQ ID NO: 8, VAR_020976; Scott, HS, Hum Genet, antes citada], un cambio de R a Q
en la posicién 105 [SEQ ID NO: 9, VAR_003356; Scott, Hum Genet, anteriormente citada; Bertola et al, antes citada],
un cambio de G a R en la posicion 116 [SEQ ID NO: 12, VAR_003367], un cambio de V a A en la posicién 279 [SEQ
ID NO: 11, VAR 003359], un cambio de L a R en la posicion 346 [SEQ ID NO: 12, VAR_017436, Teng, YN, et al, Clin.
Genet, 57: 131-136 (2000)], un cambio de A a T en la posicion 361 [SEQ ID NO: 13, VAR_003364; Scott, HS, et al,
Hum Mol Genet, 2: 1471-1473 (1993); Yogalingam et al, Hum Mutat, 24: 199-207 (2004); Bertola, et al, antes citada],
un cambio de H a N en la posicion 449 [SEQ ID NO: 14, VAR_066228, Bertola et al, antes citada], un cambiode V a |
en la posicion 454 [SEQ ID NO: 15, VAR_003372; Yogalingam et al, anteriormente citada; Bertola, et al, antes citada],
un cambiode A a T en la posicion 591 [SEQ ID NO: 16, VAR_0066231, Bertola et al, citado anteriormente] y un cambio
de A a T en la posiciéon 622 [SEQ ID NO: 17, Scott et al, Genomics, anteriormente citada]. Véase, por ejemplo,
UniProtKB/Swiss-Prot; www.uniprot.org/uniprot/P35475. En otra realizacién, una alfa-L-iduronidasa humana funcional
puede incluir una secuencia de aminoacidos sintética en la que todos o una parte de los primeros 26 aminoacidos de
la SEQ ID NO: 2, que corresponden al péptido lider (sefial), se reemplazan por un péptido lider heterélogo. Este
péptido lider, que es responsable de transportar la enzima fuera de la célula a través de su ruta secretora hacia la
circulacién, puede sustituirse con otro péptido lider adecuado, por ejemplo, tales como los péptidos lideres de
interleucina-2 (IL-2) u oncostatina. Los péptidos lideres adecuados son preferentemente, aunque no necesariamente
de origen humano. Los péptidos lideres adecuados pueden elegirse de
http://proline.bic.nus.edu.sg/spdb/zhang270.htm, o pueden determinarse usando una diversidad de programas
computacionales para determinar el péptido lider (sefial) en una proteina seleccionada. Aunque no limitado, tales
secuencias pueden tener de aproximadamente 15 a aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, o de
aproximadamente 20 a aproximadamente 28 aminodacidos de longitud, o pueden ser mas grandes o mas pequenos
seguln se requiera. Ademas, se ha descrito al menos un ensayo in vitro siendo Util para evaluar la actividad enzimatica
de una enzima IDUA [véase, por ejemplo, Kakkis et al, Mol Genet Metabol, marzo de 2001; 72(3): 199-208].

Adecuadamente, la composicion y el método descritos en el presente documento no requieren inyecciones a largo
plazo, semanalmente repetidas de una dosis terapéutica. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que el
método descrito en el presente documento es util para corregir el fenotipo del sistema nervioso central ademas de los
sintomas somaticos asociados a los trastornos de MPSI.

Casete de expresién

El casete de expresion se compone de, como minimo, un gen y sus secuencias reguladoras. Cuando el casete esta
disefiado para expresarse a partir de un virus adenoasociado recombinante, el casete de expresion contiene ademas
repeticiones terminales invertidas (ITR) de 5'y 3' AAV. Estas ITR pueden ser de longitud completa o una o ambas ITR
pueden estar truncadas. Por ejemplo, puede usarse una ITR 5' truncada que contiene una delecion de la secuencia D
y una eliminacion del sitio de resolucion terminal (irs), por ejemplo, para un AAV auto-complementario. En una
realizacion, el rAAV esta pseudotipado, es decir, la capside de AAV proviene de una fuente AAV diferente a al AAV
que proporciona las ITR. En una realizacién, se usan las ITR del serotipo 2 del AAV. Sin embargo, pueden
seleccionarse ITR de otras fuentes adecuadas.

Como se describe en el presente documento, a los pacientes que padecen una de las afecciones descritas en el
presente documento se administra un casete de expresion que lleva un gen funcional de alfa-L-iduronidasa humana
(hIDUA) bajo el control de secuencias reguladoras que dirigen la expresién de una enzima funcional de alfa-L-
iduronidasa humana en las células.

El casete de expresion contiene un gen hIDUA caracterizado por tener la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.
Esta secuencia, desarrollada por los inventores, tiene una identidad de aproximadamente el 83 % con la secuencia de
genes publicada de Genbank NP000194.2 que codifica la SEQ ID NO: 2. En otra realizacién, el casete de expresion
contiene un gen hIDUA caracterizado por tener la secuencia de nucleétidos idéntica al menos en un 80 % a la SEQ ID
NO: 1 y codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional. En otra realizacion, la secuencia tiene al menos
aproximadamente el 85 % de identidad con la SEQ ID NO: 1 o al menos aproximadamente el 90 % idéntica a la SEQ
ID NO: 1 y codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional. En una realizacién, la secuencia es al menos
aproximadamente el 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 1, al menos aproximadamente el 97 % idéntica a SEQ ID NO: 1 o
al menos aproximadamente el 99 % idéntica a SEQ ID NO: 1 y codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional. En
una realizacion, esto abarca el gen hIDUA de longitud completa, incluyendo las secuencias del péptido lider de la alfa-
L-iduronidasa humana (es decir, que codifica de aproximadamente el aminoacido 26 o aproximadamente el
aminoacido 27, a aproximadamente el aminoacido 653 de SEQ ID NO: 2), que corresponde de aproximadamente 1 a
aproximadamente 78 de SEQ ID NO: 1. En otra realizacién, el gen hIDUA codifica una enzima alfa-L-iduronidasa
humana sintética funcional que es un péptido sintético que comprende una secuencia lider heteréloga fusionada a la
porcion secretada de una enzima alfa-L-iduronidasa funcional, es decir, los aminoacidos aproximadamente 27 a
aproximadamente 653 de la SEQ ID NO: 2 o una de las variantes funcionales de la misma que se identifican en el
presente documento.

La identidad o similitud con respecto a una secuencia se define en el presente documento como el porcentaje de
restos de aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos (es decir, el mismo resto) o similares (es decir,
resto de aminoacido del mismo grupo en funciéon de las propiedades comunes de la cadena lateral, véase a
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continuacién) con las regiones de péptidos y polipéptidos proporcionadas en el presente documento, después de
alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia.
El porcentaje (%) de identidad es una medida de la relacion entre dos polinucleétidos o dos polipéptidos, segun se
determina al comparar sus secuencias de nucledtidos o aminoacidos, respectivamente. En general, Las dos
secuencias a comparar estan alineadas para dar una correlacion maxima entre las secuencias. Se examina la
alineacion de las dos secuencias y se determina el niUmero de posiciones que dan una correspondencia exacta de
aminoacidos o nucleétidos entre las dos secuencias, dividido por la longitud total de la alineacién y multiplicado por
100 para dar una cifra de % de identidad. Esta cifra de % de identidad puede determinarse a lo largo de la longitud
completa de las secuencias a comparar, que es particularmente adecuado para secuencias de la misma longitud o
muy similar y que son altamente homoélogas o de longitudes definidas méas cortas, que es mas adecuado para
secuencias de longitud desigual o que tienen un menor nivel de homologia. Hay una serie de algoritmos y programas
de ordenador basados en ellos, que estan disponibles para usarse en la bibliografia y/o estan disponibles publicamente
o en el mercado para realizar alineaciones y porcentajes de identidad. La seleccion del algoritmo o programa no es
una limitacion de la presente invencion.

Algunos ejemplos de programas de alineacién adecuados que incluyen, por ejemplo, el software CLUSTALW bajo
Unix y luego importado al programa Bioedit (Hall, T. A. 1999, BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment
editor and analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids. Symp. Ser. 41:95-98); el paquete de analisis de
secuencia de Wisconsin, version 9.1 (Devereux J. et al., Nucleic Acids Res., 12:387-395, 1984, disponible de Genetics
Computer Group, Madison, Wis., EE.UU.). Los programas BESTFIT y GAP, pueden usarse para determinar el % de
identidad entre dos polinucleétidos y el % de identidad entre dos secuencias polipeptidicas.

Otros programas para determinar la identidad y/o similitud entre secuencias incluyen, por ejemplo, la familia BLAST
de programas disponibles en el National Center for Biotechnology Information (NCB), Bethesda, Md., EE.UU. y
accesible a través de la pagina de inicio del NCBI en www.ncbi.nim.nih.gov), el programa ALIGN (version 2.0) que es
parte del paquete de software de alineacion de secuencia GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar
secuencias de aminoacidos, puede usarse una tabla de restos de peso PAM120, una penalizacién de longitud de
hueco de 12 y una penalizacion de hueco de 4; y FASTA (Pearson W. R. y Lipman D. J., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
85:2444-2448, 1988, disponible como parte del paquete de analisis de secuencia de Wisconsin). Software SeqWeb
(una interfaz basada en web para el paquete GCG Wisconsin: programa de hueco).

Como se usa a lo largo de la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones, las frases "que comprende" y
"que incluye" son inclusivas de otros componentes, elementos, integrantes, etapas y similares. Contrariamente, la
frase "que consiste" y sus variantes son exclusivas de otros componentes, elementos, integrantes, etapas y similares.
El término "aproximadamente" abarca una variacién dentro de e incluyendo + 10 %, a menos que se especifique de
otro modo.

En una realizacion, el casete de expresion esta disefiado para la expresion dirigida al higado humano. Por lo tanto, un
promotor especifico del higado es particularmente adecuado para el casete de expresion. En una realizacién, se
selecciona el promotor de globulina de unién a tiroxina. En una realizacién, el promotor TBG tiene la secuencia de
nucledtidos 442 a 901 de la FIGURA 1. Como alternativa, puede seleccionarse otro promotor especifico del higado.
Los ejemplos de promotores que son especificos de tejido son bien conocidos para el higado y otros tejidos (albimina,
Miyatake et al., (1997) J. Virol., 71:5124-32; promotor central del virus de la hepatitis B, Sandig et al., (1996) Gene
Ther., 3:1002-9; alfa-fetoproteina (AFP), Arbuthnot et al., (1996) Hum. Gene Ther., 7:1503-14), osteocalcina 6sea
(Stein et al., (1997) Mol. Biol. Rep., 24:185-96); sialoproteina 6sea (Chen et al., (1996) J. Bone Miner. Res., 11:654-
64), linfocitos (CD2, Hansal et al., (1998) J. Immunol., 161:1063-8; cadena pesada de inmunoglobulina; cadena del
receptor de células T), neuronal tal como el promotor de enolasa especifica de neurona (NSE) (Andersen et al., (1993)
Cell. Mol. Neurobiol., 13:503-15), gen de cadena ligera de neurofilamento (Piccioli et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88:5611-5) y el gen vgf especifico de neurona (Piccioli et al., (1995) Neuron, 15:373-84), entre otros. Pueden
seleccionarse otros promotores (no especificos del higado), pero los casetes de expresién que contienen los mismos
pueden no tener todas las ventajas de aquellos con TBG u otro promotor especifico del higado. Como alternativa,
puede seleccionarse un promotor regulable. Véase, por ejemplo, el documento WO 2011/126808B2.

En una realizacion, el casete de expresién comprende uno 0 méas potenciadores de expresion. En una realizacion, el
casete de expresion contiene dos o0 mas potenciadores de expresion. Estos potenciadores pueden ser iguales o
diferentes entre si. Por ejemplo, un potenciador puede incluir un potenciador Alfa mic/bik. Este potenciador puede
estar presente en dos copias que se encuentran adyacentes entre si. Como alternativa, las copias dobles del
potenciador pueden estar separadas por una 0 mas secuencias. En otra realizacién mas, el casete de expresiéon
contiene ademas un intrén, por ejemplo, el intrdn Promega. Otros intrones adecuados incluyen aquellos conocidas en
la técnica, por ejemplo, tales como se describen en el documento WO 2011/126808.

Ademas, se proporciona un casete de expresion de la invencién con una sefial de poliadenilacion adecuada. En una
realizacién, la secuencia poli A es una poli A de globulina de conejo. En una realizacion, la secuencia poli A se
caracteriza por la de los nt 3261-3387 de la FIGURA 1. Como alternativa, otra poliA, por ejemplo, una secuencia de
poliadenilacién de la hormona de crecimiento humana (hGH), una poliA de SV40 o una poliA sintética. Aln otros
elementos reguladores convencionales pueden ser adicionales u opcionalmente incluidos en un casete de expresion.
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En una realizacion, el casete de expresion esta disefiado por ingenieria en un vector adecuado, por ejemplo, un vector
plasmidico que usa técnicas conocidas por aquellos expertos en la materia. Opcionalmente, una composicion de la
invencion puede contener un primer casete de expresién que comprende el gen IDUA humano modificado y un
segundo casete de expresién que comprende un gen diferente. En otra realizacion mas, el IDUA humano funcional
puede expresarse a partir de mas de un casete de expresidn, que puede estar ubicado en mdltiples vectores, por
ejemplo, como se describe en el documento WO 2011/126808.

En una realizacion, el casete de expresion se transporta por el pPENN.TBG.hIDUA.nRBG, cuyo plasmido se usa para
generar un virus recombinante adenoasociado que lleva el casete de expresion.

Produccioén de particulas viricas AAV

En una realizacion, la invencién proporciona una particula de virus adenoasociados recombinantes (rAAV) que tiene
una capside de AAV y que contiene empaquetada en la misma una repeticion terminal invertida 5' (ITR), un gen de la
alfa-L-iduronidasa humana (hIDUA) bajo el control de secuencias reguladoras que controlan la expresién del mismo y
una ITR 3' de AAV, en donde dicho gen hIDUA tiene una secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1 (FIGURA 1) o una
secuencia al menos aproximadamente el 95 % idéntica a la misma que codifica una alfa-L-iduronidasa humana
funcional. Un rAAV particularmente deseable es AAV2/8.TBG.hIDUA.co.

Se conocen métodos para preparar vectores basados en AAV. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente Publicada
de EE.UU. N.? 2007/0036760 (15 de febrero de 2007). El uso de capsides de AAV de AAV8 es particularmente
adecuado para las composiciones y métodos descritos en el presente documento. Las secuencias de AAV8 y los
métodos para generar vectores basados en la capside de AAV8 se describen en la Patente de EE.UU. 7.282.199 B2,
US 7.790.449 y US 8.318.480. También son adecuadas para su uso en la invencién las capsides de AAV9. Las
secuencias de AAV9 y los métodos para generar vectores basados en la capside de AAV9 se describen en la Patente
de EE.UU. 7.906.111. Sin embargo, pueden seleccionarse o generarse otras capsides de AAV para su uso en la
invencion. Las secuencias de varios de tales AAV se proporcionan en la Patente de EE.UU. 7.282.199 B2 citada
anteriormente, US 7.790.449, US 8.318.480 y la patente de EE.UU. 7.906.111 y/o estan disponibles en GenBank. Las
secuencias de cualquiera de las capsides de AAV pueden generarse facilmente de forma sintética o usando una
diversidad de técnicas de biologia molecular e ingenieria genética. Las técnicas de produccién adecuadas son bien
conocidas por aquellos expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press (Cold Spring Harbor, NY). Como alternativa, los oligonucleotidos que codifican
péptidos (por ejemplo, CDR) o los péptidos mismos pueden generarse sintéticamente, por ejemplo, por los conocidos
métodos de sintesis de péptidos en fase sélida (Merrifield, (1962) J. Am. Chem. Soc., 85:2149; Stewart y Young, Solid
Phase Peptide Synthesis (Freeman, San Francisco, 1969) pp. 27-62). Véase, también, D M McCarty et al, "Self-
complementary recombinant adeno-associated virus (SCAAV) vectors promote efficient transduction independently of
DNA synthesis", Gene Therapy, (Agosto de 2001), Vol 8, Numero 16, Paginas 1248-1254. Los AAV auto-
complementarios se describen en, por ejemplo, las Patentes de EE.UU. N.2 6.596.535; 7.125.717; y 7.456.683. Estos
y otros métodos de produccién adecuados estan dentro del conocimiento de aquellos expertos en la materia y no son
una limitacion de la presente invencion.

El virus recombinante adenoasociado (AAV) descrito en el presente documento puede generarse usando técnicas
conocidas. Tal método implica cultivar una célula hospedadora que contiene una secuencia de &cido nucleico que
codifica una capside de AAV; un gen rep funcional; un casete de expresién compuesto por, como minimo, repeticiones
terminales invertidas (ITR) de AAV y un transgén; y suficientes funciones auxiliares para permitir el empaqguetamiento
del casete de expresion en la proteina de la capside del AAV.

Los componentes requeridos para cultivarse en la célula hospedadora para empaquetar un casete de expresion de
AAV en una capside de AAV pueden proporcionarse a la célula hospedadora en trans. Como alternativa, uno
cualquiera o mas de los componentes requeridos (por ejemplo, casete de expresion, secuencias rep, secuencias cap
y/o funciones auxiliares) pueden proporcionarse mediante una célula hospedadora estable que se ha disefiado por
ingenieria para contener uno o mas de los componentes requeridos usando métodos conocidos por aquellos expertos
en la materia. Lo mas adecuadamente, una célula hospedadora estable tal contendra el componente o componentes
requeridos bajo el control de un promotor inducible. Sin embargo, el componente o componentes requeridos pueden
estar bajo el control de un promotor constitutivo. Se proporcionan en el presente documento ejemplos de promotores
inducibles y constitutivos adecuados, en el analisis de elementos reguladores adecuados para su uso con el transgén.
En otra alternativa mas, una célula hospedadora estable seleccionada puede contener componente o componentes
seleccionados bajo el control de un promotor constitutivo y otros componente o componentes seleccionados bajo el
control de uno 0 mas promotores inducibles. Por ejemplo, puede generarse una célula hospedadora estable que deriva
de 293 células (que contienen funciones E1 auxiliares bajo el control de un promotor constitutivo), pero que contiene
las proteinas rep y/o cap bajo el control de promotores inducibles. Un experto en la materia puede generar incluso
otras células hospedadoras estables.

El casete de expresion, secuencias rep, secuencias cap y las funciones auxiliares requeridas para producir el rAAV
de la invencion pueden administrarse a la célula hospedadora de empaquetamiento en forma de cualquier elemento
genético que transfiera las secuencias transportadas sobre el mismo. El elemento genético seleccionado puede
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administrarse mediante cualquier método adecuado, incluyendo aquellos descritos en el presente documento. Los
métodos usados para construir cualquier realizacién de la presente invencioén son conocidos por aquellos expertos en
la manipulacion de acidos nucleicos e incluyen ingenieria genética, ingenieria recombinante y técnicas sintéticas.
Véase, por ejemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY. De forma similar, son bien conocidos los métodos para generar viriones de rAAV y la seleccion de un
método adecuado no es una limitacion de la presente invencién. Véase, por ejemplo, K. Fisher et al, (1993) J. Virol.,
70:520-532 y la Patente de EE.UU. N.2 5.478.745.

A menos que se especifique otra cosa, las ITR de AAV y otros componentes de AAV seleccionados descritos en el
presente documento, pueden seleccionarse facilimente de entre cualquier AAV. Estas ITR u otros componentes de
AAV pueden aislarse facilmente usando técnicas disponibles para aquellos expertos en la materia a partir de una
secuencia de AAV. Dicho AAV puede aislarse u obtenerse de fuentes académicas, comerciales o publicas (por
ejemplo, la American Type Culture Collection, Manassas, VA). Como alternativa, las secuencias de AAV pueden
obtenerse a través de medios sintéticos u otros adecuados por referencia a secuencias publicadas tales como las
disponibles en la bibliografia o en bases de datos tales como, por ejemplo, GenBank®, PubMed® o similares.

A. El casete de expresion

El casete de expresion es como se define en el presente documento. Ademas, el casete de expresiéon y/o un vector
como se describe en el presente documento puede contener secuencias transgénicas o reguladoras adicionales. El
casete de expresién se empaqueta en una proteina de la capside y se administra a una célula hospedadora
seleccionada.

1. El transgén

La invencion puede incluir el uso de multiples transgenes. Los transgenes adecuados pueden seleccionarse facilimente
por un experto en la materia. La seleccion del transgén no se considera ser una limitacion de esta invencion.

2. Elementos reguladores

Ademas de los elementos principales identificados anteriormente para el casete de expresion, el vector también incluye
elementos de control convencionales que estan unidos operativamente al transgén de una manera que permite su
transcripcion, su traduccion y/o su expresién en una célula transfectada con el vector o infectada con el virus producido
por la invencién. Como se usa en el presente documento, las secuencias "unidas operativamente" incluyen las
secuencias de control de la expresion que son contiguas con el gen de interés y las secuencias de control de la
expresién que actdan en trans o a distancia para controlar el gen de interés. Las secuencias de control de la expresion
incluyen secuencias de inicio de la transcripcién, de terminacién, promotoras y potenciadoras apropiadas; sefiales de
procesamiento del ARN eficientes tales como las sefales de corte y empalme y de poliadenilacion (poliA); secuencias
que estabilizan el ARNM citoplasmico; secuencias que mejoran la eficiencia de la traduccion (es decir, secuencia
consenso Kozak); secuencias que mejoran la estabilidad de la proteina; y cuando se desea, secuencias que mejoran
la secrecion del producto codificado. Una gran cantidad de secuencias de control de expresién, incluyendo los
promotores que son nativos, constitutivos, inducibles y/o especificos de tejido, se conocen en la técnica y pueden
utilizarse.

Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitacién, el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous
(RSV) retrovirico (opcionalmente con el potenciador del RSV), el promotor del citomegalovirus (CMV) (opcionalmente
con el potenciador del CMV) [véase, por ejemplo, Boshart et al, (1985) Cell, 41:521-530], el promotor SV40, el promotor
de dihidrofolato reductasa, el promotor de B-actina, el promotor de fosfoglicerol quinasa (PGK) y el promotor EF1
[Invitrogen]. Los promotores inducibles permiten la regulacion de la expresion génica y pueden regularse mediante
compuestos suministrados de forma exdgena, factores ambientales tales como temperatura o la presencia de un
estado fisioldgico especifico, por ejemplo, fase aguda, un estado de diferenciacion concreto de la célula o Unicamente
en células en replicacion. Los promotores inducibles y los sistemas inducibles estan disponibles a partir de una
diversidad de fuentes comerciales, incluyendo, sin limitacién, Invitrogen, Clontech y Ariad. Se han descrito muchos
otros sistemas y un experto en la materia puede seleccionarlos facilmente. Algunos ejemplos de promotores inducibles
regulados por compuestos suministrados de forma exdgena, incluyen, el promotor de metalotionina (MT) de oveja
inducible por zinc, el promotor del virus del tumor mamario de ratén (MMTV) inducible por dexametasona (Dex), el
sistema promotor de polimerasa T7 [Publicacién de Patente Internacional N.2 WO 98/10088]; el promotor de ecdisona
de insectos [No et al, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:3346-3351], el sistema reprimible por tetraciclina [Gossen
et al, (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551], el sistema inducible por tetraciclina [Gossen et al, (1995)
Science, 268:1766-1769, véase también Harvey et al, (1998) Curr. Opin. Chem. Biol., 2:512-518], el sistema inducible
por RU486 [Wang et al, (1997) Nat. Biotech., 15:239-243 y Wang et al, (1997) Gene Ther., 4:432-441] y el sistema
inducible por rapamicina [Magari et al, (1997) J. Clin. Invest., 100:2865-2872], incluyendo, por ejemplo, el sistema
Argent™ que esta disponible de Ariad. Otros tipos de promotores inducibles que pueden ser Utiles en este contexto
son aquellos que estan regulados por un estado fisiolégico especifico, por ejemplo, temperatura, fase aguda, un estado
de diferenciacién concreto de la célula o Unicamente en células en replicacion.
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Otra realizacion del transgén incluye un gen operativamente unido a un promotor especifico de tejido. Por ejemplo, si
se desea la expresion en el musculo esquelético, deberia usarse un promotor activo en el masculo. Estos incluyen los
promotores de genes que codifican la B-actina esquelética, la cadena ligera de miosina 2A, la distrofina, la desmina,
MHC, la creatina quinasa muscular, asi como promotores musculares sintéticos con actividades superiores a los
promotores naturales (véase Li et al., (1999) Nat. Biotech., 17:241-245). Los ejemplos de promotores que son
especificos de tejido conocidos para el SNC/neuronas incluyen, por ejemplo, el promotor de la enolasa especifica de
neurona (NSE) (Andersen et al., (1993) Cell. Mol. Neurobiol., 13:503-15), gen de cadena ligera de neurofilamento
(Piccioli et al., (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:5611-5) y el gen vgf especifico de neurona (Piccioli et al., (1995)
Neuron, 15:373-84), entre otros. En otra realizacion, se usara el promotor nativo para el transgén. Puede preferirse el
promotor nativo cuando se desea que la expresion del transgén imite la expresion nativa. El promotor nativo puede
usarse cuando la expresion del transgén debe regularse temporal o evolutivamente, o de una manera especifica de
tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales especificos. En una realizacién adicional, otros elementos de
control de la expresién nativos, tales como elementos potenciadores, sitios de poliadenilacién o secuencias de
consenso de Kozak también pueden usarse para imitar la expresion nativa.

La combinacién del transgén, promotor/potenciador e ITR AAV 5' y 3' se denominan un casete de expresion para
facilitar su referencia en el presente documento. Proporcionado con las ensefianzas de esta invencion, el disefio de
un casete de expresion tal puede realizarse recurriendo a técnicas convencionales.

3. Administracién del casete de expresién a una célula hospedadora de empaqguetamiento AAV

El casete de expresion puede transportarse en cualquier vector adecuado, por ejemplo, un plasmido, que se administra
a una célula hospedadora. Los plasmidos Utiles en esta invencién pueden disenarse por ingenieria de modo que sean
adecuados para la replicacion y, opcionalmente, integracion en células procariotas, células de mamifero o ambas.
Estos plasmidos (u otros vectores que llevan el casete de expresion) contienen secuencias que permiten la replicacion
del casete de expresidn en eucariotas y/o procariotas y marcadores de seleccién para estos sistemas. Los marcadores
seleccionables o genes indicadores pueden incluir secuencias que codifican resistencia a kanamicina, geneticina,
higromicina o purimicina, entre otros. Los plasmidos también pueden contener ciertos genes indicadores o marcadores
seleccionables que pueden usarse para sefalar la presencia del vector en células bacterianas, tales como la
resistencia a ampicilina. Otros componentes del plasmido pueden incluir un origen de replicacién y un amplicon, tales
como el sistema de amplicon que emplea el antigeno nuclear del virus Epstein Barr. Este sistema de amplicon u otros
componentes similares de amplicon permiten una alta replicacion episémica de copias en las células. Preferentemente,
la molécula que lleva el casete de expresion se transfecta en la célula, donde puede existir de forma transitoria. Como
alternativa, el casete de expresién puede integrarse de manera estable en el genoma de la célula hospedadora, ya
sea cromosdmicamente o como un episoma. En determinadas realizaciones, el casete de expresion puede estar
presente en multiples copias, opcionalmente en concatdmeros cabeza a cabeza, cabeza a cola o cola a cola. Se
conocen técnicas de transfeccion adecuadas y pueden utilizarse facilmente para administrar el casete de expresion a
la célula hospedadora.

Generalmente, cuando se administra el vector que comprende el casete de expresion por transfeccion, el vector se
administra en una cantidad de aproximadamente 5 g a aproximadamente 100 ug de ADN, de aproximadamente 10 ug
a aproximadamente 50 ug de ADN a aproximadamente 1 x 10* células a aproximadamente 1 x 10" células, o
aproximadamente 1 x 10° células. Sin embargo, las cantidades relativas de ADN del vector a las células hospedadoras
pueden ajustarse, teniendo en cuenta factores tales como el vector seleccionado, el método de administracion y las
células hospedadoras seleccionadas.

B. Empaquetamiento de células hospedadoras

Ademas del casete de expresién, la célula hospedadora contiene las secuencias que dirigen la expresion de una
proteina de la capside del AAV de la invencién en la célula hospedadora y las secuencias rep de la misma fuente que
la fuente de las ITR del AAV encontradas en el casete de expresion o de una fuente de complementacién cruzada. La
célula hospedadora de empaquetamiento también requiere funciones auxiliares para empaquetar el rAAV de la
invencion. Dichas funciones auxiliares son bien conocidas en la técnica y no se duplicaran en el presente documento.
De forma similar, se conocen métodos para producir vectores adecuados que tienen capsides de AAV. [Véase, por
ejemplo, la Solicitud de Patente Publicada de EE.UU. N.2 US 2007/0036760].

La construccion de un rAAV que codifica un casete de expresion descrito en el mismo presente documento puede
suspenderse en un vehiculo fisiolégicamente compatible, puede administrarse a un sujeto. En una realizacion, el
vehiculo es solucion salina estéril sola u, opcionalmente, con cualquiera de una serie de soluciones tamponantes (por
ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato). Otros vehiculos ejemplares incluyen lactosa, sacarosa, fosfato
célcico, gelatina, dextrano, agar, pectina, aceite de sésamo y agua. La seleccion del vehiculo no es una limitacién de
la presente invencion.

Opcionalmente, las composiciones de la invencién pueden contener, ademas de los rAAV y el vehiculo o vehiculos,
otros ingredientes farmacéuticos convencionales, tales como conservantes o estabilizantes quimicos. En una
realizacion, la administracion es a través de administracion intravenosa. Sin embargo, ain pueden seleccionarse otras
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vias de administracién. Como alternativa o adicionalmente, las vias de administracion pueden combinarse, si se desea.

En una realizacion, la invencién incluye una composicion liofilizada que contiene un rAAV como se describe en el
presente documento o una mezcla de rAAV, en forma liofilizada. Opcionalmente, uno 0 mas estabilizantes o
conservantes estan presentes en esta composiciéon. Adecuadamente, para su uso, una composicion liofilizada se
reconstituye con un diluyente adecuado, por ejemplo, solucion salina estéril o una solucién salina tamponada.

Las dosificaciones del vector virico dependeran principalmente de factores tales como la afeccién a tratar, la edad, el
pesoy la salud del paciente y, por lo tanto, pueden variar entre los pacientes. Por ejemplo, una dosis terapéuticamente
eficaz del vector virico generalmente esta en el intervalo de aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 100 ml, o
aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 10 ml, o aproximadamente 0,1 ml a aproximadamente 5ml, o
aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 1 ml, de solucion que contiene concentraciones de aproximadamente 3
x 10% a 3 x 10'® genomas de vector virico (particulas)/ml de agente de suspension acuoso. Otra dosis ejemplar es de
aproximadamente 3 x 10° a 3 x 103 genomas de AAYV por 1 kg. Un volumen adecuado es de aproximadamente 1 ml.
En otra realizacién, una dosis terapéuticamente eficaz de la construccion rAAV esta en el intervalo de
aproximadamente 0,001 ng a aproximadamente 1000 mg/70 kg animal, que puede administrarse en una dosis Unica
0 en una serie de dos 0 mas dosis. Pueden determinarse otras dosificaciones adecuadas. La dosificacion se ajustara
para equilibrar el beneficio terapéutico frente a cualquier efecto secundario y tales dosificaciones pueden variar
dependiendo de la aplicacién terapéutica para la que se emplea el vector recombinante.

USO MEDICO

Las composiciones de la presente invencion evitan complicaciones de la terapia de reemplazo enzimatico relacionadas
con la respuesta inmunitaria a la enzima recombinante que puede variar de anafilaxia leve a completa, asi como
complicaciones del acceso periférico de por vida, tales como infecciones locales y sistémicas. Ademas, en contraste
con ERT, la composicién de la invencion no requiere inyecciones a largo plazo, semanalmente repetidas. Sin desear
quedar ligado a teoria alguna, se cree que el método terapéutico dirigido al higado descrito en el presente documento
es util para corregir el fenotipo del sistema nervioso central asociado a trastornos de MPSI al proporcionar transferencia
génica eficiente, a largo plazo brindada por los vectores con alta eficiencia de transduccion, podria proporcionar niveles
continuos elevados de IDUA circulante, que proporciona aprovechamiento terapéutico a través de la barrera
hematoencefalica. Ademas, La transferencia de genes hepaticos de AAV puede proporcionar tolerancia activa y
prevenir la formacién de anticuerpos contra la enzima.

Se proporciona un casete de expresién de hIDUA modificado para su uso en el tratamiento de mucopolisacaridosis de
tipo | que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un casete de expresion de hIDUA
modificado como se describe en el presente documento. También se describe un método para tratar y/o mejorar los
sintomas de sindromes de Hurler, de Hurler-Scheie y de Scheie.

En una realizacién, el rAAV se administra por via intravenosa.

En otra realizacion, el rAAV se administra en una cantidad de aproximadamente 3 x 10° a aproximadamente 3 x 102
se administra al sujeto. Aunque se prevé que una sola administracion de rAAV sea eficaz, dado que el higado es un
organo regenerativo, la administracion puede repetirse (por ejemplo, trimestralmente, bianualmente, anualmente, o
segun sea de otra manera necesario. Opcionalmente, puede administrarse una dosis inicial de una cantidad
terapéuticamente eficaz en sesiones de infusién divididas, teniendo en cuenta la edad y la capacidad del sujeto para
tolerar infusiones. Sin embargo, no se requieren inyecciones semanales repetidas de una dosis terapéutica completa,
proporcionando una ventaja al paciente en términos de comodidad y resultado terapéutico.

Los siguientes ejemplos son solo ilustrativos y no son una limitacion de la invencién descrita en el presente documento.
Ejemplo 1 - Produccion de transgén y vector

Se sintetizé una secuencia de nucleétidos modificada que codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional. La
secuencia resultante es particularmente adecuada para la expresion humana y tiene menos de aproximadamente el
90 % de identidad con el gen IDUA humano funcional (hIDUA; Genbank NP000194.2). El transgén resultante se inserté
después en un plasmido que contiene los elementos cis necesarios para el empaquetamiento en un vector AAV
disponible de UPenn Vector Core usando sitios Mlul y Sall de ingenieria genética. La expresion génica se dirigié por
la globulina de unién a tiroides humana (TBG, Hayashi Y, Mori Y, Janssen OE, et al. Human thyroxine-binding globulin
gene: complete sequence and transcriptional regulation. Mol Endocrinol 1993; 7: 1049-1060]. El plasmido resultante,
mostrado en la Figura 2, pENN.AAV.TBG.PI.hIDUA.RGB contiene el gen hIDUA modificado bajo el control de
secuencias de control de la expresién, incluyendo el promotor TBG especifico del higado. El plasmido contiene ademas
la ITR 5" AAV2, repeticiones en tdndem de los potenciadores alfa mic/bic, el promotor TBG, una secuencia de intrones
de Promega, el gen IDUA humano modificado de SEQ ID NO: 1, una poli A de globulina de conejo y una ITR AAV2 -
3"

Las preparaciones de vectores a gran escala se realizaron esencialmente como describen Lock et al. [Rapid, simple,
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and versatile manufacturing of recombinant adeno-associated viral vectors at scale. Hum Gene Ther 21(10): 1259-
1271. (2010)]. Las transfecciones basadas en PEIl se realizaron en pilas de células de 10 capas que contenian el 75 %
de monocapas confluentes de células HEK293. Se clarificaron 10 | de medio de cultivo de materia prima de las pilas
de células y luego se concentraron por filtracién de flujo tangencial. La materia prima clarificada concentrada se purificd
sobre gradientes de yodixanol (Optiprep; Sigma Chemical Co., St Louis, MO). Todas las fracciones directamente
debajo de una banda de proteina contaminante visible se recogieron y agruparon. Las fracciones agrupadas se
diafiltraron contra PBS/NaCl 35 mM y

concentrado utilizando concentradores de giro Amicon Ultra 15 (Millipore). Se afadio glicerol al producto concentrado
diafiltrado hasta un 5 % final y la preparacién se dividié en alicuotas y se almacen6 a -80 °C. Los vectores resultantes
se denominan en el presente documento AAV8.TBG.hIDUA o AAV2/8.TBG.hIDUA. En determinadas ubicaciones, las
particulas de AAV recombinantes se denominan AAV8.TBG.hIDUAco o AAV2/8.TBG.hIDUAco. El plasmido contiene
ademas la ITR 5' AAV2, repeticiones en tandem de los potenciadores alfa mic/bic, el promotor TBG, una secuencia de
intrones de Promega, el gen IDUA humano modificado de SEQ ID NO: 1, una poli A de globulina de conejo y una ITR
AAV2 - 3'.

Ejemplo 2 -
A. Ensayos basados en células

Las células HEK 293 se mantuvieron en medio de crecimiento que contenia Medio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM; Gibco®, Life Technologies™) con suero bovino fetal al 5 % (FBS; XXX), 1 % de penicilina/estreptomicina (p/s;
Life Technologies ™). Las transfecciones de ADN plasmidico se llevaron a cabo usando Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen™, Life Technologies™) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. En resumen, las células se
colocaron en placas a una densidad de 5x1075 células/pocillo en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos en medio
de transfeccion (DMEM + 5 % de FBS, sin p/s) y se dej6 adherir durante la noche a 37 °C en 5 % de CO2. Al dia
siguiente, las células se verificaron para una confluencia del 90-95 % y los medios se renovaron. El ADN plasmidico y
Lipofectamine™ 2000 se diluyeron con medio de suero reducido Opti-MEM | ® (sin suero) para una relacion final de
1:2,5 (ADN: Lipofectamine™ 2000). La solucién de transfeccién Lipofectamine™ 2000 se incubé durante cinco minutos
a 22 °C antes de mezclarla con la solucion de ADN. Esta mezcla final de transfeccion que contiene la solucién de
ADN: Lipofectamine™ 2000 se incubé mas durante 20 minutos (22 °C) antes de la adicién a los pocillos que contenian
células y medios. Las células simuladas no recibieron ADN plasmidico y se utilizé un plasmido que codifica para eGFP
como control de transfeccion. Se transfectaron tres pocillos para cada construccion probada. Las células se incubaron
a 37 °C en 5% de CO2; los medios fueron reemplazados por medios de crecimiento cuatro horas después. El
contenido de cada pocillo se cosechd 72 horas mas tarde y se recogié a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Las
células se resuspendieron en 100 pl/pocillo de tampén de lisis (0,2 % Triton X-100, 0,9 % NaCl, pH 4,0) y se
congelaron/descongelaron tres veces con agitacion vorticial. Ademas, los lisados se trataron con benzonasa durante
30 minutos a 37 °C antes de la congelacion/descongelacion final. Los restos celulares se sedimentaron a 10 000 pm
(4 °C) durante 10 minutos y los lisados celulares clarificados finales se colocaron en hielo y se analizaron
inmediatamente para determinar la actividad enzimatica.

B. Lisis de tejidos y extraccion de proteinas

Los tejidos congelados se semi-descongelaron en una caja sobre una cama de hielo seco y se cortaron pequefios
trozos de tejido humedo (~20 mg, ~10 mg de bazo) en una pequefia placa de Petri. Los tejidos pre-procesados se
sumergieron en un Eppendorf de 2 ml con 1 ml de tampdn de lisis (0,2 % Triton X-100, 0,9 % NaCl, pH 4,0) y una perla
de acero de 5 mm. Las muestras se homogeneizaron en un tisularizador a 30 Hz durante 2 minutos. Las muestras
homogeneizadas se centrifugaron brevemente a 6000 rpm durante 30 segundos y se retiraron las perlas de acero de
5 mm. Los lisados tisulares se interrumpieron aiin mas sometiendo a ultrasonidos usando un microhorn de 1-1/16" de
diametro y se congelaron durante la noche a -80° C. Las muestras procesadas se descongelaron al dia siguiente a
22 °C y se clarificaron por centrifugaciéon (10 000 rpm/10 minutos/4 °C). Las capas de lipidos flotantes del cerebro u
otros tejidos grasos, se aspiraron antes del ensayo. Las muestras se almacenaron en hielo himedo y se ensayaron
inmediatamente para determinar la actividad enzimatica.

C. Estimacion de proteinas

La proteina total se estim6 utilizando el ensayo de Bradford basado en Coomassie (Thermo Scientific) siguiendo el
protocolo del fabricante. En resumen, se configuré una curva patrén usando albdmina de suero bovino (BSA) para
generar un intervalo de trabajo de 1-25 pug/ml y un blanco que representa el tampoén de dilucién de proteina sin BSA.
Las muestras se diluyeron dos veces de 1/300 -1/1200 y se mezclaron en una proporcion 1:1 de proteina diluida:
Reactivo Bradford en una placa de fondo plano de 96 pocillos. Se permitié que las muestras se equilibraran a 22 °C
durante 15 minutos y se recogieron los valores de absorbancia en un lector de placas a la longitud de onda sugerida
de 595 nm. Los valores brutos se convirtieron en concentraciones de pg/ml utilizando la curva patrén con correccion
del blanco. Las cantidades de microgramos después se convirtieron y se informaron en miligramos.

D. Ensayos de actividad enzimatica
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La actividad de la enzima IDUA se ensay6 usando acido 4-metillumbeliferil alfa-L-idopranosidurénico, Sal de
ciclohexilamonio (4-MU-Ido; Toronto Research Chemicals, Inc.) como sustrato de acuerdo con métodos publicados
previamente [Kakkis et al, Mol Genet Metab, marzo de 2001; 72(3): 199-208]. En resumen, 5-15 pl de lisados, o suero,
se llevaron hasta 100 pl con agua doblemente destilada (ddH20) y 100 pl de sustrato 4-MU-Ido 100 pM, diluido con
tampdn de reaccion (acetato sédico 0,1 M, pH 3,5, NaCl 0,15 M, 0,05 % de Triton X-100) se combind en una cubeta
de metilacrilato (Thermo Scientific). Las reacciones se incubaron durante 1-3 horas en un bafio de agua a 37 °C y
terminaron con la adicion de un tampoén de parada 1x (glicina 290 mM, carbonato sédico 180 mM, pH 10,5). Los
productos se leyeron en un QuantiFluor™-ST (Promega) a través del canal UV (Ex 365 nm, Em 440 - 470 nm). Los
valores de fluorescencia en bruto se registraron y se convirtieron a nmol/ml/h usando una curva patrén de cantidades
conocidas de 4-Metilmbeliferona (M-5410; Biosynth®). Los lisados de células y tejidos se normalizaron a valores de
proteina estimados (nmol/mg/h; véase la seccion de métodos titulada "estimacién de proteinas").

E. Extraccion de ADN y andlisis de copia gendmica

Se us6 PCR Tagman para determinar la carga de ADN del vector en células diploides. Para la deteccion y
cuantificacion de genomas de vectores por PCR en tiempo real, el ADN celular total se extrajo de los tejidos usando
un Mini Kit de ADN QlAamp (Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.). Los conjuntos de cebadores y sondas se disefiaron para
dirigirse a la region nRBG poliA del vector, usando las siguientes secuencias; directa: GCCAAAAATTATGGGGACAT,
inversa: ATTCCAACACACTATTGCAATG, sonda: 6FAM-ATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCT-TAMRA. Las
curvas patron para la cuantificacion del genoma del vector se establecieron con los plasmidos cis usados para la
produccién del vector correspondiente. La PCR se realiz6 con una mezcla maestra universal de PCR TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) con 200 ng de ADN celular total como molde, cebadores 300 nM y sondas
200 nM cada uno. Los ciclos fueron durante 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15sa 95 °Cy 1 min a 60 °C.

F. Inmunotransferencia

La inmunotransferencia se realiz6 de acuerdo con métodos convencionales. En resumen, se usé el sistema de gel
NuPAGE (Life Technologies), geles bis-tris 4-12 %. La transferencia fue después de 30 minutos a 20V a una
membrana de PVDF. El bloque fue 10 % de NFDM en T-PBS (durante la noche). EI MAb primario fue IDUA anti-
humano de ratén 1:300 (1,5 horas); 1 % de NFDM en T-PBS. Secundario: Conejo anti-ratén unido a HRP 1:3000 (1 h);
1 % de NFDM en la deteccion de T-PBS fue por el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Thermo
Scientific), 30 segundos de exposicién en pelicula de rayos X.

Ejemplo 3 - Estudios in vivo en ratones y perros

Pueden encontrarse deficiencias de IDUA en perros, permitiendo el estudio de la enfermedad y las terapias en un
animal grande. Los perros MPS | portan una mutacion recesiva (nula) en el gen IDUA, en donde una mutacién G>A
en el sitio de corte y empalme del donador del intrén 1 crea un codén de terminacién prematuro en la unién exén-intron
[Menon, K.P., P.T. Tieu y E.F. Neufeld, Architecture of the canine IDUA gene and mutation underlying canine
mucopolysaccharidosis I. Genomics, 1992. 14(3): p. 763-8.]. El curso de la enfermedad en el perro es analogo al
sindrome de Hurler-Scheie; las manifestaciones de la enfermedad incluyen enfermedad esquelética significativa,
incluyendo deformidad en el pecho.

El analisis de GAG en orina es un marcador bioquimico usado para determinar la efectividad de los tratamientos para
MPS | en el entorno clinico.

La acumulaciéon de glucosaminoglucanos (GAG) se evalud en los érganos principales mediante tincién con azul de
Alcian (pH 1) de secciones de parafina. La acumulacion de GAG sin procesar dentro de las células se visualiza
particularmente bien en secciones delgadas de 1 um de tejidos embebidos en plastico tefiidos con azul de toluidina.
Secciones delgadas (1 um) de tejidos embebidos en epon, tefido con azul de toluidina. Esto muestra células que
contienen material de almacenamiento ("células espumosas, de esponja”).

La inmunohistoquimica se realizd con anticuerpo contra gangliésido GM3 en el cerebro. Muestra almacenamiento
anormal de GM3 en neuronas. La corteza se evaluo en perros y la corteza e hipotdlamo en ratones. La expresion de
IDUA humana en el higado se evalu6 por inmunofluorescencia.

A. Estudios con ratones

Se prepard hIDUA modificado con AAV8.TBG como se describe en el Ejemplo 1. Los ratones (aproximadamente 3
meses) se inyectaron por via intravenosa a dosis de aproximadamente 1 x10'' GC, 3 x 10" GC, 3 x 10° GC, 1 x10°
GC y se evaluaron ~ 2 semanas después de la inyeccion.

Los resultados mostraron una ausencia disminuida o completa de tincion de GAG en los animales a los que se les

administré 1 x 10", 3 x 10"y 3 x 10°. En estos animales, se observé una disminucién o ausencia total de lesiones de
almacenamiento en secciones delgadas.
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En los animales dosificados a 1 x 10°, el almacenamiento de GAG se ve mas o menos como en ratones no tratados y
las lesiones de almacenamiento se ven mas 0 menos como en ratones no tratados

Para almacenamiento de GM3, solo se evaluaron los animales dosificados en 1 x 10" GC y 3 x 10° GC, y se observd
una mejora muy débil en el almacenamiento de GM3 en las neuronas.

Se observd una fuerte expresion (100 % de hepatocitos) de IDUA en animales dosificados a 1 x 10'" GC. Esto cae
con dosis més bajas, con muy pocos hepatocitos positivos visibles a 1 x 10° GC.

B. Estudios caninos

Se prepar6 hIDUA modificado con AAV8.TBG como se describe en el Ejemplo 1. Los perros (de aproximadamente 8
meses de edad) fueron inyectados por via intravenosa a una dosis de 1 x10'" GC y evaluados después de cuatro
meses después de la inyeccién (es decir, 1 afio de edad).

Este estudio muestra la reversion de las lesiones de almacenamiento. Mas particularmente, el aclaramiento
practicamente completo del almacenamiento de GAG en todos los érganos principales se observa mediante la tincién
de azul Alcian. No se observan lesiones de almacenamiento en secciones delgadas de corazén, rifidn o higado. Se
observa una reduccién o eliminacién completa de la acumulacién de GM3 en las neuronas. La expresion de IDUA en
el higado se observa por inmunofluorescencia en > 95 % de los hepatocitos.

Ejemplo 4 - Tratamiento de Hurler-Scheie con AAV2/8.TBG.hIDUA

La transferencia de genes mediada por AAV8 de IDUA se evaluara en pacientes con Hurler-Scheie. Los sujetos
recibirian una Unica infusidon de vector en una vena periférica que, segun los datos preclinicos, deberia conducir a una
produccion estable de la enzima a niveles cercanos a los obtenidos en sujetos normales. El ensayo puede implicar
diferentes dosis de vector, por ejemplo, 3x10"" GC/kg; 1x10'2 GC/kg; 3x10'2 GC/kg y por favor afadir el intervalo de
dosis. La evaluacion mas no invasiva de la efectividad es el nivel de GAG en orina que estan elevados en la
enfermedad y parcialmente corregidos después de la ERT. El injerto transgénico y su nivel de expresiéon se
determinaran midiendo IDUA en suero. Los GAG en orina también se mediran antes y después de la terapia génica.

(Texto independiente de listado de secuencias)

La siguiente informacién se proporciona para secuencias que contienen texto independiente de secuencias con el
identificador numérico <223>.

SEQ ID NO: (que contiene texto Texto independiente bajo <223>
independiente)
SEQID NO: 3 <220>

<221> region de repeticion
_<222> (1)..(130)
<223>5'ITR

<220>

<221> potenciador
<222> (221)..(320)
<223> Alfa mic/bik

<220>

<221> potenciador
<222> (327)..(426)
<223> Alfa mic/bik

<220>

<221> promotor
<222> (442)..(901)
<223> promotor TBG

<220>
<221> sefnal TATA
<222> (885)..(888)
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(continuacion)

SEQ ID NO: (que contiene texto
independiente)

Texto independiente bajo <223>

<220>

<221> Intrén

<222> (1027)..(1159)
<223> intrén 1

<220>

<221> CDS

<222> (1251)..(3212)
<223> alfa-L-IDUE humana

<220>
<221> sefal poliA
_ <222> (3261)..(3387)

<220>

<221> region de repeticion

<222> (3476)..(3605)

<223> 3' ITR (ubicada en el complemento)

<220>

<221> origen de rep

<222> (3782)..(4220)

<223> f1\ori (ubicado en el complemento)

<220>

<221> origen de rep

<222> (4249)..(4891)

<223> pUC\origen de replicacion

<220>

<221> misc_feature

<222> (5566)..(6381)

<223> resistencia a kanamicina ubicada en la cadena
complementaria

Una lista de secuencias marcada "Z6622PCT_ST25.ixt" se archiva en este documento en forma electrénica. Aunque
la invencién anterior se ha descrito con cierto nivel de detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines de claridad de
entendimiento, sera evidente para los expertos en la materia, a la luz de las ensefianzas de la presente invencion, que
pueden hacerse determinados cambios y modificaciones de la misma sin apartarse del alcance de las reivindicaciones

adjuntas.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Los Fideicomisarios de la Universidad de Pensilvania

<120> Composiciones y métodos para tratar MPS1

<130> UPN-Z6622

<150> 61/788724
<151> 15/03/2013

<160> 17

<170> PatentIn version 3,5
<210> 1

<211> 1971

<212> ADN
<213> humano

<220>
<221> CDS
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<222> (1)..(1971)

<400> 1

atg
Met
1

ctg

Leu

cat
His

agc
Ser

gtg
Val
65

ccce
Pro

gtg
Val

cac
His

ggc
Gly

gac

cgg
Arg

ctg
Leu

gtg
Val

acc
Thr
50

ctg

Leu

cac
His

aca
Thr

ctg
Leu

ttc
Phe
130

aag

cece
Pro

gct
Ala

gat
Asp
35

ggc
Gly

agc
Ser

aga
Arg

acc
Thr

gac
Asp
115

gag
Glu

cag

ctg
Leu

gce
Ala
20

gce
Ala

ttt
Phe

tgg
Trp

ggc
Gly

cgg
Arg
100

ggc
Gly

ctg
Leu

caa

agg
Arg

cct
Pro

gce
Ala

tgc
Cys

gac
Asp

atc
Ile
85

ggc
Gly

tac
Tyr

atg
Met

gtc

cct
Pro

cct
Pro

aga
Arg

cece
Pro

cag
Gln
70

aaa
Lys

tcc
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly

ttt

aga
Arg

gtg
Val

gce
Ala

cca
Pro
55

cag

Gln

cag
Gln

acc
Thr

gac
Asp

agc
Ser
135

gag

ES 2805355713

gct
Ala

gce
Ala

ctg
Leu
40

ctg

Leu

ctg
Leu

gtg
Val

ggc
Gly

ctg
Leu
120

gce
Ala

tgg

gct
Ala

cct
Pro
25

tgg
Trp

cct
Pro

aac
Asn

aga
Arg

aga
Arg
105

ctg
Leu

agc
Ser

aag

ctg
Leu
10

gce
Ala

cct
Pro

cac
His

ctg
Leu

acc
Thr
90

ggc
Gly

aga
Arg

ggc
Gly

gac

14

ctg
Leu

gaa
Glu

ctg
Leu

agc
Ser

gce
Ala
75

cac
His

ctg
Leu

gag
Glu

cac
His

ctg

gca
Ala

gce
Ala

cgg
Arg

cag
Gln
60

tac

Tyr

tgg
Trp

agc
Ser

aac
Asn

ttc
Phe
140

gtg

ctg
Leu

cct
Pro

aga
Arg
45

gcc

Ala

gtg
Val

ctg
Leu

tac
Tyr

cag
Gln
125

acc
Thr

tcc

ctg
Leu

cac
His
30

ttc
Phe

gac
Asp

ggc
Gly

ctg
Leu

aac
Asn
110

ctg
Leu

gac
Asp

agc

gce
Ala
15

ctg

Leu

tgg
Trp

cag
Gln

gce
Ala

gaa
Glu
95

ttc
Phe

ctg
Leu

ttc
Phe

ctg

agt
Ser

gtg
Val

cgg
Arg

tac
Tyr

gtg
Val
80

ctg
Leu

acc
Thr

cece
Pro

gag
Glu

gcc

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



Asp
145

aga
Arg

ttc
Phe

atg
Met

ctg
Leu

ttc
Phe
225

tgc
Cys

gac
Asp

ctg
Leu

aag
Lys

gga
Gly
305

atg
Met

acc
Thr

ctg
Leu

ttc
Phe

ccec
Pro
385

Lys

cgg
Arg

gag
Glu

acc
Thr

aga
Arg
210

cac
His

cac
His

tac
Tyr

gaa
Glu

ttc
Phe
290

tgg
Trp

gtg
vVal

acc
Thr

agc
Ser

cag
Gln
370

gtg
vVal

Gln

tac
Tyr

aca
Thr

atg
Met
195

gcc
Ala

acc
Thr

gac
Asp

atc
Ile

cag
Gln
275

gcc
Ala

tca
Ser

gtg
Val

agc
Ser

tac
Tyr
355

gtg
Val

ctg
Leu

Gln

atc
Ile

tgg
Trp
180

cag
Gln

gcc
Ala

cce
Pro

ggc
Gly

agc
Ser
260

gaa
Glu

gac
Asp

ctg
Leu

aaa
Lys

gcc
Ala
340

cac

His

aac
Asn

acc
Thr

Val

ggc
Gly
165

aac
Asn

ggc
Gly

agt
Ser

cce
Pro

acc
Thr
245

ctg
Leu

aag
Lys

acc
Thr

cct
Pro

gtg
Val
325

ttc
Phe

cce
Pro

aac
Asn

gct
Ala

Phe
150

aga
Arg

gag
Glu

ttt
Phe

cct
Pro

aga
Arg
230

aat
Asn

cac
His

gtc
Val

ccc
Pro

cag
Gln
310

atc
Ile

cct
Pro

cac
His

acc
Thr

atg
Met
390

Glu

tac
Tyr

ccc
Pro

ctg
Leu

gce
Ala
215

agc
Ser

tte
Phe

cgg
Arg

gtc
Val

atc
Ile
295

cct
Pro

gcc
Ala

tac
Tyr

cce
Pro

aga
Arg
375

gga
Gly
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Trp

gga
Gly

gac
Asp

aac
Asn
200

ctg
Leu

cce
Pro

tte
Phe

aag
Lys

gcc
Ala
280

tac
Tyr

tgg
Trp

cag
Gln

gcc
Ala

tte
Phe
360

cce
Pro

ctg
Leu

Lys

ctg
Leu

cac
His
185

tac
Tyr

aga
Arg

ctg
Leu

acc
Thr

gge
Gly
265

cag
Gln

aac
Asn

aga
Arg

cat
His

ctg
Leu
345

gcc
Ala

cce
Pro

ctg
Leu

Asp

gce
Ala
170

cac
His

tac
Tyr

ctg
Leu

agce
Ser

ggce
Gly
250

gce

Ala

cag
Gln

gac
Asp

gce
Ala

cag
Gln
330

ctg
Leu

cag
Gln

cac
His

gct
Ala

15

Leu
155

cac
His

gac
Asp

gac
Asp

gge
Gly

tgg
Trp
235

gag
Glu

aga
Arg

atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp
315

aac
Asn

agc
Ser

aga
Arg

gtg
Val

ctg
Leu
395

val

gtg
vVal

ttc
Phe

gcc
Ala

gga
Gly
220

ggc
Gly

gcc
Ala

agce
Ser

cgg
Arg

gcc
Ala
300

gtg
vVal

ctg
Leu

aac
Asn

acc
Thr

cag
Gln
380

ctg
Leu

Ser

tce
Ser

gac
Asp

tgc
Cys
205

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser

cag
Gln
285

gac
Asp

acc
Thr

ctg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu
365

ctg

Leu

gac
Asp

Ser

aag
Lys

aac
Asn
190

tcc
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

gtg
Val

atc
Ile
270

ctg
Leu

ccc
Pro

tac
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn
350

acc

Thr

ctg
Leu

gag
Glu

Leu

tgg
Trp
175

gtg
val

gag
Glu

gat
Asp

aga
Arg

cgg
Arg
255

agce
Ser

ttc
Phe

ctg
Leu

gce
Ala

gcce
Ala
335

gce

Ala

gcc
Ala

aga
Arg

gaa
Glu

Ala
160

aac
Asn

tca
Ser

ggc
Gly

agc
Ser

cac
His
240

ctg
Leu

atc
Ile

cce
Pro

gtg
Val

gct
Ala
320

aac
Asn

tte
Phe

cgg
Arg

aag
Lys

cag
Gln
400

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



ctg
Leu

aca
Thr

gct
Ala

cac
His

cca
Pro
465

tgc
Cys

acc
Thr

gct
Ala

gct
Ala

gag
Glu
545

cag
Gln

tgc
Cys

acc
Thr

ccc
Pro

tac
Tyr
625

gtg
Val

tagg
Trp

gtg
Val

tgg
Trp

ccec
Pro
450

ggc
Gly

agc
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

ctg
Leu
530

aag
Lys

ggc
Gly

ctg
Leu

cce
Pro

gat
Asp
610

tgg
Trp

cccC
Pro

ccg
Pro

gcc
Ala

ggc
Gly

cgg
Arg
435

aac
Asn

cct
Pro

ccc
Pro

gag
Glu

cct
Pro
515

aga
Arg

cct
Pro

cag
Gln

tagg
Trp

gtg
Val
595

aca

Thr

gcc
Ala

gtg
Val

gaa
Glu

gtg
Val
420

gct
Ala

aga
Arg

gga
Gly

gac
Asp

cag
Gln
500

aga
Arg

ctg
Leu

cce
Pro

ctg
Leu

acc
Thr
580

tce

Ser

ggc
Gly

aga
Arg

cct
Pro

gtg
vVal
405

ctg
Leu

gcc
Ala

tce
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly
485

ttc
Phe

cct
Pro

cct
Pro

ggc
Gly

gtg
Val
565

tac
Tyr

cgg
Arg

gce
Ala

cce
Pro

aga
Arg
645

tcc
Ser

gcc
Ala

gtg
vVal

gtg
val

gtg
vVal
470

gaa
Glu

cgg
Arg

ctg
Leu

agt
Ser

cag
Gln
550

ctg
Leu

gag
Glu

aag
Lys

gtg
Val

ggc
Gly
630

ggc
Gly

cag
Gln

tce
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala
455

tac
Tyr

tagg
Trp

cgg
Arg

cct
Pro

ctg
Leu
535

gtg
Vval

gtg
Val

atc
Ile

cce
Pro

tce
Ser
615

cct
Pro

ccc
Pro

ES 2805355713

gcc
Ala

gcc
Ala

atc
Ile
440

gtg
val

gtg
val

cgce
Arg

atg
Met

gct
Ala
520

ctg
Leu

aca
Thr

tgg
Trp

cag
Gln

agc
Ser
600

ggc
Gly

tte
Phe

cct
Pro

ggc
Gly

cac
His
425

tac
Tyr

acc
Thr

acc
Thr

aga
Arg

aga
Arg
505

ggce
Gly

ctg
Leu

aga
Arg

tce
Ser

ttc
Phe
585

acc

Thr

tect
Ser

agc
Ser

agc
Ser

acc
Thr
410

aga
Arg

gcc
Ala

ctg
Leu

aga
Arg

ctg
Leu
490

gcc
Ala

ggc
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

gat
Asp
570

agc

Ser

ttc
Phe

tat
Tyr

gac
Asp

ccc
Pro
650

16

gtg
Vval

cct
Pro

agc
Ser

cgg
Arg

tac
Tyr
475

ggc
Gly

gct
Ala

aga
Arg

cac
His

aga
Arg
555

gag
Glu

cag
Gln

aac
Asn

aga
Arg

cce
Pro
635

ggc
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu
460

ctg
Leu

aga
Arg

gag
Glu

ctg
Leu

gtg
Vval
540

gcc
Ala

cac
His

gac
Asp

ctg
Leu

gtg
val
620

gtg
val

aac
Asn

gac
Asp

gga
Gly

gat
Asp
445

aga
Arg

gac
Asp

cct
Pro

gat
Asp

acc
Thr
525

tgc
Cys

ctg
Leu

gtg
Vval

ggc
Gly

tte
Phe
605

cgg
Arg

cce
Pro

cct
Pro

agc
Ser

cce
Pro
430

acc
Thr

ggc
Gly

aac
Asn

gtg
val

cct
Pro
510

ctg
Leu

gcc
Ala

ccc
Pro

ggc
Gly

aag
Lys
590

gtg
vVal

gece
Ala

tac
Tyr

tga

aat
Asn
415

gcc
Ala

aga
Arg

gtg
vVal

ggc
Gly

ttc
Phe
495

gtg
val

agg
Arg

agg
Arg

ctg
Leu

agc
Ser
575

gcc
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

ctg
Leu

gtc
Val

cat
His

gat
Asp

gce
Ala

cca
Pro

ctg
Leu
480

ccce
Pro

gct
Ala

cce
Pro

cce
Pro

acc
Thr
560

aag
Lys

tac
Tyr

agc
Ser

gac
Asp

gaa
Glu
640

gac
Asp
655

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

1971
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<210> 2
<211> 653
<212> PRT
<213> humano

<400> 2
Met Arg Pro Leu Arg Pro Arg Ala Ala Leu Leu Ala Leu Leu Ala Ser
1 5 10 15

Leu Leu Ala Ala Pro Pro Val Ala Pro Ala Glu Ala Pro His Leu Val
20 25 30

His Val Asp Ala Ala Arg Ala Leu Trp Pro Leu Arg Arg Phe Trp Arg

Ser Thr Gly Phe Cys Pro Pro Leu Pro His Ser Gln Ala Asp Gln Tyr
50 55 60

Val Leu Ser Trp Asp Gln Gln Leu Asn Leu Ala Tyr Val Gly Ala Val
65 70 75 80

Pro His Arg Gly Tle Lys Gln Val Arg Thr His Trp Leu Leu Glu Leu
85 90 95

Val Thr Thr Arg Gly Ser Thr Gly Arg Gly Leu Ser Tyr Asn Phe Thr
100 105 110

His Leu Asp Gly Tyr Leu Asp Leu Leu Arg Glu Asn Gln Leu Leu Pro
115 120 125

Gly Phe Glu Leu Met Gly Ser Ala Ser Gly His Phe Thr Asp Phe Glu
130 135 140

Asp Lys Gln Gln Val Phe Glu Trp Lys Asp Leu Val Ser Ser Leu Ala
145 150 155 160

Arg Arg Tyr Ile Gly Arg Tyr Gly Leu Ala His Val Ser Lys Trp Asn
165 170 175

Phe Glu Thr Trp Asn Glu Pro Asp His His Asp Phe Asp Asn Val Ser
180 185 190

Met Thr Met Gln Gly Phe Leu Asn Tyr Tyr Asp Ala Cys Ser Glu Gly
195 200 205

17



Leu

Phe

225

Cys

Asp

Leu

Lys

Gly

305

Met

Thr

Leu

Phe

Pro

385

Leu

Thr

Ala

His

Arg

210

His

His

Tyr

Glu

Phe

290

Trp

vVal

Thr

Ser

Gln

370

Val

Trp

Val

Trp

Pro

Ala

Thr

Asp

Ile

Gln

275

Ala

Ser

Val

Ser

Tyr

355

Val

Leu

Ala

Gly

Arg

435

Asn

Ala

Pro

Gly

Ser

260

Glu

Asp

Leu

Lys

Ala

340

His

Asn

Thr

Glu

Val

420

Ala

Arg

Ser

Pro

Thr

245

Leu

Lys

Thr

Pro

Val

325

Phe

Pro

Asn

Ala

Val

405

Leu

Ala

Ser

ES 2805355713

Pro

Arg

230

Asn

His

vVal

Pro

Gln

310

Ile

Pro

His

Thr

Met

390

Ser

Ala

val

val

Ala

215

Ser

Phe

Arg

Val

Ile

295

Pro

Ala

Tyr

Pro

Arg

375

Gly

Gln

Ser

Leu

Ala

Leu

Pro

Phe

Lys

Ala

280

Tyr

Trp

Gln

Ala

Phe

360

Pro

Leu

Ala

Ala

Ile

440

vVal

Arg

Leu

Thr

Gly

265

Gln

Asn

Arg

His

Leu

345

Ala

Pro

Leu

Gly

His

425

Tyr

Thr

18

Leu

Ser

Gly

250

Ala

Gln

Asp

Ala

Gln

330

Leu

Gln

His

Ala

Thr

410

Arg

Ala

Leu

Gly

Trp

235

Glu

Arg

Ile

Glu

Asp

315

Asn

Ser

Arg

Val

Leu

395

Val

Pro

Ser

Arg

Gly

220

Gly

Ala

Ser

Arg

Ala

300

Val

Leu

Asn

Thr

Gln

380

Leu

Leu

Gln

Asp

Leu

Pro

Leu

Gly

Ser

Gln

285

Asp

Thr

Leu

Asp

Leu

365

Leu

Asp

Asp

Gly

Asp

445

Arg

Gly

Leu

vVal

Ile

270

Leu

Pro

Tyr

Leu

Asn

350

Thr

Leu

Glu

Ser

Pro

430

Thr

Gly

Asp

Arg

Arg

255

Ser

Phe

Leu

Ala

Ala

335

Ala

Ala

Arg

Glu

Asn

415

Ala

Arg

Val

Ser

His

240

Leu

Ile

Pro

Val

Ala

320

Asn

Phe

Arg

Lys

Gln

400

His

Asp

Ala

Pro



10

Pro
465

Cys

Thr

Ala

Ala

Glu

545

Gln

Cys

Thr

Pro

Tyr

625

Val

<210> 3
<211> 6863
<212> ADN

450

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

530

Lys

Gly

Leu

Pro

Asp

610

Trp

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

515

Arg

Pro

Gln

Trp

Val

595

Thr

Ala

Val

Gly

Asp

Gln

500

Arg

Leu

Pro

Leu

Thr

580

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

485

Phe

Pro

Pro

Gly

Val

565

Tyr

Arg

Ala

Pro

Arg
645

<213> plasmido que lleva hIDUA

<220>

<221> regién de repeticion
<222> (1)..(130)

<223>5'ITR

<220>

<221> potenciador

ES 2805355713

Val

470

Glu

Arg

Leu

Ser

Gln

550

Leu

Glu

Lys

Val

Gly

630

Gly

455

Tyr

Trp

Arg

Pro

Leu

535

Val

Val

Ile

Pro

Ser

615

Pro

Pro

Val

Arg

Met

Ala

520

Leu

Thr

Trp

Gln

Ser

600

Gly

Phe

Pro

Thr

Arg

Arg

505

Gly

Leu

Arg

Ser

Phe

585

Thr

Ser

Ser

Ser

19

Arg

Leu

490

Ala

Gly

Val

Leu

Asp

570

Ser

Phe

Tyr

Asp

Pro
650

Tyr

475

Gly

Ala

Arg

His

Arg

555

Glu

Gln

Asn

Arg

Pro

635

Gly

460

Leu

Arg

Glu

Leu

Val

540

Ala

His

Asp

Leu

Val

620

Val

Asn

Asp

Pro

Asp

Thr

525

Cys

Leu

Val

Gly

Phe

605

Arg

Pro

Pro

Asn

Val

Pro

510

Leu

Ala

Pro

Gly

Lys

590

Val

Ala

Tyr

Gly

Phe

495

Val

Arg

Arg

Leu

Ser

575

Ala

Phe

Leu

Leu

Leu

480

Pro

Ala

Pro

Pro

Thr

560

Lys

Tyr

Ser

Asp

Glu
640



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2805355713

<2225 (221)..(320)
<223> Alfa mic/bik

<220>

<221> potenciador
<222> (327)..(426)
<223> Alfa mic/bik

<220>

<221> promotor
<222> (442)..(901)
<223> promotor TBG

<220>
<221> sefnal TATA
<222> (885)..(888)

<220>

<221> Intrén

<222> (1027)..(1159)
<223> intrén 1

<220>

<221> CDS

<222> (1251)..(3212)
<223> alfa-L-IDUE humana

<220>
<221> senal poli(A)
<222> (3261)..(3387)

<220>

<221> regién de repeticion

<222> (3476)..(3605)

<223> 3' ITR (ubicada en el complemento)

<220>

<221> origen de rep

<222> (3782)..(4220)

<223> f1\ori (ubicado en el complemento)

<220>

<221> origen de rep

<222> (4249)..(4891)

<223> pUC\origen de replicacion\

<220>
<221> misc_feature
<222> (5566)..(6381)

<223> resistencia a kanamicina ubicada en la cadena complementaria

<400> 3

ctgecgegete gectcgetcac tgaggeccgece cgggcaaagce
ggtcgcececgg cctcagtgag cgagcgagcg cgcagagagg
aggggttcct tgtagttaat gattaacccg ccatgctact
atcctctaga actatagcta gaattcgccce ttaagctage

gtcaaaagtc caagtggccce ttggcagcat ttactctcetce

20

ccgggegteg ggcecgaccttt
gagtggccaa ctccatcact
tatctaccag ggtaatgggg
aggttaattt ttaaaaagca

tgtttgctect ggttaataat

60

120

180

240

300



ctcaggagca
tggcccttgg
cattccagat
gcatgtataa
ctttccctta
tgctgecetet
agcatggact
ggtctggcag
cttggecttg
aatttataac
tgttgcttte
gtcagtgcett
gggcaggtaa
tcgagacaga
tttgccttte

acttaatacg

cee ctg
Pro Leu

gct
Ala

gcc
Ala
20

gat
Asp
35

gcc
Ala

ttt
Phe

ggc
Gly

agc
Ser

tgg
Trp

aga
Arg

ggc
Gly
85

acc
Thr

cgg
Arg
100

gac ggc

agg
Arg

cct
Pro

gcc
Ala

tgce
Cys

gac
Asp

atc
Ile

ggc
Gly

tac

caaacattcc
cagcatttac
ccggegegec
tttctacaga
aaaaactgcc
tggtgetttt
taaacceccte
ccaaagcaat
gttttgtaca
taagagtgct
tgagagacag
ctgacacaac
gtatcaaggt
gaagactctt
tctccacagg

actcactata

cct
Pro

aga
Arg

cct
Pro

gtg
Val

aga
Arg

gcc
Ala

gct
Ala

gcc
Ala

ctg
Leu

ES 2805355713

agatccaggt
tctctetgtt
agggctggaa
acctattaga
aattccactg
gcctatggee
cagctctgac
cactcaaagt
tcagcectttga
ctagttttgce
ctttattgceg
agtctcgaac
tacaagacag
gcgtttcetga
tgtccactce

ggctagcctce

gct
Ala

ctg
Leu
10

cct
Pro
25

gcc
Ala

cct
Pro

tgg
Trp

40

ccc
Pro

cca
Pro
55

cag
Gln
70

cag
Gln

aaa
Lys

cag
Gln

tce
Ser

acc
Thr

ctg gac

ctg
Leu

ctg
Leu

gtg
val

ggc
Gly

ctg

cct
Pro

cac
His

aac
Asn

ctg
Leu

acc
Thr
90

aga
Arg

aga
Arg
105

ggc
Gly

ctg aga

taatttttaa
tgctectggtt
gctacctttg
aaggatcacc
ctgtttggec
cctattctge
aatcctcttt
tcaaacctta
aaataccatc
aatacaggac
gtagtttatc
ttaagctgceca
gtttaaggag
taggcaccta
cagttcaatt

gagaattcac

ctg
Leu

gca ctg
Ala Leu

cct
Pro

gaa
Glu

gcce
Ala

ctg
Leu

cgg
Arg

aga
Arg
45

agc
Ser

cag
Gln
60

gce
Ala

tac
Tyr

gtg
Val

gce
Ala
75

cac
His

ctg
Leu

tgg
Trp

tac
Tyr

ctg
Leu

agc
Ser

gag aac cag

21

aaagcagtca
aataatctca
acatcatttc
cagcctctge
caatagtgag
ctgctgaaga
ctcttttgtt
tcattttttg
ccagggttaa
atgctataaa
acagttaaat
gaagttggtc
accaatagaa
ttggtcttac
acagctctta
gcgtgccacce

ctg
Leu

gce
Ala
15

cac

His
30

ctg
Leu

tte
Phe

tgg
Trp

gac
Asp

cag
Gln

ggc
Gly

gce
Ala

ctg
Leu

gaa
Glu
95

ttce
Phe

aac
Asn
110

ctg ctg

agt
Ser

gtg
Val

cgg
Arg

tac
Tyr

gtg
Val
80

ctg
Leu

acc
Thr

cce

aaagtccaag
ggagcacaaa
ctctgcgaat
ttttgtacaa
aactttttcce
cactcttgee
ttacatgaag
ctttgttcct
tgectggggtt
aatggaaaga
tgctaacgca
gtgaggcact
actgggcttg
tgacatccac
aggctagagt
atg cgg

Met Arg
1

ctg ctg
Leu Leu

cat
His

gtg
Val

acc
Thr
50

agc
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
65

ccc
Pro

cac
His

aca
Thr

gtg
val

cac
His

ctg
Leu

gge tte

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1256

1304

1352

1400

1448

1496

1544

1592

1640



Asp
115

gag
Glu

cag
Gln

tac
Tyr

aca
Thr

atg
Met
195

gcc
Ala

acc
Thr

gac
Asp

atc
Ile

cag
Gln
275

gcc
Ala

tca
Ser

gtg
vVal

agc
Ser

tac
Tyr
355

ctg
Leu

caa
Gln

atc
Ile

tgg
Trp
180

cag
Gln

gcc
Ala

ccc
Pro

gge
Gly

agce
Ser
260

gaa
Glu

gac
Asp

ctg
Leu

aaa
Lys

gce
Ala
340

cac
His

Tyr

atg
Met

gtc
Val

ggc
Gly
165

aac
Asn

ggc
Gly

agt
Ser

ccc
Pro

acce
Thr
245

ctg
Leu

aag
Lys

acc
Thr

cct
Pro

gtg
Val
325

tte
Phe

ccc
Pro

Leu

ggc
Gly

ttt
Phe
150

aga
Arg

gag
Glu

ttt
Phe

cct
Pro

aga
Arg
230

aat
Asn

cac
His

gtc
Val

cce
Pro

cag
Gln
310

atc
Tle

cct
Pro

cac
His

Asp

agc
Ser
135

gag
Glu

tac
Tyr

ccc
Pro

ctg
Leu

gcc
Ala
215

agc
Ser

tte
Phe

cgg
Arg

gtc
Val

atc
Ile
295

cct
Pro

gcc
Ala

tac
Tyr

ccc
Pro

Leu
120

gce
Ala

tgg
Trp

gga
Gly

gac
Asp

aac
Asn
200

ctg
Leu

ccc
Pro

ttc
Phe

aag
Lys

gce
Ala
280

tac
Tyr

tgg
Trp

cag
Gln

gcc
Ala

ttc
Phe
360

Leu

agc
Ser

aag
Lys

ctg
Leu

cac
His
185

tac
Tyr

aga
Arg

ctg
Leu

acc
Thr

ggec
Gly
265

cag
Gln

aac
Asn

aga
Arg

cat
His

ctg
Leu
345

gcc
Ala
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Arg

gge
Gly

gac
Asp

gcc
Ala
170

cac
His

tac
Tyr

ctg
Leu

agc
Ser

ggc
Gly
250

gce
Ala

cag
Gln

gac
Asp

gce
Ala

cag
Gln
330

ctg

Leu

cag
Gln

Glu

cac
His

ctg
Leu
155

cac
His

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly

tgg
Trp
235

gag
Glu

aga
Arg

atc
Ile

gag
Glu

gac
Asp
315

aac
Asn

agc
Ser

aga
Arg

Asn

tte
Phe
140

gtg
Val

gtg
val

ttc
Phe

gce
Ala

gga
Gly
220

gge
Gly

gce
Ala

agc
Ser

cgg
Arg

gce
Ala
300

gtg
val

ctg
Leu

aac
Asn

acc
Thr

22

Gln
125

acc
Thr

tece
Ser

tce
Ser

gac
Asp

tgc
Cys
205

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

agc
Ser

cag
Gln
285

gac
Asp

acc
Thr

ctg
Leu

gac
Asp

ctg
Leu
365

Leu

gac
Asp

agce
Ser

aag
Lys

aac
Asn
190

tcc
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

gtg
Val

atc
Ile
270

ctg
Leu

cce
Pro

tac
Tyr

ctg
Leu

aac
Asn
350

acc
Thr

Leu

ttc
Phe

ctg
Leu

tgg
Trp
175

gtg
Val

gag
Glu

gat
Asp

aga
Arg

cgg
Arg

255

agc
Ser

ttc
Phe

ctg
Leu

gcc
Ala

gcc
Ala
335

gce

Ala

gcec
Ala

Pro

gag
Glu

gcc
Ala
160

aac
Asn

tca
Ser

ggc
Gly

agc
Ser

cac
His
240

ctg
Leu

atc
Ile

ccc
Pro

gtg
Vval

gct
Ala
320

aac
Asn

ttc
Phe

cgg
Arg

Gly

gac
Asp
145

aga
Arg

ttc
Phe

atg
Met

ctg
Leu

ttc
Phe
225

tgc
Cys

gac
Asp

ctg
Leu

aag
Lys

gga
Gly
305

atg
Met

acc
Thr

ctg
Leu

ttc
Phe

Phe
130

aag
Lys

cgg
Arg

gag
Glu

acc
Thr

aga
Arg
210

cac
His

cac
His

tac
Tyr

gaa
Glu

ttc
Phe
290

tgg
Trp

gtg
Val

acc
Thr

agc
Ser

cag
Gln
370

1688

1736

1784

1832

1880

1928

1976

2024

2072

2120

2168

2216

2264

2312

2360



gtg
Vval

ctg
Leu

gce
Ala

ggc
Gly

cgg
Arg
435

aac
Asn

cct
Pro

cce
Pro

gag
Glu

cct
Pro
515

aga
Arg

cct
Pro

cag
Gln

tgg
Trp

gtg
Val
595

aca
Thr

aac
Asn

acc
Thr

gaa
Glu

gtg
val
420

gct
Ala

aga
Arg

gga
Gly

gac
Asp

cag
Gln
500

aga
Arg

ctg
Leu

cce
Pro

ctg
Leu

acc
Thr
580

tce

Ser

ggce
Gly

aac
Asn

gct
Ala

gtg
vVal
405

ctg
Leu

gce
Ala

tce
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly
485

ttc
Phe

cct
Pro

cct
Pro

ggc
Gly

gtg
Val
565

tac

Tyr

cgg
Arg

gce
Ala

acc
Thr

atg
Met
390

tcec
Ser

gce
Ala

gtg
Vval

gtg
val

gtg
vVal
470

gaa
Glu

cgg
Arg

ctg
Leu

agt
Ser

cag
Gln
550

ctg

Leu

gag
Glu

aag
Lys

gtg
Val

aga
Arg
375

gga
Gly

cag
Gln

tce
Ser

ctg
Leu

gce
Ala
455

tac
Tyr

tgg
Trp

cgg
Arg

cct
Pro

ctg
Leu
535

gtg
val

gtg
Val

atc
Ile

cce
Pro

tece
Ser
615

cce
Pro

ctg
Leu

gce
Ala

gce
Ala

atc
Ile
440

gtg
Val

gtg
Val

cgc
Arg

atg
Met

gct
Ala
520

ctg
Leu

aca
Thr

tgg
Trp

cag
Gln

agc
Ser
600

ggce
Gly

cce
Pro

ctg
Leu

ggc
Gly

cac
His
425

tac
Tyr

acc
Thr

acc
Thr

aga
Arg

aga
Arg
505

ggce
Gly

ctg
Leu

aga
Arg

tce
Ser

ttc
Phe
585

acc
Thr

tect
Ser

ES 2805355713

cac
His

gct
Ala

acc
Thr
410

aga
Arg

gce
Ala

ctg
Leu

aga
Arg

ctg
Leu
490

gce
Ala

ggc
Gly

gtg
Vval

ctg
Leu

gat
Asp
570

agce

Ser

tte
Phe

tat
Tyr

gtg
val

ctg
Leu
395

gtg
val

cct
Pro

agc
Ser

cgg
Arg

tac
Tyr
475

ggc
Gly

gct
Ala

aga
Arg

cac
His

aga
Arg
555

gag
Glu

cag
Gln

aac
Asn

aga
Arg

cag
Gln
380

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

ctg
Leu
460

ctg
Leu

aga
Arg

gag
Glu

ctg
Leu

gtg
Vval
540

gce
Ala

cac
His

gac
Asp

ctg
Leu

gtg
Val
620

23

ctg
Leu

gac
Asp

gac
Asp

gga
Gly

gat
Asp
445

aga
Arg

gac
Asp

cct
Pro

gat
Asp

acc
Thr
525

tgc
Cys

ctg
Leu

gtg
Val

ggc
Gly

tte
Phe
605

cgg
Arg

ctg
Leu

gag
Glu

agc
Ser

cce
Pro
430

acc
Thr

gge
Gly

aac
Asn

gtg
val

cct
Pro
510

ctg
Leu

gce
Ala

cce
Pro

ggc
Gly

aag
Lys
590

gtg
Val

gce
Ala

aga
Arg

gaa
Glu

aat
Asn
415

gce
Ala

aga
Arg

gtg
val

ggc
Gly

tte
Phe
485

gtg
vVal

agg
Arg

agg
Arg

ctg
Leu

agc
Ser
575

gcc
Ala

tte
Phe

ctg
Leu

aag
Lys

cag
Gln
400

cat
His

gat
Asp

gce
Ala

cca
Pro

ctg
Leu
480

cce
Pro

gct
Ala

cce
Pro

cce
Pro

acc
Thr
560

aag

Lys

tac
Tyr

agc
Ser

gac
Asp

cce
Pro
385

ctg
Leu

aca
Thr

gct
Ala

cac
His

cca
Pro
465

tge
Cys

acc
Thr

gct
Ala

gct
Ala

gag
Glu
545

cag
Gln

tgce
Cys

acc
Thr

cce
Pro

tac
Tyr
625

gtg
val

tgg
Trp

gtg
val

tgg
Trp

cce
Pro
450

gge
Gly

agc
Ser

gce
Ala

gce
Ala

ctg
Leu
530

aag
Lys

ggce
Gly

ctg
Leu

CCcC
Pro

gat
Asp
610

tgg
Trp

2408

2456

2504

2552

2600

2648

2696

2744

2792

2840

2888

2936

2984

3032

3080

3128



gce aga ccc
Ala Arg Pro

gtg cct aga
Val Pro Arg

ggc
Gly
630

ggc
Gly

cct
Pro

cce
Pro

ES 2805355713

tte
Phe

gac ccc gtg ccce
Asp Pro Val Pro
635

agc
Ser

cct
Pro

ccc ggc aac cct
Pro Gly Asn Pro

agc
Ser

tac ctg gaa gtg ccc
Tyr Leu Glu Val Pro
640

tga gtcgacccgg

645

gcggcectega
attatgggga
ttttcattge
tctgaatttce
atcattaact
tcgctcactg
tcagtgageg
cgtegtgact
ttegecaget
agcctgaatg
gttacgcgca
ttccecttect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgttcet
gtctattett
ctgatttaac
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccececcegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg

tcttgatceceg

ggacggggtyg
catcatgaag
aatagtgtgt
gaccacccat
acaaggaacc
aggccgggcyg
agcgagcgcg
gggaaaaccc
ggcgtaatag
gcgaatggga
gcgtgaccge
ttctecgecac
tccgatttag
gtagtgggcc
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttcecece
acctgtccge
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcece
gtgctacaga
gtatctgege

gcaaacaaac

650

aactacgect
ccecttgage
tggaattttt
aatacccatt
cctagtgatg
accaaaggtc
cagccttaat
tggcgttace
cgaagaggcc
cgegecctgt
tacacttgce
gttcgcegge
tgctttacgg
atcgccctga
actcttgttce
agggattttg
cgcgaatttt
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctccct
ggtgtaggtc
ctgecgectta
actggcagceca
gttcttgaag
tctgectgaag

caccgetggt

gaggatccga
atctgactte
tgtgtctcte
accctggtag
gagttggcca
gcccgacgec
taacctaatt
caacttaatc
cgcaccgatce
agcggcgecat
agcgccctag
tttccecgte
cacctcgacc
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttegg
aacaaaatca
ctggegtttt
cagaggtggc
ctcgtgeget
tcgggaagcg
gttcgetcca
tceggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct

agcggtggtt

24

tetttttece
tggctaataa
actcggaagce
ataagtagca
ctcectetet
cgggectttge
cactggeccegt
gccttgecage
gccctteccea
taagcgegge
cgcecgetee
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttcgeeettt
caacactcaa
cctattggtt
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctcctgttece
tggcgcttte
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag

tttttgtttg

tctgeccaaaa
aggaaattta
aattegttga
tggcgggtta
gcgecgcetege
ccgggcggec
cgttttacaa
acatcccecct
acagttgcge
gggtgtggtg
tttegettte
tcgggggete
tgattagggt
gacgttggag
ccctatcteg
aaaaaatgag
aggccagcaa
ccgeccecceect
aggactataa
gaccctgcceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagce

caagcagcag

3176

3222

3282

3342

3402

3462

3522

3582

3642

3702

3762

3822

3882

3942

4002

4062

4122

4182

4242

4302

4362

4422

4482

4542

4602

4662

4722

4782

4842



attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
accaccattt
acaccctgag
cggtcgagcet
agcccttecee
acccctgeat
aggcctgaat
tgttgtaggt
tgtecgggaag
gcegecegtee
tgattagaaa
aataccatat
ccataggatg
acctattaat
gactgaatcc
ccagccatta
ttgegectga
cgaatgcaac
atattcttet
atcatcagga
gtttagtcetg
aaacaactct
gacattatcg
cggcctegag
tatgtaagca
tcagagattt
tattaccgecce
gtcagtgage
gccgattcat

caacgcaatt

gaaaaaaagg
acgaaaactc
tcecttttgat
gccccatate
catcaaactc
tcttcaccag
gatctgttga
ctttgagcgce
cgccccatca
ggaccagttg
atgcgtgatc
cgtcaagtca
aactcatcga
ttttgaaaaa
gcaagatcct
tteccectegt
ggtgagaatg
cgctegtceat
gcgagacgaa
cggcgcagga
aatacctgga
gtacggataa
accatctcat
ggcgcatcgg
cgagcccatt
caagacgttt
gacagtttta
tgagacacca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct

aatgtgagtt

ES 2805355713

atctcaagaa
acgttaaggg
ccteeggegt
accgteggta
ttttatcagt
aatgacatca
actgccggat
tgaggtctgce
tccagccaga
gtgattttga
tgatccttca
gcgtaatget
gcatcaaatg
gcegtttetg
ggtateggtce
caaaaataag
gcaaaagctt
caaaatcact
atacgcgatc
acactgccag
atgctgtttt
aatgcttgat
ctgtaacatc
gcttcccata
tatacccata
cccgttgaat
ttgttcatga
tgttctttece
ctgataccge
aagagcgccce
ggcacgacag

agctcactca

gatcctttga
attttggtca
tcagectgtg
ctgatccegt
tggatcatgt
ccttecteca
gccttgtcgg
ctcgtgaaga
aagtgaggga
acttttgett
actcagcaaa
ctgccagtgt
aaactgcaat
taatgaagga
tgcgattceg
gttatcaagt
atgcatttct
cgcatcaacc
gctgttaaaa
cgcatcaaca
cccggggatce
ggtcggaaga
attggcaacg
caatcgatag
taaatcagca
atggctcata
tgatatattt
tgcgttatcc
tegecegeage
aatacgcaaa
gtttecccgac

ttaggcaccc

25

tcttttctac
tgagattatc
ccacagccga
cgtcaataaa
cggcggtgtce
ccttcatcct
taaagatgceg
aggtgttgcet
gccacggttg
tgccacggaa
agttcgattt
tacaaccaat
ttattcatat
gaaaactcac
actcgtccaa
gagaaatcac
ttccagactt
aaaccgttat
ggacaattac
atattttcac
gcagtggtga
ggcataaatt
ctacctttge
attgtcgcac
tccatgttgg
acaccccettg
ttatcttgtg
cctgattctg
cgaacgaccg
ccgectetece
tggaaagcgg

caggctttac

ggggtctgac
aaaaaggatc
caggatggtg
ccgaaccgcet
gcggccaaga
cagcaaatcc
gttagctttt
gactcatacc
atgagagctt
cggtetgegt
attcaacaaa
taaccaattc
caggattate
cgaggcagtt
catcaataca
catgagtgac
gttcaacagg
tcattcgtga
aaacaggaat
ctgaatcagg
gtaaccatge
ccgtcageca
catgtttcag
ctgattgccece
aatttaatcg
tattactgtt
caatgtaaca
tggataaccg
agcgcagcga
ccgegegttg
gcagtgagceg

actttatgct

4902

4962

5022

5082

5142

5202

5262

5322

5382

5442

5502

5562

5622

5682

5742

5802

5862

5922

5982

6042

6102

6162

6222

6282

6342

6402

6462

6522

6582

6642

6702

6762
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tcecggetegt atgttgtgtg gaattgtgag cggataacaa tttcacacag gaaacagcta

tgaccatgat tacgccagat ttaattaagg ccttaattag g

<210> 4

<211> 653

<212> PRT

<213> plasmido que lleva hIDUA

<400> 4

26

6822

6863



Met

Leu

His

Ser

Val

65

Pro

Vval

His

Gly

Asp

145

Arg

Phe

Met

Arg

Leu

Val

Thr

50

Leu

His

Thr

Leu

Phe

130

Lys

Arg

Glu

Thr

Pro

Ala

Asp

35

Gly

Ser

Arg

Thr

Asp

115

Glu

Gln

Tyr

Thr

Met
195

Leu

Ala

20

Ala

Phe

Trp

Gly

Arg

100

Gly

Leu

Gln

Ile

Trp

180

Gln

Arg

Pro

Ala

Cys

Asp

Ile

85

Gly

Tyr

Met

vVal

Gly

165

Asn

Gly

Pro

Pro

Arg

Pro

Gln

70

Lys

Ser

Leu

Gly

Phe

150

Arg

Glu

Phe

ES 2805355713

Arg

Val

Ala

Pro

55

Gln

Gln

Thr

Asp

Ser

135

Glu

Tyr

Pro

Leu

Ala

Ala

Leu

40

Leu

Leu

Val

Gly

Leu

120

Ala

Trp

Gly

Asp

Asn
200

Ala

Pro

25

Trp

Pro

Asn

Arg

Arg

105

Leu

Ser

Lys

Leu

His

185

Tyr

27

Leu

10

Ala

Pro

His

Leu

Thr

90

Gly

Arg

Gly

Asp

Ala

170

His

Tyr

Leu

Glu

Leu

Ser

Ala

75

His

Leu

Glu

His

Leu

155

His

Asp

Asp

Ala

Ala

Arg

Gln

60

Tyr

Trp

Ser

Asn

Phe

140

val

vVal

Phe

Ala

Leu

Pro

Arg

45

Ala

Vval

Leu

Tyr

Gln

125

Thr

Ser

Ser

Asp

Cys
205

Leu

His

30

Phe

Asp

Gly

Leu

Asn

110

Leu

Asp

Ser

Lys

Asn

190

Ser

Ala

15

Leu

Trp

Gln

Ala

Glu

95

Phe

Leu

Phe

Leu

Trp

175

val

Glu

Ser

val

Arg

Tyr

Vval

80

Leu

Thr

Pro

Glu

Ala

160

Asn

Ser

Gly



Leu

Phe

225

Cys

Asp

Leu

Lys

Gly

305

Met

Thr

Leu

Phe

Pro

385

Leu

Thr

Ala

His

Arg

210

His

His

Tyr

Glu

Phe

290

Trp

Val

Thr

Ser

Gln

370

Val

Trp

Val

Trp

Pro

Ala

Thr

Asp

Ile

Gln

275

Ala

Ser

vVal

Ser

Tyr

355

Val

Leu

Ala

Gly

Arg

435

Asn

Ala

Pro

Gly

Ser

260

Glu

Asp

Leu

Lys

Ala

340

His

Asn

Thr

Glu

vVal

420

Ala

Arg

Ser

Pro

Thr

245

Leu

Lys

Thr

Pro

Vval

325

Phe

Pro

Asn

Ala

Val

405

Leu

Ala

Ser
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Pro

Arg

230

Asn

His

Val

Pro

Gln

310

Ile

Pro

His

Thr

Met

390

Ser

Ala

Val

Val

Ala

215

Ser

Phe

Arg

Val

Ile

295

Pro

Ala

Tyr

Pro

Arg

375

Gly

Gln

Ser

Leu

Ala

Leu

Pro

Phe

Lys

Ala

280

Tyr

Trp

Gln

Ala

Phe

360

Pro

Leu

Ala

Ala

Ile

440

vVal

Arg

Leu

Thr

Gly

265

Gln

Asn

Arg

His

Leu

345

Ala

Pro

Leu

Gly

His

425

Tyr

Thr

28

Leu

Ser

Gly

250

Ala

Gln

Asp

Ala

Gln

330

Leu

Gln

His

Ala

Thr

410

Arg

Ala

Leu

Gly

Trp

235

Glu

Arg

Ile

Glu

Asp

315

Asn

Ser

Arg

Val

Leu

395

Val

Pro

Ser

Arg

Gly

220

Gly

Ala

Ser

Arg

Ala

300

Val

Leu

Asn

Thr

Gln

380

Leu

Leu

Gln

Asp

Leu

Pro

Leu

Gly

Ser

Gln

285

Asp

Thr

Leu

Asp

Leu

365

Leu

Asp

Asp

Gly

Asp

445

Arg

Gly

Leu

val

Ile

270

Leu

Pro

Tyr

Leu

Asn

350

Thr

Leu

Glu

Ser

Pro

430

Thr

Gly

Asp

Arg

Arg

255

Ser

Phe

Leu

Ala

Ala

335

Ala

Ala

Arg

Glu

Asn

415

Ala

Arg

Val

Ser

His

240

Leu

Ile

Pro

Val

Ala

320

Asn

Phe

Arg

Lys

Gln

400

His

Asp

Ala

Pro
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450 455

Pro Gly Pro Gly Leu Val Tyr Val Thr
465 470

Cys Ser Pro Asp Gly Glu Trp Arg Arg
485

Thr Ala Glu Gln Phe Arg Arg Met Arg
500 505

Ala Ala Pro Arg Pro Leu Pro Ala Gly
515 520

Ala Leu Arg Leu Pro Ser Leu Leu Leu
530 535

Glu Lys Pro Pro Gly Gln Val Thr Arg
545 550

Gln Gly Gln Leu Val Leu Val Trp Ser
565

Cys Leu Trp Thr Tyr Glu Ile Gln Phe
580 585

Thr Pro Val Ser Arg Lys Pro Ser Thr
595 600

Pro Asp Thr Gly Ala Val Ser Gly Ser
610 615

Tyr Trp Ala Arg Pro Gly Pro Phe Ser
625 630

Val Pro Val Pro Arg Gly Pro Pro Ser
645

<210>5
<211> 20
<212> ADN
<213> sintético

<400> 5
gccaaaaatt atggggacat

<210> 6

<211> 27

<212> ADN

<213> sonda para la region nRBG poliA del vector

29

Arg

Leu

490

Ala

Gly

Val

Leu

Asp

570

Ser

Phe

Tyr

Asp

Pro
650

Tyr

475

Gly

Ala

Arg

His

Arg

555

Glu

Gln

Asn

Arg

Pro

635

Gly

20

460

Leu

Arg

Glu

Leu

Val

540

Ala

His

Asp

Leu

Val

620

Val

Asn

Asp

Pro

Asp

Thr

525

Cys

Leu

Val

Gly

Phe

605

Arg

Pro

Pro

Asn

Val

Pro

510

Leu

Ala

Pro

Gly

Lys

590

Val

Ala

Tyr

Gly

Phe

495

Val

Arg

Arg

Leu

Ser

575

Ala

Phe

Leu

Leu

Leu

480

Pro

Ala

Pro

Pro

Thr

560

Lys

Tyr

Ser

Asp

Glu
640
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<400> 6

atgaagcccc ttgagcatct gacttct

<210>7
<211> 653

<212> PRT
<213> variante hIDUA H a Q en la pos de aa 33 [VAR_003350]

<400> 7

Met

1

Leu

Gln

Ser

Val

65

Pro

Val

His

Gly

Asp

145

Arg

Phe

Met

Arg

Leu

vVal

Thr

50

Leu

His

Thr

Leu

Phe

130

Lys

Arg

Glu

Thr

Pro

Ala

Asp

35

Gly

Ser

Arg

Thr

Asp

115

Glu

Gln

Tyr

Thr

Met
195

Leu

Ala

20

Ala

Phe

Trp

Gly

Arg

100

Gly

Leu

Gln

Ile

Trp

180

Gln

Arg

Pro

Ala

Cys

Asp

Tle

85

Gly

Tyr

Met

Val

Gly

165

Asn

Gly

Pro

Pro

Arg

Pro

Gln

70

Lys

Ser

Leu

Gly

Phe

150

Arg

Glu

Phe
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Arg

Val

Ala
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Asp

Ala

Leu

Glu

Leu

Ser

Ala

75

His

Leu

Glu

His

Leu

155

His

Ala

Ala

Arg

Gln

60

Tyr

Trp

Ser

Asn

Phe

140

Val

vVal

Leu

Pro

Arg

45

Ala

Val

Leu

Tyr

Gln

125

Thr

Ser

Ser

Leu

His

30

Phe

Asp

Gly

Leu

Asn

110

Leu

Asp

Ser

Lys

Ala

15

Leu

Trp

Gln

Ala

Glu

95

Phe

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

vVal

Arg

Tyr

vVal

80

Leu

Thr

Pro

Glu

Ala

160

Asn



Phe

Met

Leu

Phe

225

Cys

Asp

Leu

Lys

Gly

305

Met

Thr

Leu

Phe

Pro

385

Leu

Glu

Thr

Arg

210

His

His

Tyr

Glu

Phe

290

Trp

Val

Thr

Ser

Gln

370

Val

Trp

Thr

Met

195

Ala

Thr

Asp

Ile

Gln

275

Ala

Ser

Val

Ser

Tyr

355

Val

Leu

Ala

Trp

180

Gln

Ala

Pro

Gly

Ser

260

Glu

Asp

Leu

Lys

Ala

340

His

Asn

Thr

Glu

165

Asn

Gly

Ser

Pro

Thr

245

Leu

Lys

Thr

Pro

Val

325

Phe

Pro

Asn

Ala

Val
405
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Glu

Phe

Pro

Arg

230

Asn

His

Val

Pro

Gln

310

Ile

Pro

His

Thr

Met

390

Ser

Pro

Leu

Ala

215

Ser

Phe

Arg

Val

Ile

295

Pro

Ala

Tyr

Pro

Arg

375

Gly

Gln

Asp

Asn

200

Leu

Pro

Phe

Lys

Ala

280

Tyr

Trp

Gln

Ala

Phe

360

Pro

Leu

Ala

His

185

Tyr

Arg

Leu

Thr

Gly

265

Gln

Asn

Arg

His

Leu

345

Ala

Pro

Leu

Gly

41

170

His

Tyr

Leu

Ser

Gly

250

Ala

Gln

Asp

Ala

Gln

330

Leu

Gln

His

Ala

Thr
410

Asp

Asp

Gly

Trp

235

Glu

Arg

Ile

Glu

Asp

315

Asn

Ser

Arg

Val

Leu

395

Val

Phe

Ala

Gly

220

Gly

Ala

Ser

Arg

Ala

300

Val

Leu

Asn

Thr

Gln

380

Leu

Leu

Asp

Cys

205

Pro

Leu

Gly

Ser

Gln

285

Asp

Thr

Leu

Asp

Leu

365

Leu

Asp

Asp

Asn

190

Ser

Gly

Leu

Val

Ile

270

Leu

Pro

Tyr

Leu

Asn

350

Thr

Leu

Glu

Ser

175

Val

Glu

Asp

Arg

Arg

255

Ser

Phe

Leu

Ala

Ala

335

Ala

Ala

Arg

Glu

Asn
415

Ser

Gly

Ser

His

240

Leu

Ile

Pro

Val

Ala

320

Asn

Phe

Arg

Lys

Gln

400

His



5

Thr

Ala

His

Pro

465

Cys

Thr

Ala

Ala

Glu

545

Gln

Cys

Thr

Pro

Tyr

625

Val

<210> 11
<211> 653
<212> PRT

Val

Trp

Pro

450

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

530

Lys

Gly

Leu

Pro

Asp

610

Trp

Pro

Gly

Arg

435

Asn

Pro

Pro

Glu

Pro

515

Arg

Pro

Gln

Trp

Val

595

Thr

Ala

Val

Val

420

Ala

Arg

Gly

Asp

Gln

500

Arg

Leu

Pro

Leu

Thr

580

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

Ala

Ser

Leu

Gly

485

Phe

Pro

Pro

Gly

Val

565

Tyr

Arg

Ala

Pro

Arg
645

Ala

Val

Val

Val

470

Glu

Arg

Leu

Ser

Gln

550

Leu

Glu

Lys

Val

Gly

630

Gly

ES 2805355713

Ser

Leu

Ala

455

Tyr

Trp

Arg

Pro

Leu

535

Val

Val

Ile

Pro

Ser

615

Pro

Pro

Ala

Ile

440

Val

Val

Arg

Met

Ala

520

Leu

Thr

Trp

Gln

Ser

600

Gly

Phe

Pro

His

425

Tyr

Thr

Thr

Arg

Arg

505

Gly

Leu

Arg

Ser

Phe

585

Thr

Ser

Ser

Ser

42

Arg

Ala

Leu

Arg

Leu

490

Ala

Gly

Val

Leu

Asp

570

Ser

Phe

Tyr

Asp

Pro
650

Pro

Ser

Arg

Tyr

475

Gly

Ala

Arg

His

Arg

555

Glu

Gln

Asn

Arg

Pro

635

Gly

Gln

Asp

Leu

460

Leu

Arg

Glu

Leu

Val

540

Ala

His

Asp

Leu

Val

620

Val

Asn

Gly

Asp

445

Arg

Asp

Pro

Asp

Thr

525

Cys

Leu

Val

Gly

Phe

605

Arg

Pro

Pro

Pro

430

Thr

Gly

Asn

Val

Pro

510

Leu

Ala

Pro

Gly

Lys

590

Val

Ala

Tyr

Ala

Arg

Val

Gly

Phe

495

Val

Arg

Arg

Leu

Ser

575

Ala

Phe

Leu

Leu

Asp

Ala

Pro

Leu

480

Pro

Ala

Pro

Pro

Thr

560

Lys

Tyr

Ser

Asp

Glu
640



<213> variante hIDUA

<400> 11

Met

1

Leu

His

Ser

Val

65

Pro

Val

His

Gly

Asp

145

Arg

Phe

Met

Leu

Phe
225

Arg

Leu

vVal

Thr

50

Leu

His

Thr

Leu

Phe

130

Lys

Arg

Glu

Thr

Arg

210

His

Pro

Ala

Asp

Gly

Ser

Arg

Thr

Asp

115

Glu

Gln

Tyr

Thr

Met

195

Ala

Thr

Leu

Ala

20

Ala

Phe

Trp

Gly

Arg

100

Gly

Leu

Gln

Ile

Trp

180

Gln

Ala

Pro

Arg

Pro

Ala

Cys

Asp

Ile

85

Gly

Tyr

Met

Val

Gly

165

Asn

Gly

Ser

Pro
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Pro

Pro

Arg

Pro

Gln

70

Lys

Ser

Leu

Gly

Phe

150

Arg

Glu

Phe

Pro

Arg
230

Arg

Val

Ala

Pro

55

Gln

Gln

Thr

Asp

Ser

135

Glu

Tyr

Pro

Leu

Ala

215

Ser

Ala

Ala

Leu

40

Leu

Leu

Vval

Gly

Leu

120

Ala

Trp

Gly

Asp

Asn

200

Leu

Pro

Ala

Pro

25

Trp

Pro

Asn

Arg

Arg

105

Leu

Ser

Lys

Leu

His

185

Tyr

Arg

Leu

43

Leu

10

Ala

Pro

His

Leu

Thr

90

Gly

Arg

Gly

Asp

Ala

170

His

Tyr

Leu

Ser

Leu

Glu

Leu

Ser

Ala

75

His

Leu

Glu

His

Leu

155

His

Asp

Asp

Gly

Trp
235

Ala

Ala

Arg

Gln

60

Tyr

Trp

Ser

Asn

Phe

140

Val

vVal

Phe

Ala

Gly

220

Gly

Leu

Pro

Arg

45

Ala

Val

Leu

Tyr

Gln

125

Thr

Ser

Ser

Asp

Cys

205

Pro

Leu

Leu

His

30

Phe

Asp

Gly

Leu

Asn

110

Leu

Asp

Ser

Lys

Asn

190

Ser

Gly

Leu

Ala

15

Leu

Trp

Gln

Ala

Glu

95

Phe

Leu

Phe

Leu

Trp

175

Val

Glu

Asp

Arg

Ser

Val

Arg

Tyr

Val

80

Leu

Thr

Pro

Glu

Ala

160

Asn

Ser

Gly

Ser

His
240
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Cys His Asp Gly Thr Asn Phe Phe Thr Gly Glu Ala Gly Val Arg Leu
245 250 255

Asp Tyr Ile Ser Leu His Arg Lys Gly Ala Arg Ser Ser Ile Ser Ile
260 265 270

Leu Glu Gln Glu Lys Val Ala Ala Gln Gln Ile Arg Gln Leu Phe Pro
275 280 285

Lys Phe Ala Asp Thr Pro Ile Tyr Asn Asp Glu Ala Asp Pro Leu Val
290 295 300

Gly Trp Ser Leu Pro Gln Pro Trp Arg Ala Asp Val Thr Tyr Ala Ala
305 310 315 320

Met Val Val Lys Val Ile Ala Gln His Gln Asn Leu Leu Leu Ala Asn
325 330 335

Thr Thr Ser Ala Phe Pro Tyr Ala Leu Leu Ser Asn Asp Asn Ala Phe
340 345 350

Leu Ser Tyr His Pro His Pro Phe Ala Gln Arg Thr Leu Thr Ala Arg
355 360 365

Phe Gln Val Asn Asn Thr Arg Pro Pro His Val Gln Leu Leu Arg Lys
370 375 380

Pro Val Leu Thr Ala Met Gly Leu Leu Ala Leu Leu Asp Glu Glu Gln
385 390 395 400

Leu Trp Ala Glu Val Ser Gln Ala Gly Thr Val Leu Asp Ser Asn His
405 410 415

Thr Val Gly Val Leu Ala Ser Ala His Arg Pro Gln Gly Pro Ala Asp
420 425 430

Ala Trp Arg Ala Ala Val Leu Ile Tyr Ala Ser Asp Asp Thr Arg Ala
435 440 445

His Pro Asn Arg Ser Val Ala Val Thr Leu Arg Leu Arg Gly Val Pro
450 455 460

Pro Gly Pro Gly Leu Val Tyr Val Thr Arg Tyr Leu Asp Asn Gly Leu
465 470 475 480

Cys Ser Pro Asp Gly Glu Trp Arg Arg Leu Gly Arg Pro Val Phe Pro
485 490 495

44



Thr

Ala

Ala

Glu

545

Gln

Cys

Thr

Pro

Tyr
625

Val

<210> 12
<211> 653
<212> PRT

Ala

Ala

Leu

530

Lys

Gly

Leu

Pro

Asp

610

Trp

Pro

Glu

Pro

515

Arg

Pro

Gln

Trp

Val

595

Thr

Ala

Val

<213> variante hIDUA

<400> 12

Met Arg Pro

1

Leu Leu Ala

His Val Asp

35

Ser Thr Gly

50

Gln

500

Arg

Leu

Pro

Leu

Thr

580

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

Ala

20

Ala

Phe

Phe

Pro

Pro

Gly

Val

565

Tyr

Arg

Ala

Pro

Arg
645

Arg

Pro

Ala

Cys

ES 2805355713

Arg

Leu

Ser

Gln

550

Leu

Glu

Lys

Val

Gly

630

Gly

Pro

Pro

Arg

Pro

Arg

Pro

Leu

535

Val

Val

Ile

Pro

Ser

615

Pro

Pro

Arg

Val

Ala

Pro
55

Met

Ala

520

Leu

Thr

Trp

Gln

Ser

600

Gly

Phe

Pro

Ala

Ala

Leu

40

Leu

Arg

505

Gly

Leu

Arg

Ser

Phe

585

Thr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

25

Trp

Pro

45

Ala Ala

Gly Arg

Val His

Leu Arg

555

Asp Glu
570

Ser Gln

Phe Asn

Tyr Arg

Asp Pro

635

Pro Gly
650

Leu Leu

10

Ala Glu

Pro Leu

His Ser

Glu

Leu

Val

540

Ala

His

Asp

Leu

Val

620

Val

Asn

Ala

Ala

Arg

Gln
60

Asp

Thr

525

Cys

Leu

Val

Gly

Phe

605

Arg

Pro

Pro

Leu

Pro

Arg

45

Ala

Pro

510

Leu

Ala

Pro

Gly

Lys

590

Val

Ala

Tyr

Leu

His

30

Phe

Asp

Val

Arg

Arg

Leu

Ser

575

Ala

Phe

Leu

Leu

Ala

15

Leu

Trp

Gln

Ala

Pro

Pro

Thr

560

Lys

Tyr

Ser

Asp

Glu
640

Ser

Val

Arg

Tyr



Val

65

Pro

Val

His

Gly

Asp

145

Arg

Phe

Met

Leu

Phe

225

Cys

Asp

Leu

Lys

Gly

Leu

His

Thr

Leu

Phe

130

Lys

Arg

Glu

Thr

Arg

210

His

His

Tyr

Glu

Phe

290

Trp

Ser

Arg

Thr

Asp

115

Glu

Gln

Tyr

Thr

Met

195

Ala

Thr

Asp

Ile

Gln

275

Ala

Ser

Trp

Gly

Arg

100

Gly

Leu

Gln

Ile

Trp

180

Gln

Ala

Pro

Gly

Ser

260

Glu

Asp

Leu

Asp

Ile

85

Gly

Tyr

Met

Val

Gly

165

Asn

Gly

Ser

Pro

Thr

245

Leu

Lys

Thr

Pro

Gln

70

Lys

Ser

Leu

Gly

Phe

150

Arg

Glu

Phe

Pro

Arg

230

Asn

His

vVal

Pro

Gln
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Gln

Gln

Thr

Asp

Ser

135

Glu

Tyr

Pro

Leu

Ala

215

Ser

Phe

Arg

val

Ile

295

Pro

Leu

Val

Gly

Leu

120

Ala

Trp

Gly

Asp

Asn

200

Leu

Pro

Phe

Lys

Ala

280

Tyr

Trp

Asn

Arg

Arg

105

Leu

Ser

Lys

Leu

His

185

Tyr

Arg

Leu

Thr

Gly

265

Gln

Asn

Arg

46

Leu

Thr

90

Gly

Arg

Gly

Asp

Ala

170

His

Tyr

Leu

Ser

Gly

250

Ala

Gln

Asp

Ala

Ala

75

His

Leu

Glu

His

Leu

155

His

Asp

Asp

Gly

Trp

235

Glu

Arg

Ile

Glu

Asp

Tyr

Trp

Ser

Asn

Phe

140

Val

Val

Phe

Ala

Gly

220

Gly

Ala

Ser

Arg

Ala

300

Val

vVal

Leu

Tyr

Gln

125

Thr

Ser

Ser

Asp

Cys

205

Pro

Leu

Gly

Ser

Gln

285

Asp

Thr

Gly

Leu

Asn

110

Leu

Asp

Ser

Lys

Asn

190

Ser

Gly

Leu

Val

Ile

270

Leu

Pro

Tyr

Ala

Glu

95

Phe

Leu

Phe

Leu

Trp

175

Val

Glu

Asp

Arg

Arg

255

Ser

Phe

Leu

Ala

val

80

Leu

Thr

Pro

Glu

Ala

160

Asn

Ser

Gly

Ser

His

240

Leu

Ile

Pro

val

Ala



305

Met

Thr

Leu

Phe

Pro

385

Leu

Thr

Ala

His

Pro

465

Cys

Thr

Ala

Ala

Glu
545

Val

Thr

Ser

Gln

370

Val

Trp

Val

Trp

Pro

450

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

530

Lys

Val

Ser

Tyr

355

Val

Leu

Ala

Gly

Arg

435

Asn

Pro

Pro

Glu

Pro

515

Arg

Pro

Lys

Ala

340

His

Asn

Thr

Glu

Val

420

Ala

Arg

Gly

Asp

Gln

500

Arg

Leu

Pro

Val

325

Phe

Pro

Asn

Ala

Vval

405

Leu

Ala

Ser

Leu

Gly

485

Phe

Pro

Pro

Gly
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310

Ile

Pro

His

Thr

Met

390

Ser

Ala

Val

Val

Val

470

Glu

Arg

Leu

Ser

Gln
550

Ala

Tyr

Pro

Arg

375

Gly

Gln

Ser

Leu

Ala

455

Tyr

Trp

Arg

Pro

Leu

535

Val

Gln

Ala

Phe

360

Pro

Leu

Ala

Ala

Ile

440

Val

Val

Arg

Met

Ala

520

Leu

Thr

His

Leu

345

Ala

Pro

Leu

Gly

His

425

Tyr

Thr

Thr

Arg

Arg

505

Gly

Leu

Arg

47

Gln

330

Arg

Gln

His

Ala

Thr

410

Arg

Ala

Leu

Arg

Leu

490

Ala

Gly

Val

Leu

315

Asn

Ser

Arg

Val

Leu

395

Val

Pro

Ser

Arg

Tyr

475

Gly

Ala

Arg

His

Arg
555

Leu

Asn

Thr

Gln

380

Leu

Leu

Gln

Asp

Leu

460

Leu

Arg

Glu

Leu

Val

540

Ala

Leu

Asp

Leu

365

Leu

Asp

Asp

Gly

Asp

445

Arg

Asp

Pro

Asp

Thr

525

Cys

Leu

Leu

Asn

350

Thr

Leu

Glu

Ser

Pro

430

Thr

Gly

Asn

vVal

Pro

510

Leu

Ala

Pro

Ala

335

Ala

Ala

Arg

Glu

Asn

415

Ala

Arg

Val

Gly

Phe

495

Val

Arg

Arg

Leu

320

Asn

Phe

Arg

Lys

Gln

400

His

Asp

Ala

Pro

Leu

480

Pro

Ala

Pro

Pro

Thr
560



Gln

Cys

Thr

Pro

Tyr
625

val

<210> 13
<211> 653
<212> PRT

Gly

Leu

Pro

Asp

610

Trp

Pro

Gln

Trp

Val

595

Thr

Ala

val

<213> variante hIDUA

<400> 13

Met

1

Leu

His

Ser

Val

65

Pro

Val

His

Arg

Leu

Val

Thr

50

Leu

His

Thr

Leu

Pro

Ala

Asp

Gly

Ser

Arg

Thr

Asp
115

Leu

Thr

580

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

Ala

20

Ala

Phe

Trp

Gly

Arg

100

Gly

Val

565

Tyr

Arg

Ala

Pro

Arg
645

Arg

Pro

Ala

Cys

Asp

Ile

85

Gly

Tyr
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Leu

Glu

Lys

Val

Gly

630

Gly

Pro

Pro

Arg

Pro

Gln

70

Lys

Ser

Leu

Val

Ile

Pro

Ser

615

Pro

Pro

Arg

Val

Ala

Pro

55

Gln

Gln

Thr

Asp

Trp

Gln

Ser

600

Gly

Phe

Pro

Ala

Ala

Leu

40

Leu

Leu

val

Gly

Leu
120

Ser

Phe

585

Thr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

25

Trp

Pro

Asn

Arg

Arg

105

Leu

48

Asp

570

Ser

Phe

Tyr

Asp

Pro
650

Leu

10

Ala

Pro

His

Leu

Thr

90

Gly

Arg

Glu His

Gln Asp

Asn Leu

Arg Val

Val

Gly

Phe

Gly

Lys

Ser Lys

575

590

605

Arg

620

Pro Val

635

Gly Asn

Leu Ala

Glu Ala

Leu Arg

Ser Gln

60

Ala Tyr

75

His Trp

Leu Ser

Glu Asn

Pro

Leu

Pro

Arg

45

Ala

Val

Leu

Tyr

Gln
125

Pro

Leu

His

30

Phe

Asp

Gly

Leu

Asn

110

Leu

Val

Ala

Tyr

Ala
15

Leu

Trp

Gln

Ala

Glu

95

Phe

Leu

Ala Tyr

Phe Ser

Leu Asp

Leu Glu

640

Ser

Val

Arg

Tyr

Val

80

Leu

Thr

Pro



Gly

Asp

145

Arg

Phe

Met

Leu

Phe

225

Cys

Asp

Leu

Lys

Gly

305

Met

Thr

Leu

Phe

Phe

130

Lys

Arg

Glu

Thr

Arg

210

His

His

Tyr

Glu

Phe

290

Val

Thr

Ser

Gln
370

Glu

Gln

Tyr

Thr

Met

195

Ala

Thr

Asp

Ile

Gln

275

Ala

Ser

Val

Ser

Tyr

355

Val

Leu

Gln

Ile

Trp

180

Gln

Ala

Pro

Gly

Ser

260

Glu

Asp

Leu

Lys

Ala

340

His

Asn

Met

val

Gly

165

Asn

Gly

Ser

Pro

Thr

245

Leu

Lys

Thr

Pro

Val

325

Phe

Pro

Asn
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Gly

Phe

150

Arg

Glu

Phe

Pro

Arg

230

Asn

His

Val

Pro

Gln

310

Ile

Pro

His

Thr

Ser

135

Glu

Tyr

Pro

Leu

Ala

215

Ser

Phe

Arg

Val

Ile

295

Pro

Ala

Tyr

Pro

Arg
375

Ala

Trp

Gly

Asp

Asn

200

Leu

Pro

Phe

Lys

Ala

280

Tyr

Trp

Gln

Ala

Phe

360

Pro

Ser

Lys

Leu

His

185

Tyr

Arg

Leu

Thr
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315
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Ser

Ser

Asn
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140

val

val

Phe

Ala

Gly

220

Gly

Ala

Ser

Arg

Ala

300

val

Leu

Asn
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Gln
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Thr

Ser

Ser

Asp

Cys

205

Pro

Leu

Gly

Ser

Gln

285

Asp

Thr

Leu

Asp

Asn

110

Leu

Asp

Ser

Lys

Asn

190

Ser

Gly

Leu

Val

Ile

270

Leu

Pro

Tyr

Leu

Asn
350

Phe

Leu

Phe

Leu

Trp

175

Val

Glu

Asp

Arg

Arg

255

Ser

Phe

Leu

Ala

Ala
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Thr
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Ser

His

240

Leu
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Val

Ala

320

Asn

Phe



ES 2805355713

Leu Ser Tyr His Pro His Pro Phe Ala Gln Arg Thr Leu Thr Ala Arg
355 360 365

Phe Gln Val Asn Asn Thr Arg Pro Pro His Val Gln Leu Leu Arg Lys
370 375 380

Pro Val Leu Thr Ala Met Gly Leu Leu Ala Leu Leu Asp Glu Glu Gln
385 390 395 400

Leu Trp Ala Glu Val Ser Gln Ala Gly Thr Val Leu Asp Ser Asn His
405 410 415

Thr Val Gly Val Leu Ala Ser Ala His Arg Pro Gln Gly Pro Ala Asp
420 425 430

Ala Trp Arg Ala Ala Val Leu Ile Tyr Ala Ser Asp Asp Thr Arg Ala
435 440 445

His Pro Asn Arg Ser Val Ala Val Thr Leu Arg Leu Arg Gly Val Pro
450 455 460

Pro Gly Pro Gly Leu Val Tyr Val Thr Arg Tyr Leu Asp Asn Gly Leu
465 470 475 480

Cys Ser Pro Asp Gly Glu Trp Arg Arg Leu Gly Arg Pro Val Phe Pro
485 490 495

Thr Ala Glu Gln Phe Arg Arg Met Arg Ala Ala Glu Asp Pro Val Ala
500 505 510

Ala Ala Pro Arg Pro Leu Pro Ala Gly Gly Arg Leu Thr Leu Arg Pro
515 520 525

Ala Leu Arg Leu Pro Ser Leu Leu Leu Val His Val Cys Ala Arg Pro
530 535 540

Glu Lys Pro Pro Gly Gln Val Thr Arg Leu Arg Ala Leu Pro Leu Thr
545 550 555 560

Gln Gly Gln Leu Val Leu Val Trp Ser Asp Glu His Val Gly Ser Lys
565 570 575

Cys Leu Trp Thr Tyr Glu Ile Gln Phe Ser Gln Asp Gly Lys Thr Tyr
580 585 590

Thr Pro Val Ser Arg Lys Pro Ser Thr Phe Asn Leu Phe Val Phe Ser
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595 600 605

Pro Asp Thr Gly Ala Val Ser Gly Ser Tyr Arg Val Arg Ala Leu Asp
610 615 620

Tyr Trp Ala Arg Pro Gly Pro Phe Ser Asp Pro Val Pro Tyr Leu Glu
625 630 635 640

Val Pro Val Pro Arg Gly Pro Pro Ser Pro Gly Asn Pro
645 650

<210> 17

<211> 653

<212> PRT

<213> variante hIDUA

<400> 17
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Met

Leu

His

Ser

Val
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Pro

Val

His

Gly

Asp

145

Arg

Arg

Leu

Val

Thr

50

Leu

His

Thr

Leu

Phe

130

Lys

Arg

Pro

Ala

Asp
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Gly

Ser

Arg

Thr

Asp

115

Glu
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Leu

Ala

20

Ala

Phe

Trp

Gly

Arg

100

Gly

Leu

Gln

Ile

Arg

Pro

Ala

Cys

Asp

Ile

85

Gly

Tyr

Met

val

Gly
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Pro

Pro

Arg

Pro

Gln

70

Lys

Ser

Leu

Gly

Phe

150

Arg

Arg

Val

Ala

Pro

55

Gln

Gln

Thr

Asp

Ser

135

Glu

Tyr

Ala

Ala

Leu

40

Leu

Leu

Val

Gly

Leu

120

Ala

Trp

Gly

Ala

Pro

25

Trp

Pro

Asn

Arg

Arg

105

Leu

Ser

Lys

Leu

62

Leu

10

Ala

Pro

His

Leu

Thr

90

Gly

Arg

Gly

Asp

Ala

Leu

Glu

Leu

Ser

Ala

75

His

Leu

Glu

His

Leu

155

His

Ala

Ala

Arg

Gln

60

Tyr

Trp

Ser

Asn

Phe

140

val

Val

Leu

Pro

Arg

45

Ala

vVal

Leu

Tyr

Gln

125

Thr

Ser

Ser

Leu

His

30
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Asp

Gly

Leu

Asn

110

Leu

Asp

Ser

Lys
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15

Leu

Trp

Gln
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Glu

95
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Trp

Ser

Val

Arg
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Val
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Leu
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Pro

Glu

Ala
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Met

Leu

Phe

225

Cys

Asp

Leu

Lys

Gly

305

Met

Thr

Leu

Phe

Pro

385

Leu

Glu

Thr

Arg

210

His

His
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Glu

Phe

290

Trp

vVal

Thr

Ser
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370

Val

Trp
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Met

195

Ala

Thr
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275

Ala

Ser

Val

Ser
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355

Val

Leu

Ala

Trp

180

Gln

Ala

Pro

Gly

Ser

260

Glu

Asp

Leu

Lys

Ala

340

His

Asn

Thr

Glu

165

Asn

Gly

Ser

Pro

Thr

245

Leu

Lys

Thr

Pro

vVal

325

Phe

Pro

Asn

Ala

Val
405

ES 2805355713

Glu

Phe

Pro

Arg

230

Asn

His

Val

Pro

Gln

310

Ile

Pro

His

Thr

Met

390

Ser

Pro

Leu

Ala

215

Ser

Phe

Arg

Val

Ile

295

Pro

Ala

Tyr

Pro

Arg

375

Gly

Gln

Asp

Asn

200

Leu

Pro
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Lys

Ala

280
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Trp

Gln
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Pro
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Ala
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185
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Gly
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Gln

Asn

Arg
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Leu

345

Ala

Pro

Leu

Gly
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170
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Tyr

Leu

Ser

Gly

250

Ala

Gln

Asp

Ala

Gln

330

Leu

Gln

His

Ala

Thr
410

Asp

Asp

Gly

Trp

235

Glu
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Glu
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Asn

Ser

Arg

Val

Leu

395

Val
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300
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Leu

Ala

Ala

335

Ala

Ala

Arg

Glu
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Thr

Ala

His

Pro

465

Cys

Thr

Ala

Ala

Glu

545

Gln

Cys

Thr

Pro

Tyr

625

VvVal

Val

Trp

Pro

450

Gly

Ser

Ala

Ala

Leu

530

Lys

Gly

Leu

Pro

Asp

610

Trp

Pro

Gly

Arg

435

Asn

Pro

Pro

Glu

Pro

515

Arg

Pro

Gln

Trp

Val

595

Thr

Ala

Val

Val

420

Ala

Arg

Gly
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Gln

500

Arg
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Pro

Leu

Thr
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Ser
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Gly
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Val
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Ser

Leu

Ala

455

Tyr

Trp
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Leu
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Val
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Pro

Ser

615

Pro

Pro
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Gly
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Arg
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Leu
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Leu
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Val
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Gly
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Arg
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Asp
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Leu

Val

Gly
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605

Arg
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Pro

Pro
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Gly
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Pro
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Tyr

Ala

Arg
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REIVINDICACIONES

1. Un vector que lleva un casete de expresion que comprende un gen de la alfa-L-iduronidasa humana (hIDUA) que
tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1 o una secuencia al menos aproximadamente el 80 % idéntica a
SEQ ID NO: 1 que codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional en células humanas, en donde dicho casete de
expresién comprende ademas secuencias de control reguladoras que dirigen la expresién de la alfa-L-iduronidasa
humana en células humanas, comprendiendo dichas secuencias de control reguladoras un promotor especifico del
higado.

2. El vector de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el gen hIDUA modificado es al menos aproximadamente el
85 % a aproximadamente el 90 % o al menos aproximadamente el 95 % a aproximadamente el 99 % idéntico a la SEQ
ID NO: 1.

3. El vector de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la alfa-L-iduronidasa humana funcional se selecciona del
grupo que consiste en:

(a) de aproximadamente el aminoacido 1 a aproximadamente 653 de SEQ ID NO: 2;

(b) una enzima humana sintética que comprende una secuencia lider heterdloga fusionada a aproximadamente
los &cidos 27 a aproximadamente 653 de SEQ ID NO: 2;

(c) una variante de secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2 que tiene una o méas de las modificaciones que
comprenden: una reduccién H en la posicién de aminoacido 82; un cambio de R a Q en la posicion 105; un cambio
de G a R en la posicion 116; un cambio de V a A en la posicién 279; un cambio de L a R en la posicién 346; un
cambio de A a T en la posicién 361; un cambio de H a N en la posicion 449; un cambio de V a | en la posicion 454;
un cambio de A a T en la posicion 591; y un cambio de A a T en la posicién 622.

4. El vector de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el casete de expresion comprende ademas un poli A
seleccionado de poli A de globulina de conejo.

5. El vector de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que es el plasmido pENN.TBG.hIDUA.nRBG.

6. Una particula de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que tiene una capside de AAV y que contiene
empagquetada en la misma una repeticion terminal invertida 5' (ITR), un gen de la alfa-L-iduronidasa humana (hIDUA)
bajo el control de secuencias reguladoras que controlan la expresion del mismo y una ITR 3' de AAV, en donde dicho
gen hIDUA tiene una secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1 o una secuencia al menos aproximadamente el 95 %
idéntica a la misma que codifica una alfa-L-iduronidasa humana funcional.

7. EI rAAV de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el gen hIDUA modificado se expresa bajo el control de un
promotor especifico del higado

8. El vector de acuerdo con la reivindicacion 1 o el rAAV de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en donde el promotor
es un promotor TBG.

9. El vector de acuerdo con la reivindicacion 1 o el rAAV de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en donde el vector
comprende ademas uno o mas potenciadores, opcionalmente en donde los potenciadores son iguales o diferentes.

10. El vector de acuerdo con la reivindicacién 9 o el rAAV de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde los
potenciadores se seleccionan del grupo que consiste en un intrén, un potenciador de CMV y un potenciador de Alfa
mic/bik, opcionalmente en donde mas de una copia de un potenciador seleccionado esta presente en el vector,
opcionalmente ademas en donde la mas de una copia del potenciador se encuentra en tandem.

11. El rAAV de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la particula de rAAV comprende una cépside de AAV
seleccionada de AAV8 y AAV9.

12. El rAAV de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el rAAV esta pseudotipado, opcionalmente en donde los
ITR son de un AAV2.

13. Una particula virica adenoasociada recombinante AAV2/8. TBG.hIDUA.co.

14. Una composicién para su uso en el tratamiento de la mucopolisacaridosis tipo | (MPS |) que comprende una
cantidad eficaz de la composicién que comprende el rAAV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 13y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. La composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde dicho rAAV se administra por via

intravenosa o en donde el rAAV se administra al sujeto en una cantidad de aproximadamente 3 x 10° a
aproximadamente 3 x 1072,
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FIG. 1A
pENN.AAV.TBG.PI. 6863 pb ADN circular
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FIG. 1B
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cgcagagagg
ccatgctact
ttaagctagc
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geceegetety
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tttgtgtcte
ttacecetggt
tggagttggce
tcgececcgacg
attaacctaa
cccaacttaa
cccgecaccga
gtagcggege
CCagEgEEEE
gk tteEEEy
ggcacctcga
gatagacggt
tccaaactgg
Egeegatkte
ttaacaaaat
tgctggcgtt
gtcagaggtg
ccectcgtgecy
cttcgggaag
Ecgttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggcece
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gttecageaetyg
tactgatccce
gttggatcat
cacetbteete
atgectEgte
gcctcgtgaa
gaaagtgagg
gaacttttgc
caactcagca
ctctgecagt
tgaaactgca
tgtaatgaag

FIG.1C

agactgccta
gtgacaagac
gagcacgtqgg
gectacacee
acaggcgccg
cctttcagceg
ggcaaccctt
gatcttttte
tctggctaat
tcactcggaa
agataagtag
CacteectCt
ccecgggettt
ttcactggcc
tcgececttgcea
tcgeecettee
attaagcgcg
agcgcccgcet
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttcgececet
aacaacactc
ggcctattgg
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccg
ctectectgtt
cgtggcgctt
caagctgggc
ctatecgtett
taacaggatt
taactacggce
cttcggaaaa
bt Etght
gatbettttet
catgagatta
tgccacagcc
gtcgtcaata
gtcggcggtg
cacctteate
ggtaaagatg
gaaggtgttg
gagccacggt
tttgccacgg
aaagttcgat
gttacaacca
atttattcat
gagaaaactc
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gtetgetget
tgagagccct
gcagcaagtg
cecgtgteceg
tgtecggete
ACCCETEGEE
gagtcgaccc
cctectgecaa
aaaggaaatt
gcaattcgtt
catggcgggt
CEgEGEgEER
gcccgggcgyg
gtcgttttae
gcacatcccece
caacagttgc
gcgggtgtgg
cctttegett
aatcgggggc
cttgattagg
ttgacgttgg
aacectatek
ttaaaaaatg
aaaggccagc
(ehslelslofclslclols
acaggactat
cocgaceetge
tetteataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
gacaggatgg
aaccgaaccg
tcgcggecaa
ctcagcaaat
cggttagett
ctgaetedta
tgatgagagc
aacggtctgce
ttattcaaca
attaaccaat
atcaggatta

accgaggcag

ggtgcacgtg
gccecctgacce
cctgtggacc
gaagcccage
ttatagagtg
ctacctggaa
gggcggecete
aaattatggg
Tattthoate
gatctgaatt
taatcattaa
gEECEGEEEaE
cctcagtgag
aacgtcgtga
ctttcgcecag
gcagcctgaa
tggttacgcg
ECEEEEcEEE
rteceetttagy
gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttacegy
cacgctgtag
aaceeeeegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
gaacagtatt
gctcttgatc
agattacgcg
acgctcagtg
tcttecaceta
tgaccaccat
ctacaccctg
gacggtcgag
ccageeekte
Etacceetge
ccaggcctga
CtEgrtgtag
gttgtcggga
aagccgccgt
tctgattaga
tcaataccat
ttccatagga

tgcgccaggce
cagggccagce
tacgagatcc
accttcaacc
cgggccctgg
gtgcccgtgce
gaggacgggg
gacatcatga
gcaatagtgt
tcgaccaccce
ctacaaggaa
tgaggccggg
cgagcgagcg
ctgggaaaac
ctggcgtaat
tggcgaatgg
cagcgtgacc
lehsieielahdiols (ofe
gttcegatet
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtttcee
atiacctgtec
gktateteagt
tcagcccgac
cgacttateyg
cggtgctaca
tggtatctgce
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcettttg
Etgoceeata
agcatcaaac
ckttettecace
ccgatetgtt
atcEttgage
atcgceceat
gtggaccagt
agatgcgtga
ccegtcaagt
aaaactcatc
atttttgaaa
tggcaagatc



5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6321,
6781
6841

ctggtatcgg
gtcaaaaata
tggcaaaagc
atcaaaatca
aaatacgcga
gaacactgcc
gaatgctgtt
aaaatgcttg
atctgtaaca
gggcttccca
tttataccca
tkecegtkga
TattgEEEat
catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcgce
ctggcacgac
ttagetcact
tggaattgtg
atttaattaa
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tetgegatte
aggttatcaa
ttatgcattt
ctcgcatcaa
Lcgetgttaa
agcgcatcaa
ttccecgggga
atggtcggaa
tcattggcaa
tacaatcgat
tataaatcag
atatggctca
gatgatatat
cctgcgttat
gercgecegea
ccaatacgca
aggtttccceg
cattaggcac
agcggataac
ggccttaatt

FIG. 1D

cgactecgtce
gtgagaaatc
ctttccagac
ccaaaccgtt
aaggacaatt
caatattttc
tcgcagtggt
gaggcataaa
cgclacecttt
agattgtcgc
catccatgtt
taacacccct
e e oo o wo)
cegetgatis
gccgaacgac
aacegeetet
actggaaagc
cccaggettt
aatttcacac

agg
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aacatcaata
accatgagtg
ttgttcaaca
attcattcgt
acaaacagga
acctgaatca
gagtaaccat
EEEegtedage
gecatgttie
acctgattgc
ggaatttaat
tgbattactg
tgcaatgtaa
tgtggataac
cgagcgcagce
coecgegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagc

caacctatta
acgactgaat
ggccagccat
gatitgegeet
atcgaatgca
ggatattctt
gcatcatcag
cagtttagtc
agaaacaact
ccgacattat
cgcggccteg
tttatgtaag
catcagagat
cgtattaccg
gagtcagtga
tggccgattc
cgcaacgcaa
etieccggete
tatgaccatg

attteeecete
ccggtgagaa
tacgctcgtc
gagcgagacyg
accggcgcag
ctaatacctg
gagtacggat
Ltgacedatete
ctggcgcatc
cgcgagccca
agcaagacgt
cagacagttt
tttgagacac
cctttgagtg
gcgaggaagc
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttgtg
attacgccag
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Xmal (30)
Xmal (41)
5'ITR
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Hindlll (5828)

TATA
Intréon_1

Xmal (1547)

PENN.AAV.TBG.PI.
hIDUA.RBG
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