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CONSTRUCTO DE VECTOR VIRICO NOVEDOSO PARA SINTESIS DOPA CONTINUA

OPTIMIZADA ESPECIFICA DE NEURONAS IN VIVO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a constructos de vector
virico especialmente constructos de vector rAAV sencillos que
comprenden secuencias de polinucledétido que <codifican dos
polipéptidos_ a expresarse diferencialmente en una célula
objetivo. La invencidén también se refiere a composiciones
farmacéuticas que comprenden dicho vector y al suministro en
tejido cerebral humano y al uso médico de dicho vector para el
tratamiento de enfermedades asociadas con disfuncién de
catecolamina. En particular, la invencién se refiere al
tratamiento de enfermedades asociadas con deficiencia de

dopamina, tal como mal de Parkinson y trastornos relacionados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El mal de Parkinson afecta a personas desde 30 afios de edad
y maycres. La edad media al inicio es de aproximadamente 60 afios.
Los principales sintomas clinicos son rigidez, bradiquinesia vy
temblor en reposo. Ademds, la enfermedad puede mostrar un
intervalo de otros sintomas tales como hipotensién, insuficiencia
cognitiva, inestabilidad de posicidén, y muchos méas.

La enfermedad es principalmente un trastorno de ganglios
basales causada por la degeneracién del sistema dopaminérgico
nigroestriatal en el cerebro (células nerviosas que usan dopamina
{DA) como su sustancia de sefializaciédn, localizada eﬂ 1la

sustancia negra del tallo cerebral que se proyecta al putamen vy
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ntcleo caudado). El trastorno es progresivo durante muchos anos.

El estandar de tratamiento actual se basa en la sustitucidn
de dopamina por la adicidén de L-dopa (que se convierte en
dopamina en el cerebro), u otros agentes que estimulan el
receptor de dopamina. Aungque las estrategias de tratamiento
actuales que apuntan a la sustitucidén de 1la deficiencia de
dopamina son a menudo muy eficientes en la fase temprana de la
enfermedad (hasta 7-10 afios), eventualmente la mayoria de 1los
pacientes comienza a experimentar una disminucidén en la respuesta
al tratamiento y eventos adversos incrementados. El més
problematico de estos es las disquinesias inducidas por L-dopa
que aparecen como resultado del tratamiento con el farmaco de
eleccidén actual, L-dopa, o agonistas de dopamina. Ya que 1los
pacientes con mal de Parkinson tienden a vivir mas y mé&s con su
enfermedad, debido a los tratamientos mejorados en anos
recientes, la disquinesia inducida por L-dopa posee un problema
incrementado especialmente para pacientes con inicio temprano de
la enfermedad. Hoy en dia hay algunas opciones de tratamiento
para disquinesias, y estas a menudo son complicadas y el acceso
es limitado.

Un enfoque que se ha probado en modelos animales preclinicos
de mal de Parkinson es refinar la estrategia de reemplazo de
dopamina farmacoldgica cléasica al usar un enfoque de terapia
génica para obtener un reemplazo de dopamina local en el putamen
y nucleo caudado donde la deficiencia de dopamina es aﬁn mas
avanzada. Este enfoque se llama la “estrategia de reemplazo de
enzimas”. El raciocinio para este tratamiento viene de las

observaciones clinicas en pacientes con el mal de Parkinsq?ﬂ(fD),
]
{. . N



10

15

20

lo que sugiere que los movimientos involuntarios anormales
severos (es decir, disquinesias), inducido por medicacidén de L-
DOPA oral, podran aliviarse por agonistas de L-DOPA o DA en
infusidén ya sea por medio de ruta intravenosa o duodenal. De
esta manera, la hipétesis. actual es que las disquinesias se
desarrollan, al menos un parte, debido al suministro intermitente
en pulsos de DA que el paradigma de suministro de L-dopa oral
eleva. Estos pacientes se benefician del estimulo de DA continuo
también por la reduccidn dramdtica en el tiempo total gastado en
estado “apagado”.

Estas enzimas diferentes son necesarias para la produccidn
de dopamina, especialmente tirosina hidroxilasa (TH), GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCH1) y aminodcido descarboxilasa aromatico
(AADC) . Las dos primera regulan la produccién de L-DOPA a partir
de tirosina (un aminodcido dietético) mientras que AADC convierte
la L-DOPA en dopamina. Ninguna de estas enzimas son unicas para
las neuronas dopaminérgicas pero también pueden presentarse en
células no dopaminérgicas. La adicidén de estas enzimas al Aarea
objetivo desnervada puede resultan en la produccidén de L-DOPA o
dopamina localmente. La ventaja de esta estrategia puede ser que
proporciona una produccidédn consta de L-DOPA con relacidén a
terapia orales convencionales donde los niveles de L-DOPA en el
plasma (y también niveles cerebrales) fluctian. También se
localiza el tratamiento al &rea del cerebro que necesita de
sustitucidén mientras que otras partes del cuerpo no se “tratan”
lo que resulta en un efecto favorable contra la relacidén de

efecto colateral.

Los datos pre-clinicos publicados que usan este enfoque han
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4
proporcioﬁado las siguientes observaciones:

1. se puede obtener la expresidédn de los tres genes en el
putamen y nucleo caudado por transduccién usando vectores rAAV
miultiples [Kaplitt MG, et al: Long-term gene expression and
phenotypic correctioﬁ using adeno-associated virus vectors in the
mammalian brain; Nat Genet 1994 8 148-54; Mandel RJ, et al:
Characterization of intrastriatal recombinant adeno-associated
virus-mediated gene transfer of human tyrosine hydroxylase and
human GTP-cyclohydrolase I in a rat model of Parkinson's disease;

J Neurosci 1998 18 4271-84; Shen Y, et al: Triple transduction

with adeno-associated virus vectors expressing tyrosine
hydroxylase, aromatic-L-amino-acid decarboxylase, and GTP
cyclohydrolase I for gene therapy of Parkinson's disease; Hum
Gene Ther 2000 11 1509-197.

2. La eficiencia de TH depende de GCH1 (que produce el co-
factor de tetrahidrobiopterina, BH4). Mandel y colaboradores han
mostrado esto al medir niveles de L-dopa usando micro didlisis
[Mandel RJ, et al: Characterization of intrastriatal recombinant
adeno-associated virus-mediated gene transfer of human tyrosine
hydroxylase and human GTP-cyclohydrolase I in a rat model of
Parkinson's disease; J Neurosci 1998 18 4271-84}.

3. en un modelo de mono de mal de Parkinson (el modelo MPTP)
la expresidtn de AADC puede resultar en una conversidén méas
eficiente de L-dopa oral y se piensa que este mecanismo mejora la
funcidén en registro motor UPDRS de mono (UPDRS es la escala de
evaluacidn clinica estandar para sintomas de Parkinson)
[Bankiewicz Ké, et al: Long-term clinical improvement in MPTP-

lesioned primates after gene therapy with AAV-hAADC; Mol Ther
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2006 14 564_70]2

4. La expfesién de los ftres genes puede resultar en una
funcidén mejorada tanto en modelos de rata [Shen Y, et al: Triple
transduction with adeno-associated virus vectors expressing
tyrosine hydroxylase, aromatic-L-amino-acid decarboxylase, and
GTP cyclohydrolase I for gene therapy of Parkinson's disease; Hum

Gene Ther 2000 11 1509-19] como en modelos de mono [Muramatsu S,

et al: Behavioral recovery 1in a primate model of Parkinson's
disease by triple transduction of striatal cells with adeno-
associated viral vectors expressing dopamine-synthesizing

enzymes. Hum Gene Ther 2002 13 345-54] del mal de Parkinson].

5. La expresién de TH y GCHl es suficiente para obtener
niveles de L-dopa estriatales que puedeﬁ resultar en una mejora
funcional en el modelo de rata de mal de Parkinson y puede
adicionalmente reducir significativamente la disquinesia inducida
por IL-dopa [Kirik D, et al: Reversal of motor impairments in
parkinsonian rats by continuous intrastriatal delivery of L-dopa

using rAAV-mediated gene transfer; Proc Natl Acad Sci 2002 99

4708-13; Carlsson et al: Reversal of dyskinesias in an animal
model of Parkinson's disease by continuous L-DOPA delivery using

rAAV vectors; Brain 2005 128 559-69]. Sin embargo, estos estudios

se condujeron usando dos vectores de serotipo 2 AAV separados gque
contienen cada uno ya sea el gen GCHl1 o el gen TH, ambos bajo el
control de un promotor sintético grande (promotor de b-actina de
pollo gque contiene un intrén gamma-globulina de conejo, precedido
con un elemento potenciador del promotor <citomegalovirus,
nombrado como la b-actina de pollo, CBA, promotor). Como tal, no

fue posible de ninguna manera controlar la relacidén de expresidn
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de los dos genes en el nivel celular; ni el promotor permite la
expresidédn limitada a neuronas.

Con respecto al estado actual del arte dentro del campo de
la presente invencidn, Sun et al (2004), describe un vector de
expresién virico no AAV con dos unidades transcripcionales, cada
una regulada por un promotor especifico de neurona. No describe
el nivel relativo de transcripcién de las dos unidades. In vitro
aqui es las cantidades comparables de células que expresan TH y
GCE-1 cuando se transducen con el vector tanto del gen 3 como el
gen 4. En ambos casos, TH y GCH-1 &estidn en diferentes
transcriptor. En el vector del gen 4, GCH-1 se traduce desde un
sitio IRES (después del VMAT-2 ORF).

Shen et al 2000, describe la co-transduccién de células HEK-
293 con AAV-TH, AAV-AADC 'y AAV-GCH-1. En un estudio de
titulacidn, se transdujeron 293 células con AAV-TH y AAV-AADC vy
cantidades variadas de AAV-GCH-1. Los resultados muestran un
incremento en tanto L-dopa como dopamina con titulacién
incrementada de AAV-GCH-1. AAVGCH-1 se probdé en titulaciones
hasta iguales como para AAV-TH. Las relaciones descritas son
1:10, 1:2 y 1:1 (AAV-GCH-1:AAV-TH). Se condujo la terapia génica
in vivo con una relacién 1:1 de los dos vectores (con y sin AAV-
AADC) .

Kirik et al, 2002 y Carlsson et al 2005 describen la co-
administracidén de una mezcla‘lzl de AAV-TH y AAVGCH1, en la cual
la titulacidén de AAV-TH es aproximadamente 3.5 veces la de AAV-
GCH-1 (relacidén de 1:3.5). Ninguna de estas referencias establece
porqué se usd esta relacidn.

La US 7,419,829 (Oxford Biomedica) describe un elemento WPRE
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mutado y su uso en un vector de tres genes (EIAV) con TH, AADC, y
GCH-1 separados por secuencias IRES. El elemento WPRE aumenta la
expresién'de los tres genes en la misma extensidn.

La WO 96/05319 (Arch Development) describe vectores
dicistrdénicos con ya sea un sitio IRES o el promotor en el LTR
retrovirico 5’, que controla la expresién de un cistrd4n tanto
cadena arriba como cadena abajo. En un experimento de
transduccién doble con fibroblastos, este describe una actividad
TH de 242.6 pmol/mg/min y una actividad GCH1 de 35.8 pmol/mg/min.
Esto se traduce en una relacidén de 1:6.8 entre las dos enzimas en
una base de actividad. Ademés, la referencia describe una
concentracidén de BH4 OoOptima (500 QM) con objeto de alcanzar
actividad TH méaxima. La concentracién L-DOPA en células
transducidas con TH fue maximo mas alld de 50 QM BH4 y no
incrementa ademads con concentraciones mas altas de BHA4.

Ninguna de las referencias mencionadas describe un vector
AAV con un constructo codificado para taﬁto TH como GCH-1. Todos
los sistemas de un vector en la técnica anterior que codifican
tanto TH como GCH-1 se han hecho en vectores viricos que incluyen
piezas mucho mds grandes de &cido nucleico. La mayoria de los
sistemas de un vector de la técnica anterior comprenden un
constructo de expresidén que codifica AADC. Los vectores AAV
presentan ventajas sobre los sistemas de un vector con base en
HSV, EIAV vy Retrovirus para propdsitos clinicos. Ademas, la
ausencia de AADC también es una ventaja sobre la técnica anterior
ya que esto lleva a la generacidén de L-DOPA en las células

transducidas en lugar de DA.
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SUMARIO DE LA INVENCION

El propdésito de la presente invencidén ha sido desarrollar
herramientas moleculares nuevas para el tratamiento de trastornos
donde las estrategias de tratamiento actuales son insuficientes o
donde el tratamiento actual estd asociado con efectos colaterales
severos y/o donde el individuo tratado desarrolla resistencia
contra dicho tratamiento. MAas especificamente, la presente
invencién se refiere a un constructo de expresidn novedoso que
regula el nivel de enzimas involucradas en biosintesis de
catecolamina, siendo UuUtiles de esta manera en un método para
restaurar un balance de catecolamina normal en un sujeto que
necesita del mismo.

En particular la invencidén se refiere al uso de dicho
constructo de expresidén en un método de tratamiento de trastornos
neuroldgicos, preferiblemente trastornos neuroldgicos
degenerativos no curables en donde la mayoria de los pacientes
experimenta respuesta al tratamiento disminuida y eventos
adversos incrementados durante el tratamiento prolongado.

La presente invencién se refiere principalmente al
tratamiento de mal de Parkinson, en donde la estrategia de
tratamiento actual involucra la administracién de L-DOPA u otros
agentes que estimulan el receptor de dopamina. El1 tratamiento
actual es eficiente, particularmente en la fase temprana de la
enfermedad, pero durante el tratamiento prolongado la mayoria de
los pacientes desarrolla disquinesia inducida por L-DOPA. E1
desarrollo de disgquinesia se considera gque estd asociado con
suministro no continuo de L- DOPA u otros agentes que estimulan

el receptor de dopamina. Es un objetivo principal de la presente
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invencién refinar el tratamiento actual al suministrar los
compuestos necesarios para el tratamiento de particularmente mnal
de Parkinson localmente donde se necesita y a relaciones
continuas que disminuyan cualquiera de los efectos adversos.

La presente invencidén se refiere a un sistema de expresidn
de un vector, que comprende dos polinucledtidos que codifican dos
polipéptidos, a administrarse localmente en el sistema nervioso
central, en donde dicho sistema de expresidén de vector es capaz
de expresar diferencialmente los dos polipéptidos codificados con
objeto de obtener la proporcidén exacta de los polipéptidos
expresados necesarios para el tratamiento éptico de un trastorno
neuroldgico dado.

En un primer aspecto, la presente invencidén se refiere a un
sistema de expresidén de un vector que comprende

a) un primero y un seguhdo casete de expresidn, dicho primer
casete de expresidn comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledtido, dicha primera secuencia de
nucledtido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHL)
o un fragmento biocldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicho segundo casete de expresidén comprende una secuencia
de nucledétido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledtido que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, con la
condicién de que dicho vector no comprende una secuencia de
nucledtido que codifica un polipéptido de aminoacido

descarboxilasa aromatico (AADC), o
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b) un primero y un segundo casete de expresidn, dicho primer
casete de expresidn comprende una secuencia de nucledétido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucleétido, dicha primera secuencia de
nucledtido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicho segundo casete de expresidén comprende una secuencia
de nucledétido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucleétido que
codifica un polipéptido de +tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, en donde el
vector es un vector asociado con adeno (AAV), o

C) un casete de expresidén que comprende un promotor, una
primera secuencia de nucledétido, una secuencia de nucledtido que
inicia la traduccién tal como un sitio de entrada de ribosoma
interna (IRES) y una segunda secuencia de nucledétido, en donde
dicho promotor estd ligado operablemente a dicha primera
secuencia de nucledétido, y en donde dicha secuencia de nuclebtido
gque inicia la traduccidén se liga a dicha primera y dicha segunda
secuencia de nucledétido, en donde dicha primera secuencia de
nucledtido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicha segunda secuencia de nucledétido codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bioldégicamente activo o variante del mismo, o

d) un casete de expresién que comprende una primera
secuencia de nucledtido, una secuencia de nucledétido que inicia

la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma interna
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(IRES) vy una segunda secuencia de nucledétido en donde dicha
secuencia de nucledétido que inicia la traduccidédn 1liga dicha
primera y dicha segunda secuencia de nucledétido, y en donde la
secuencia que comprende dicha primera secuencia de nucledtido
ligada a dicha secuencia de nucledétido que inicia la traduccidn
ligada a dicha segunda secuencia de nucledétido estéd flanqgqueada
por repeticiones de terminal 5’ y 3, y en donde dicha primera
secuencia de nucledtido codifica un ©polipéptido de GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCHl) o un fragmento bioldégicamente activo o
variante del mismo, vy en donde dicha segunda secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o
un fragmento biolbégicamente activo o variante del mismo, en donde
dichas repeticiones de terminal comprenden una secuencia capaz de
dirigir la expresidén de un polipéptido ligado operablemente.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un sistema de
expresidédn de un vector que comprende

a) un primero y un segundo casete de expresidn, dicho primer
casete de expresidn comprende una secuencia de nucledbdtido gue
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledétido, dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en
donde dicho polipéptido o un fragmento bioldégicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, Iy en
donde dicho segundo casete de expresidn comprende una secuencia

de nucledtido que comprende una segunda secuencia de promotor
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ligada operablemente a una segunda secuencia de nuclebétido que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde
dicho polipéptido © un fragmento bioldgicamente activo o variante
del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado
del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO.
9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 vy
SEQ ID NO. 14, con la condicidén de que dicho vector no comprende
una secuencia de nucledtido que codifican un polipéptido de
aminoacido descarboxilasa aromatico (AADC), o

b) un primero y un segundo casete de expresidén, dicho primer
casete de expresidén comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledtido, dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en
donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en
donde dicho segundo casete de expresidn comprende una secuencia
de nucledétido gque comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledétido que
codifican un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde
dicho polipéptido o un fragmento bioldégicamente activo o variante
del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado

del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO.
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9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 vy
SEQ ID NO. 14, en donde el vector es un vector asociado con adeno
(AAV), o

c) un casete de expresién que comprende un promotor, una
primera secuencia de nucledtido, una secuencia de nucledtido que
inicia la traduccién tal como un sitio de entrada de ribosoma
interna (IRES) y una segunda secuencia de nucledtido, en donde
dicho promotor estd 1ligado operablemente a dicha primera
secuencia de nucledtido, y en donde dicha secuencia de nucledtido
gque 1inicia la traduccién liga dicha primera y dicha segunda
secuencia de nucledtido, en donde dicha primera secuencia de
nucledtido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en
donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y en
donde dicha segunda secuencia de nucledétido <codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bioldégicamente activo o variante del mismo, en donde dicho
polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o variante del
mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9,
SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ
ID NO. 14, o
d) un casete de expresidén que comprende una primera secuencia de
nucledétido, una secuencia de nucledtido que inicia la traduccidn

tal como un sitio de entrada de ribosoma interna (IRES) y una
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segunda secuencia de nucledétido en donde dicha secuencia de
nucledétido que inicia la traduccién liga dicha primera y dicha
segunda secuencia de nucledétido, y en donde la secuencia que
comprende dicha primera secuencia de nucledtido ligada a dicha
secuencia de nucledétido que inicia la traduccién ligada a dicha
segunda secuencia de nucledtido esta flanqueada por repeticiones
de terminal 5’ y 3’7, y en donde dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, en
donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido
seleccionado del grupo gque consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en
donde dicha @ segunda secuencia de nucledétido codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bioldbgicamente activo o variante del mismo, en donde dicho
polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o variante del
mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9,
SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ
ID NO. 14, en donde dichas repeticiones de terminal comprenden
una secuencia capaz de dirigir la expresidén de un polipéptido
ligado operablemente.

En ciertas modalidades, el vector puede ser un vector virico
asociado con adeno (AAV). En modalidades preferidas, la invencidn
comprende elementos reguladores, tal como elemento regulador
post-transcripcional del virus de hepatitis de la marmota (WPRE) ,

con el constructo del vector con objeto de regular la expresiédn
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diferenciada de los polipéptidos codificados. En ciertas
modalidades, la expresidén diferencial de los polipéptidos puede
ser ventajosa para el flujo continuo de DOPA para el tratamiento
pretendido de mal de Parkinson. También puede ser ventajoso para
dicho vector ser funcional en células de mamifero,
preferiblemente células neuronales.

Un constructo de un vector, en donde es posible expresar
diferencialmente dos o mas polinucleétidos que codifican
polipéptido también puede ser Util para otras aplicaciones tales
como tratamiento de otros trastornos, en donde se desea una
estequiometria especifica entre dos o més polipéptidos.

En otro aspecto la invencidén se reéfiere a un método para
determinar 1la relacién de expresién del polipéptido de
ciclohidroxilasal GTP (SEQ ID NOs. 1, 2, 3, A4, 5. y ©6) ¥y
polipéptido de tirosina hidroxilasa (SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 y 14), respectivamente, o variantes de los mismos, dicho
polipéptido codificado por el vector como se define en la
presente, comprende medir la:

&. actividad enzimética de los polipéptidos, o

b. cantidad de BHy producido, o

c. cantidad expresada de dichos polipéptidos, o

d. nivel de mARN transcrito correspondiente a los
polipéptidos del polipéptido de ciclohidroxilasal GTP y tirosina
hidroxilasa, respectivamente.

En ciertas modalidades de la presente invenciédén, la relacidn
se mide preferiblemente al determinar la cantidad de mARN
expresado, mads preferiblemente al determinar la cantidad de

proteina expresada o al determinar la actividad de enzimas de TH
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expresada (tirosina hidroxilasa) y  GCH1 (polipéptido de
ciclohidroxilasal GTP). La relacidén de enzimas de TH expresada y
GCH1 es entre 15:1 hasta 1:1, preferiblemente entre 10:1 hasta
3:1, mas preferiblemente entre 8:1 y 3:1, mas preferiblemente
entre 7:1 y 4:1, tal como entre 7:1 y 5:1, por ejemplo 6:1.
(Detallado en la Figura 3).

En otro aspecto, 1la 1invencién se refiere a una célula
hospedera aislada que comprende el vector como se define en la
presente anteriormente.

En aspectos adicionales la invencidén se refiere a usos
médicos del sistema de expresién de vector de la invencidn, el
polinucleétido del vector y el polipéptido codificado.

Preferiblemente el uso médico es para el tratamiento de una
enfermedad, un trastorno o dafio del sistema nervioso, més
preferiblemente para el tratamiento de trastornos neuroldgicos
degenerativos tal como mal de Parkinson.

En aspectos adicionales la invencidén se refiere a una célula
hospedera aislada transformada o transducida con el vector de la
invencién y a una linea de célula empacada capaz de producir un
virién infeccioso de la invencidn.

En un aspecto el vector de la presente invencidn, se usa
como un medicamento.

Adicionalmente, la invencidén se refiere a una composicién
farmacéutica que comprende el vector como se define en la
presente anteriormente 3% un portador e} diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto la composiciédn farmacéutica es para uso en un

método de tratamiento de mal de Parkinson, dicha composicién
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comprende un sistema de expresidén de un vector y una formulacidn
para suministrar dicho vector al ganglio basal, en donde dicho
sistema de expresidén de un vector comprende

a) un primero y un segundo casete de expresidn, dicho primer
casete de expresidén que comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledétido, dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHL1)
o un fragmento bioldégicamente activo o wvariante del mismo, y en
donde dicho segundo casete de expresién comprende una secuencia
de nucledtido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledtido que
codifica un polipéptide de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, con 1la
condicién de que dicho vector no comprenda una secuencia de
nucledtido que codificé un polipéptido de aminoacido
descarboxilasa aromatico (AADC), o

b) un primero y un segundo casete de expresidén, dicho primer
casete de expresidén comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledétido, dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHI1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicho segundo casete de expresidén comprende una secuencia
de nucledétido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledétido que
codifica wun polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o© un

fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, en donde el
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vector es un vector asociado con adeno (AAV), o©

c) un casete de expresidén que comprende un promotor, una
primera secuencia de nucledtido, una secuencia de nucledtido que
inicia la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma
interna (IRES) y una segunda secuencia de nucledétido, en donde
dicho promotor estd ligado operablemente a dicha primera
secuencia de nucledétido, y en donde dicha secuencia de nucledtido
gue inicia la traduccidén se liga a dicha primera y dicha segunda
secuencia de nucledtido, en donde dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicha segunda secuencia de nucledétido codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bioldgicamente activo o variante del mismo, o

d) un casete de expresidén que comprende una primera
secuencia de nucledtido, una secuencia de nucledtido que inicia
la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma interna
(IRES) vy una segunda secuencia de nucledétido en donde dicha
secuencia de nucledtido que inicia la traduccidén se liga a dicha
primera y dicha segunda secuencia de nucledétido, y en donde la
secuencia que comprende dicha primera secuencia de nucledtido
ligada a dicha secuencia de nucledtido que inicia la traduccidn
ligada a dicha segunda secuencia de nucledétido estd flanqueada
por repeticiones de terminal 5’ y 3’, y en donde dicha primera
secuencia de nucledétido codifica un ©polipéptido de GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCH1) o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo, y en donde dicha segunda secuencia de

nucledétido codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o
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un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde
dichas repeticiones de terminal comprenden una secuencia capaz de
dirigir la expresidén de un polipéptido ligado operablemente.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un método para
administrar la composicidén farmacéutica de la invencidn, en donde
dicha composicidén farmacéutica se administra por inyecciédn,
oralmente a través de por ejemplo un comprimido, por un rocio,
cutaneamente o por inhalacidén. Dicha inyeccidn es preferiblemente
intracraneal, intracerebral, intravitrea, intranasal,
intravenosa, intramuscular, intraespinal, intraperitoneal,
subcutédnea o una inyeccién en bolo o continua.

También se proporciona un kit, que comprende la composicidn
farmacéutica de 1la invencidn, dicho kit también comprende

instrucciones para administrar la composicidén farmacéutica de la

invencién.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figuras 1A-1B: (Fig. 1A) Perspectiva de una estrategia de
suministro de DOPA continua de la presente invencién. (Fig. 1B)

Ejemplo comparativo usando un sistema de dos vectores tradicional
que carece de la posibilidad de controlar 1los niveles de
expresidén relativos de GCH y TH.

Figura 2: Constructos de vector. Se generd un constructo de
genes para. expresar tanto tirosina hidroxilasa (TH) como
ciclohidrolasa 1 GTP (GCH-1) a partir deb un genoma de vector
sencillo. Para alcanzar una expresidén incrementada de TH sobre el
gen GCH1, se agregd un elemento regulador post-transcripcional
del virus de hepatitis de 1la marmota (WPRE). Ambos genes se

condujeron por el promotor Synapsin 1 humano (SYN-1) y se aumentd
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el trafico usando una secuencia de poliadenilacidén SV40 (pA). La
secuencia de gen completa se insertdé entre repeticiones de

terminal invertida (ITR) del serotipo 2 AAV.

Figuras 3A-3D: Modelado de la dependencia BH4 y GCHl para
funcidén TH. Los valores de datos de las mediciones de actividad
de enzima TH in vivo e 1in vitro junto con western blots semi-
cuantitativos para mediciones de proteina TH en los 6 grupos
fueron vectores rAAV5-TH y rAAV5-GCHl1 se mezclaron en relaciones
variadas, se unificaron en una variable de lectura sencilla al
normalizar las cantidades a registro cero. Esto resulta en una
cantidad adimensional que puede entonces compararse Yy modelarse
directamente. (Fig. 3a) registros 7Z individuales de actividad de
enzima TH in vivo e in vitro y niveles de proteina TH agrupados
como una funcidén de la sintesis BH4 en el estrato depurado de DA
después de transduccién de rAAVS5-TH y rAAV5-GCH1. Esta operacidn
reveld que los resultados de los tres ensayos convergen
actualmente en un patrén general cuando se agrupan como una
funcién de los niveles BH4 de estrato. (Fig. 3b) Niveles BH4 de
estrato agrupados como una funcién de gc rAAV5-GCH1 inyectada.
Los niveles BH4 en el estrato no se incrementan linealmente con
concentréciones incrementadas de rAAV5-GCH1, sino al contrario
muestran una saturacién clara a niveles arriba de 3.6E9 gc. (Fig.
3c) Formacidédn de grupos de los registros Z de las tres pruebas de
la funcidén de enzima TH en un modelo sencillo, agrupados como una
funcién de los niveles BH4 del estrato. (Fig. 3d) Registros Z
promedio de 1las tres pruebas de funcién TH agrupadas como una
funcién de las copias del genoma de rAAV5-GCH1 inyectadas. Lineas

s6lidas en B-D representan el ajuste no lineal alcanzado después
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de aplicar un modelo de saturacidén y=Ax/(B+x)+C usando un
algoritmo Levenberg-Marquardt modificado.

Figuras 4A-4F: Recuperacidén de la funcidédn motora. Se

probaron animales con wuna denervacién DA unilateral en una
bateria de pruebas de comportamiento. Con base en su desempefio en
las pruebas de cilindro (Fig. 4a) vy rotaciones inducidas por
farmaco (Figs. 4d, 4e) tienen ya sea una cirugia simulada (grupo
de Simulacidén Les) o reciben el vector rAAV sencillo terapéutico
(TH-GCH1) . La recuperacién completa se aprecidé en el grupo TH-
GCH1 con 5 semanas en la prueba de cilindro (Fig. 4a) y prueba en
etapas (Fig. 4b). Esto se mantiene a través del experimento. Esto
también se aprecidé en la prueba de corredor (Fig. 4c) mientras
que la recuperacidn fue parcial en rotaciones inducidas por
anfetamina (Fig. 4d) y apomorfina (Fig. 4e). La recuperacidén en

la funcidén motora completa tal como en la prueba de escalera

también fue importante (Fig. 4f) . * significativamente
diferente del grupo de Simulacidén Les.

Figura 5A-5G: Analisis post mortem de expresién de transgen

y sSintesis DA. Seis meses después de la inyeccidén rAAV en
animales lesionados 6-OHDA se evalué la funcién del vector rAAV
TH-GCH1 sencillo bioquimicamente y usando inmunohistoquimica. La
inmunohistoquimica revela .una expresién robusta tanto de
transgenes TH (Fig. 5a) como transgenes GCHl1 (Fig. 5b). Esta
expresidén se acopld a una produccidén muy eficiente de tanto DOPA
(barra cerrada en Fig. 5c) como BH4 (barra cerrada en Fig. 5d)
hasta un grado mucho mayor que en el estrato intacto (barra
abierta en Fig. 5d). Los niveles de dopamina también se

reconstituyeron significativamente (Fig. 5e) y los niveles del
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metabolito intermediario DOPAC se restauran hasta el 50% del
normal (Fig. 5f) y el metabolito final HVA (Fig. b5g) se eleva
hasta dos veces los niveles normales.

Figura 6: Mapa de vector con el constructo de una modalidad
de la presente invenciédn.

Figura 7: Relacidn de respuesta a la dosis con respecto
a recuperacidédn de la funcidn motora. Se probaron animales con
denervacidédn DA unilateral, completa, en la prueba de pasillo
antes de la inyeccidén AAV (llamada linea base de Lesidn).
Posteriormente, se balancearon en cuatro grupos con base en
su desemperio. Todos los animales lesionados reciben entonces
una 1inyeccidén estereotdctica con un volumen igual de vector

rAAV5-TH:GCH1 [5unl] pero con una concentracidén incrementada.

oL

Esto resulta en los siguientes cuatro grupos de dosis; 0.7
[9.1E8 gc], 3.4% [4.6E9%gc], 9.8% [1.3E1l0gc], 100% [l1.3Ellgc].
Se 1incluydé un grupo de control intacto de tamafio igual,
emparejado por edad, como referencia en todos los puntos de
tiempo. Los animales se vuelven a probar entonces en la
prueba de pasillo 12 semanas después de la inyeccidédn AAV. Se
aprecid recuperacidn completa en los dos grupos de
tratamiento gque reciben las concentraciones de vector méas
altas, es decir, debajo de una dosis de vector 1.3E10gcrAAV5-
TH:GCH1.4.6E9%9gc gque resulta en wun 50% de recuperacién,
mientras que la recuperacién de la dosis 9.1E8 gc fue
significativamente inferior. * = diferencia importante en un
ANOVA factorial de dos vias seguido por prueba HSD post-hoc
de Tukey.

Figura 8: Cuantificacidén por microdidlisis de niveles de
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dopamina extracelular. Se dividieron 1los animales con una
denervacién DA unilateral, completa, en dos grupos (grupo TH-
GCH1 y solamente lesidén 6-OHDA). Los animales en el gfupo TH-
GCH1 reciben entonces una inyeccién estereotactica del vector
rAAV5-TH:GCH1 a titulacién completa. También se incluyeron
animales emparejados por edad intactos, no lesionados, en el
estudio (Ctrl Intacto). Al menos 6 meses mas tarde, se
cuantificaron los niveles de dopamina usando microdidlisis en
linea. Se redujeron los niveles de dopamina extracelular
hasta cercal del ©90% en el grupo de contrcl de Lesién.
Después de la inyeccidén de rAAVS5-TH:GCH1 en la otra mano, se
restauraron los niveles de dopamina extracelular hasta méas
del doble que aquellos de animales intactos. * =
significativamente diferente del control de Lesidén en un
ANOVA de una via seguido por prueba HSD post-hoc de Tukey.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Agonista: El término ‘agonista’ wusado en la presente se
refiere a un farmaco que se une a un receptor de una célula vy
dispara una respuesta por la céluia.

Bioldgicamente activo: El término ‘biolégicamente activo’

cuando es usado en la presente en conexidén con enzimas
ccdificadas por el constructo de vector de la invencidén, se
refiere a la actividad enzimatica de dichas enzimas, significa la
capacidad para catalizar wuna cierta reaccidén enzimdtica. En
particular actividad Dbioldgica se refiere a la actividad
enzimatica de tirosina hidroxilasa (TH) y GTP-ciclohidrolasa

(GCH-1) .
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Fragmento bioldgicamente activo: El1 término “fragmento

biolédgicamente activo’ como es usado en la presente, se refiere a
una parte de un polipéptido, incluyendo enzimas, que comparten la
actividad bioldégica del polipéptido de longitud completa. La
actividad biocldgica del fragmehto puede ser méas pequefia gque, mas
grande que, o igual a la actividad enzimdtica del polipéptido de
longitud completa nativo.

Variante Dbiolégicamente activa: El término “variante

bioldédgicamente activa’ como es usado en la presente, se refiere a
una parte de polipéptido de una proteina, tal como una enzima,
que tiene la misma actividad bioldégica como una proteina de
longitud completa nativa. La actividad bioldégica del fragmento
puede ser mas pequefia que, més grande que o igual a la actividad
enzimatica del polipéptido de longitud completa nativo.

Disfuncién de catecolamina: El término disfuncidén de

catecolamina como es usado en la presente se refiere a
anormalidades en sintesis, regulacidén, almacenado, liberaciédn,
absorcién o metabolismo de catecolamina en comparacidén con los
mismos parametros en un individuo saludable. En particular la
disfuncién de catecolamina es disfuncién de dopamina, tal como
deficiencia de dopamina. La persona experta en la técnica es
capaz de diagnosticar disfuncién de catecolamina.

Insuficiencia cognitiva: El término ‘insuficiencia

cognitiva’ usado en la presente se refiere a una condicidén con
funcidén mental pobre, asociada con confusidén, olvido y dificultad
para concentracién.

Sustitucidn conservadora: El término ‘sustitucidn de

aminoacido conservadora’ definido en la presente se refiere a una

000025



10

15

20

25

sustitucidn por la cual un aminodcido es sustituido por otro con
una o mads caracteristicas fisicas y/o quimicas compartidas. Los
aminoacidos pueden agruparse de acuerdo a las caracteristicas
compartidas. Una sustitucién de aminodcido conservadora es una
sustitucidén de un aminodcido con un grupo predeterminado de
aminodcidos por otro aminodcido dentro del mismo grupo, en donde
los aminocacidos dentro de grupos predeterminados exhiben
caracteristicas similares o sustancialmente similares.

Trastorno: El término ‘trastorno’ usado en la presente se
refiere a una enfermedad o problema médico, y es una condicidn
anormal de un organismo gque atrofia las funciones corporales,
asociada con sintomas y sefiales especificas. Estd causada por
factores externos, tal como organismos 1invadidos, o puede
causarse por disfunciones internas, tal como produccidén o
transporte de Catecolamina atrofiado. En particular, un trastorno
como es usado en la presente es una disfuncidén de produccidn de
dopamina o concentracidén de dopamina fisioldégica anormal.

Expresién: El término ‘expresidén’ de una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido significa transcripcidn de
tal secuencia de &cido nucleico como mARN y/o transcripcidén vy
traduccidén de tal secuencia de acido nucleico lo que resulta en
la produccién de tal proteina.

Casete de expresién: El término ’casete de expresién' como

es usado en la presente se refiere a una secuencia gendmica que
proporciona todos los elementos requeridos para resultar en la
sintesis de una proteina in vivo. Esto puede incluir, pero no
necesariamente se limita a, una secuencia que conduce la

transcripcion desde ADN hasta mARN, es decir, una secuencia de
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promotor, una estructura de lectura abierta gque incluye la
secuencia gendmica para la proteina de interés y una regidn no
traducida 3’ qgue permite la poliadenilacidén del mARN.

Funcional en células de mamifero: El término ‘funcional en

células de mamifero’ como es usado en la presente, significa una
secuencia, por ejemplo una secuencia de nucledétido tal como a
vector, que cuando se introduce en una célula de mamifero resulta
en la traduccidén en un polipéptido bioldbgicamente activo.

Terapia génica: FE1 término ‘terapia génica’ usado en la

presente se refiere a la insercidn de genes en células y tejidos
individuales para tratar una enfermedad.

Secuencia de &cido nucleico: El término secuencia de &cido

nucleico como es usado en la presente se refiere a una cadena de
hebra sencilla o hebra doble de dos o mas bases de nucledtido
incluyendo, sin limitacidén, acido desoxiribonucleico (ADN), acido
ribonucleico (ARN), andlogos de cualquiera de ADN o ARN, mARN, y
cADN.

Ligado operablemente: El término ‘ligado operablemente’ como

es usado en la presente indica que la secuencia de &cido nucleico
que codifica uno o més polipéptidos de interés y secuencias de
regulacién transcripcional se conectan de tal manera que permiten
la expresién de 1la secuencia de 4&cido nucleico cuando se
introduce en la célula.

Mal de Parkinson:. El término ‘mal de Parkinson’ (también

conocido como mal de Parkinson o PD) usado en la presente se
refiere a un trastorno degenerativo del sistema nervioso central
que a menudo darfia las habilidades motoras del paciente, el habla,

y otras funciones. El mal de Parkinson pertenece al grupo de
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afecciones llamadas trastornos del movimiento. Se caracteriza por
rigidez muscular, temblores, un movimiento fisico mas lento y, en
casos extremos, una pérdida del movimiento fisico, el PD es tanto
crénico como progresivo.

Agente farmacéutico: Los términos ’agente farmacéutico' o

"fadrmaco' o ’'‘medicamento' se refieren a cualquier agente
terapéutico o profildctico que puede usarse en el tratamiento
(incluyendo la prevencién, diagnédstico, alivio, 0 cura) de un
mal, afliccidn, afeccidn, enfermedad o lesidn en un paciente. Las
determinantes genéticas, péptidos, polipéptidos y polinucledtidos
terapéuticamenté Utiles pueden incluirse dentro del significado
del término farmacéutico o farmaco. Como se define en la
presente, un ‘“agente terapéutico”, “agente farmacéutico” o

“farmaco” o “medicamento” es un tipo de agente bioactivo.

Composicidn farmacéutica: o farmaco, medicamento o agente se

refiere a cualquier material quimico o bioldgico, compuesto, o
composicidn capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando
se administra apropiadamente al paciente. Algunos farmacos se
venden en una forma inactiva que se convierte in vivo en un
metabolito con actividad farmacéutica. Para propdésitos de la
presente invencién, los términos “composicién farmacéutica” vy
“medicamento” abarcan tanto el fdrmaco inactivo como el
metabolito activo.

Polipéptido: E1 término ’polipéptido' como es usado en la

presente se refiere a una molécula que comprende al menos dos
aminoacidos. Los aminodcidos pueden ser naturales o sintéticos.
"Oligopéptidos' son definidos en 1la presente como que son

polipéptidos de longitud de no més de 100 aminodcidos. El1 término
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“polipéptido” también se pretende que incluya proteinas, es decir
biomoléculas funcionales que comprenden al menos un polipéptido;
cuando comprenden al menos dos polipéptidos, estas pueden formar
complejos, pueden ligarse covalentemente o pueden ligarse no
covalentemente. Los polipéptidos en una proteina pueden
glicosilarse y/o lipidarse y/o comprender grupos prostéticos.

Polinucledtido: El1 término ‘polinucledtido’ wusado en la

presente se refiere a una molécula que es una molécula de
polimero ofgénico compuesta de mondmeros de nucledétido unidos
covalentemente en una cadena. Un “polinucledétido” como es usado
en la presente se refiere a una molécula que comprende al menos
dos 4&cidos nucleicos. Los A&cidos nucleicos pueden presentarse
naturalmente o modificarse, tal como &cidos nucleicos asegurados
(LNA), o acidos nucleicos de péptido (PNA). Polinucledtido como
es usado en la presente generalmente pertenece a

i) un polinucledétido que comprende una secuencia de
codificacidén predeterminada, o

ii) un polinucleétido que codifica una secuencia de
aminoacido predeterminada, o

1ii) un polinucleétido que codifica un fragmento de un
polipéptido codificado por polinucledtidos (i) o (ii), en donde
dicho fragmento tiene al menos una actividad predeterminada como
se especifica en la presente; y

iv) un polinucledétido 1la hebra complementaria del cual
hibridiza bajo condiciones severas con un polinucledétido como se
define en cualquiera de (i), (ii) vy (iii), y codifica un
polipéptido, o un fragmento del mismo, que tiene al menos una

actividad predeterminada como se especifica en la presente; vy
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V) un polinucledétido que comprende una secuencia de
nucledétido gue se degenera a la secuencia de nucledtido de 1los
polinucledtidos (iii) o (iv);

o la hebra complementaria de tal polinucledtido.

Promotor: El1 término ‘promotor’ usado en la presente se
refiere a una regidén de ADN que facilita la transcripcidén de un
gen particular. Los promotores se localizan tipicamente cerca de
los genes que regulan, en la misma hebra y cadena arriba.

Proteina: El1 término ‘proteina’ wusado en la presente se
refiere a un compuesto organico, también conocido como un
polivéptido, que es un péptido que tiene al menos, \%
preferiblemente mds de dos aminodcidos. El término genérico
aminodcido comprende aminoacidos tanto naturales como  no

naturales cualquiera de 1los cuales puede estar en la forma

isomérica ‘D’ o ‘L’.

Identidad de secuencia: Identidad de secuencia se determina

en una modalidad al utilizar fragmentos de péptidos moduladores
de la.actividad de proneurotrofina que comprenden al menos 25
aminoacidos contiguos y que tienen una secuencia de aminoacido
que es al menos 80%, tal como 85%, por ejemplo 90%, tal como 95%,
por ejemplo 99% idéntica a la secuencia de aminodcido de
cualquiera de las SEQ ID NOs de la presente invencién, en donde
el porcentaje de identidad se determina con el algoritmo GAP,
BESTFIT, o FASTA en el Wisconsin Genetics Software Package
Release 7.0, usando pesos de hueco predeterminados.

Los siguientes términos se usan para describir las

P

relaciones de secuencia entre dos o mas polinucledétidos:

“secuencia predeterminada”, “ventana de comparacidén”, “identidad

000030



10

15

20

30
de secuencia”, “porcentaje de identidad de secuencia”, e
“identidad sustancial”.

Una “secuencia predeterminada” es una secuencia definida
usada como una base para una comparacién de secuencia; una
secuencia predeterminada puede ser un subconjunto de una
secuencia mas grande, por ejemplo, como un segmento de un ADN de
longitud completa o secuencia de genes dada en un listado de
secuencias, tal como una secuencia de polinucledétido seleccionada
del grupo que consiste de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
21 y SEQ ID NO: 22, o puede comprender un ADN completo o
secuencia de genes. Generalmente, una secuencia predeterminada es
al menos 20 nucledtidos en longitud, frecuentemente al menos 25
nucledétidos en longitud, y a menudo al menos 50 nucledétidos en
longitud.

Ya que dos polinucledétidos pueden cada uno (1) comprender
una secuencia (es decir, una porcidén de la secuencia de
polinucledtido completa) que es similar entre los dos
polinucledtidos, y (2) pueden comprender ademds una secuencia que
es divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de
secuencias entre dos (o0 mas) polinucledtidos se realizan
tipicamente al comparar secuencias de dos polinucleétidos sobre
una “ventana de comparacién” para identificar y comparar regiones
locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacién”,
como es usado en la presente, se refiere a un segmento conceptual
de al menos 20 posiciones de nucledétido contiguas en donde una
secuencia de polinucledétido puede compararse a una secuencia

predeterminada de al menos 20 nucledtidos contiguos y en donde la
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porcién de la secuencia de polinucledétido en la ventana de
comparacién puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir,
espacios) de 20 por ciento o menos comparado con la secuencia
predeterminada (que no comprende adiciones © eliminaciones) para
alineacidén éptima de las dos secuencias.

La alineacidén optima de 1las secuencias para alinear una
ventana de comparacién puede conducirse por el algoritmo local de
Smith and Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, por el
algoritmo de alineacidén de homologia de Needleman and Wunsch
(1970) J. Mol. Biol. 48: 443, por la busqueda del método de
similitud de Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
(E.U.A.) 85: 2444, por implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, vy TFASTA en el Wisconsin
Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, Wis.), o por inspeccién, y la mejor
alineacidén (es decir, la que resulta en el porcentaje mas alto de
homologia sobre la ventana de comparacidén) generado por los
diversos métodos se selecciona.

El término “identidad de secuencia” significa que dos
secuencias de polinucleétido son idénticas (es decir, en una base
nucledétido por nucledtido) sobre la ventana de comparacidén. E1
término “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula al
comparar dos secuencias optimamente alineadas sobre la ventana de
comparacién, determinar el nuUmero de posiciones en las cuales la
base de acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, U, o I)
se presenta en ambas secuencias para proporcionar el numero de
posiciones emparejadas, dividiendo el numero de ©posiciones

emparejadas por el numero total de posiciones en la ventana de
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comparacidén (es decir, el tamafio de ventana), y multiplicar el
resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de
secuencia. Los términos “identidad sustancial” como es usado en
la presente denota una caracteristica de una secuencia de
polinucledtido, en donde el polinucledétido comprende una
secuencia que tiene al menos 85 por ciento de identidad de
secuencia, preferiblemente al menos 90 hasta 95 por ciento de
identidad de secuencia, mas usualmente al menos 99 por ciento de
identidad de secuencia en comparacién con una Ssecuencia
predeterminada sobre una ventana de comparacién de al menos 20
posiciones de nucledétido, frecuentemente sobre una ventana de al
menos 25-50 nucledtidos, en donde el porcentaje de identidad de
secuencia se calcula al comparar la secuencia predeterminada a la
secuencia de polinucleétido que puede incluir eliminaciones o
adiciones con un total de 20 por ciento o menos de la secuencia
predeterminada sobre la ventana de comparacién. La secuencia
predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia mas
grande, por ejemplo, como un segmento de la secuencia de
polinucledétido SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 o SEQ ID
NO: 22 de longitud completa ilustrada en la presente.

Como se aplica a los polipéptidos, un grado de identidad de
secuencia de aminoacidos es una funcién del numero de aminocdcidos
idénticos en las posiciones compartidas por las secuencias de
aminoacidos. Un grado de homologia o similitud de lés secuencias
de aminoacidos es una funcidn del nuimero de aminoacidos, es decir
relacionados estructuralmente, en las posiciones compartidas por

las secuencias de amincacidos.
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A% AN}

El término secuencia no relacionada” o no homdéloga”
significa una secuencia que comparte menos de 40 por ciento de
identidad con otra secuencia, aunque preferiblemente menos de 25
por cilento de identidad, con los polipéptidos de la presente
invencién. El término “identidad sustancial” significa qgque dos
secuencias de péptido, cuando se alinean de forma Oo6ptima, tal
como por los programas GAP o BESTFIT usando pesos de espacio
predeterminados, comparten al menos 80 por ciento de identidad de
secuencia, preferiblemente al menos 90 por ciento de identidad de
secugncia, mas preferiblemente- al menos 95 por ciento de
identidad de secuencia o mas (por ejemplo, 99 por ciento de
identidad de secuencia). Preferiblemente, las posiciones de
residuo que no son 1idénticas difieren por las sustituciones
conservadoras de aminoacidos.

Las sustituciones conservadoras de aminodcidos se refieren a
la capacidad de intercambio de los residuos que tienen cadenas
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminodcidos que
tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina,
leucina, e isoleucina; un grupo de aminodcidos que tienen cadenas
laterales hidroxilo alifdticas es serina y treonina, un grupo de
aminodcidos que tiene cadenas laterales que contienen amida es
asparagina y glutamina; un grupo de aminodcidos que tiene cadenas
laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina, y triptofano; un
grupo de aminodcidos que tiene cadenas laterales basicas es
lisina, arginina, e histidina; y un grupo de aminocadcidos que
tiene cadenas laterales que contienen azufre es cisteina vy

metionina. Los grupos de sustitucidn de aminodcidos conservadores

preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina,
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lisina-arginina, alanina-valina, y asparagina-glutamina.

Adicionalmente, las variantes también se determinan con base
en un numero predeterminado de sustituciones conservadoras de
aminoacidos como se define en la presente enseguida. La
sustitucién de aminodcido conservadora como es usada en la
presenté se refiere a la sustitucidén de un aminocadcido (con un
grupo predeterminado de aminoacidos) por otro amincacido (dentro
del mismo grupo) , en donde los aminoacidos exhiben
caracteristicas similares o sustancialmente similares.

Dentro del significado del término “sustitucidn de
aminoacido conservadora” como aplica en la presente, un
aminoacido puede estar sustituido por otro dentro de los grupos
de aminoadcidos indicados en la presente enseguida:

i) Aminoacidos que tienen cadenas laterales polares (Asp,
Glu, Lys, Arg, His, Asn, Gln, Ser, Thr, Tyr, y Cys,)

ii) Aminoacidos que tiene cadenas laterales no polares (Gly,
Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Pro, y Met)

11i) Aminodcidos que tiene cadenas laterales alifaticas
(Gly, Ala Val, Leu, Ile)

iv) Aminoicidos que tiene cadenas laterales ciclicas (Phe,
Tyr, Tro, His, Pro)

v) Aminodcidos que tiene cadenas laterales aromaticas (Phe,
Tyr, Trp)

vi) Aminodcidos que tiene caednas laterales acidas (Asp,
Glu)

vii) Aminodcidos que tiene cadenas laterales basicas (Lys,
Arg, His)

viii) Aminodcidos que tiene cadenas laterales de amida (Asn,
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Gln)

ix) Aminocacidos que tiene cadenas laterales de hidroxi (Ser,
Thr)

x) Aminoacidos que tiene cadenas laterales que contienen
azufre (Cys, Met),

xi) Amincdcidos débilmente hidrofdébicos, neutros (Pro, Ala,
Gly, Ser, Thr)

x1i) Aminoadcidos é&cidos, hidrofilicos (Gln, Asn, Glu, Asp),

x1ii) Aminoacidos hidrofilicos (Leu, Ile, Val)

En éonsecuencia, una variante o un fragmento de la misma de
acuerdo con la invencidén puede comprender, dentro de la misma
variante de la secuencia o fragmento de la misma, o entre
diferentes variantes de la secuencia o fragmento de la misma, al
menos una sustitucidén, tal como una pluralidad de sustituciones
introducidas independientemente una de la otra.

Es claro de lo resumido anteriormente que la misma variante
o fragmento del mismo puede comprender mas de una sustitucidén de
aminoacido conservadora a partir de méds de un grupo de
aminoacidos conservadores como se define en la ©presente
anteriormente.

La adicidén o eliminacién de al menos un aminodcido puede ser
una adicidén o eliminacidén desde preferiblemente 2 hasta 250
aminoacidos, tal como desde 10 hasta 20 aminodcidos, por ejemplo
desde 20 hasta 30 aminodcidos, tal como desde 40 hasta 50
aminoacidos. Sin embargo, las adiciones o eliminaciones de méas de
50 amincacidos, tal como adiciones desde 50 hasta 100

aminocacidos, adicidén de 100 hasta 150 aminodcidos, adicidén de
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150-250 aminoacidos, también estan comprendidas dentro de la
presente invencién. La eliminacidén y/o la adicién puede -
independientemente una de la otra - ser una eliminacién y/o una
adicidén dentro de una secuencia y/o al final de la secuencia.

Los fragmentos de polipéptido de acuerdo con la presente
invencioén, incluyendo cualquiera de los equivalentes funcionales
de los mismos, pueden en una modalidad comprender menocs de 250
residuos de aminodcidos, tal como menos de 240 residuos de
aminoacidos, por ejemplo menos de 225 residuos de aminoacidos,
tal como menos de 200 residuos de aminocdcidos, por ejemplo menos
de 180 residuos de aminoacidos, tal como menos de 160 residuos de
aminoacidos, por ejemplo menos de 150 residuos de aminoéacidos,
tal como menos de 140 residuos de aminodcidos, por ejemplo menos
de 130 residuos de aminodcidos, tal como menos de 120 residuos de
aminoacidos, por ejemplo menos de 110 residuos de aminoéacidos,
tal como menos de 100 residuos de aminodcidos, por ejemplo mencs
de 90 residuos de aminodcidos, tal como menos de 85 residuos de
aminoacidos, por ejemplo menos de 80 residuos de aminoacidos, tal
como menos de 75 residuos de aminoidcidos, por ejemplo menos de 70
residuos de aminoacidos, tal como menos de 65 residuos de
aminoacidos, por ejemplo menos de 60 residuos de aminoacidos, tal
como menos de 55 residuos de aminoacidos, por ejemplo menos de 50
residuos de aminoacidos.

“Equivalencia funcional” como se usa en la presente
invencién estéd de acuerdo con una modalidad preferida establecida
por medios de referencia a la funcionalidad correspondiente de un
fragmento predeterminado de la secuencia.

Los equivalentes o variantes funcionales de una TH o GCH-1
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se entenderd que exhibe secuencias de aminoacidos que difieren
gradualmente de la secuencia TH o GCH-1 predeterminada preferida,
asi como el numero y alcance de inserciones, eliminaciones vy
sustituciones incluyendo incrementos de sustitucicnes
conservadoras. Esta diferencia se mide como una reduccidén en la
homologia entre la secuencia predeterminada preferida y el
fragmento o equivalente funcional.

Todos los fragmentos o eéuivalentes funcionales de SEQ 1ID
NO: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ
ID NO: 14 se incluyen dentro del alcance de esta invenciédn, sin
tener en cuenta el grado de homologia que muestran a las
secuencias TH y GCH-1 predeterminadas, respectivas, descritas en
la presente. La razdédn para esto es que algunas regiones de TH y
GCH-1 pueden ser facilmente mutables, o capaces de eliminarse
completamente, sin ningun efecto importante en la actividad de
enlace del fragmento resultante.

Una variante funcional obtenida por la sustitucidén puede
exhibir bien alguna forma o grado de actividad TH y GCH-1 nativa,
y aun ser menos homdéloga, si se sustituyen los residuos que
contienen cadenas laterales de aminoédcido funcionalmente
similares. Funcionalmente similar en este aspecto se refiere a
caracteristicas dominantes de las cadenas laterales tal como
hidrofdbica, béasica, neutra o &cida, o la presencia o ausencia de
una masa estérica. En consecuencia, en una modalidad de 1la
invencién, el grado de identidad no es una medida principal de un

fragmento que es una variante o equivalente funcional de un
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fragmento predeterminado preferido de acuerdo con la presente
invencidn.

La homologia entre la secuencia de aminodcidos puede
calcularse usando matrices de registro bien conocidas tal como
cualgquiera de BLOSUM 30, BLOSUM 40, BLOSUM 45, BLOSUM 50, BLOSUM
55, BLOSUM 60, BLOSUM 62, BLOSUM 65, BLOSUM 70, BLOSUM 75, BLOSUM
80, BLOSUM 85, y BLOSUM 90.

Lecs fragmentos que comparten homologia con fragmentos de SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO:
14, respectivamente, se consideran como que caen dentro del
alcance de la presente invencidn cuando estos preferiblemente son
de al menos alrededor de 90 por ciento homélogos, por ejemplo al
menos 92 por ciento homdélogos, tal como al menos 94 por ciento
homélogos, por ejemplo al menos 95 por ciento homélogos, tal como
al menos 96 por ciento homdélogos, por ejemplo al menos 97 por
ciento homélogos, tal como al menos 98 por ciento hombélogos, por
ejemplo al menos 99 por ciento homdélogos con dichas secuencias de
fragmento predeterminado, respectivamente. De acuerdo con una
modalidad de 1la invencidén los porcentajes de homologia se
refieren a porcentajes de identidad.

Los factores adicionales que pueden tomarse en consideracidn
cuando se determina la equivalencia funcional de acuerdo con el
significado wusado en la presente son 1) la capacidad del
antisueroc para detectar un fragmento TH o GCH-1 de acuerdo con 1la
presente invencidn, o 1i) la capacidad del fragmento TH o GCH-1

funcionalmente equivalente para competir con el correspondiente
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fragmento TH o GCH-1 en un ensayo. Un método para determinar una
secuencia de aminoadcidos inmunogénicamente activos dentro de una
secuencia de aminoacido conocida se ha descrito por Geysen en US
5,595,915 y se incorpora en la presente para referencia.

Un método apropiadamente adaptable adicional para determinar
relaciones de estructura y funcidn de fragmentos de péptido se
describe por US 6,013,478, que se incorpora en la presente para
referencia. También, los métodos para evaluar la unidén de una
secuencia de aminocacido a una porcidn receptora se conocen por el
técnico habilidoso.

Ademas de las sustituciones conservadoras introducidas en
cualquier posicidén de un polipéptido TH o GCH predeterminado
preferido, o un fragmento del mismo, también puede ser deseable
introducir sustituciones no conservadoras en una o mas posiciones
de un polipéptido.

Una sustitucién no conservadora que lleva a la formacidn de
un fragmento funcionalmente equivalente de TH o GCH-1 podria por
ejemplo 1) diferir sustancialmente en polaridad, por ejemplo un
residuo con una cadena lateral no polar (Ala, Leu, Pro, Trp, Val,
Ile, Leu, Phe o Met) sustituido por un residuo con una cadena
lateral polar tal como Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, o GIln o un
aminodcido cargado tal como Asp, Glu, Arg, o Lys, o sustituir un
residuo polar o cargado por uno no polar; y/o ii) difiere
sustancialmente en su efecto en una orientacién de columna del
polipéptido tal como sustitucién de o para Pro o Gly por otro
residuo; y/o iii) difiere sustancialmente en carga eléctrica, por
ejemplo sustitucidédn de un residuo negativamente cargado tal como

Glu o Asp por un residuo positivamente cargado tal como Lys, His
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o Arg (y al contrario); vy/o iv) difiere sustancialmente en la
masa estérica, por ejemplo sustitucidén de un residuc voluminoso
tal como His, Trp, Phe o Tyr por uno que tiene una cadena lateral
menor, por ejemplo Ala, Gly o Ser (y al contrario).

Las variantes obtenidas por la sustitucidén de aminoédcidos
pueden en una modalidad preferida hacerse con base en los valores
de hidrofobicidad e hidrofilicidad y la similitud relativa de los
sustituyentes de cadena lateral de aminodcido, incluyendo carga,
tamano, y similares. Las sustituciones de aminodcidos ejemplares
que toman varias de las caracteristicas anteriores en
consideracidén son bien conocidas por aquellos de experiencia en
la técnica e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato;
serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina vy
isoleucina.

Ademas de las variantes descritas en la presente, pueden
formularse variantes estéricamente similares para imitar las
porciones clave de la estructura variante y que tales compuestos
pueden también usarse de la misma manera como las variantes de la
invencién. Esto puede alcanzarse por técnicas de modelado y
disenio quimico conocidas por aquellos expertos en la técnica. Se
entenderad que tales constructos estéricamente similares caen
dentro del alcance de la presente invencidn.

En una modalidad adicional la presente invencidn se refiere
a variantes funcionales que comprenden aminodcidos sustituidos
gque tienen valores hidrofilicos o indices hidropaticos que estéan
dentro de +/-4.9, por ejemplo dentro de +/-4.7, tal como dentro
de +/-4.5, por ejemplo dentro de +/-4.3, tal como dentro de +/-

4.1, por ejemplo dentro de +/-3.9, tal como dentro de +/-3.7, por
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ejemplo dentro de +/- 3.5; tal como dentro de +/-3.3, por ejemplo
dentro de +/- 3.1, tal como dentro de +/- 2.9, por ejemplo dentro
de +/- 2.7, tal como dentro de +/-2.5, por ejemplo dentro de +/-
2.3, tal como dentro de +/- 2.1, por ejemplo dentro de +/- 2.0,
tal como dentro de +/- 1.8, por ejemplo dentro de +/- 1.6, tal
como dentro de +/- 1.5, por ejemplo dentro de +/- 1.4, tal como
dentro de +/- 1.3 por ejemplo dentro de +/- 1.2, tal como dentro
de +/- 1.1, por ejemplo dentro de +/- 1.0, tal como dentro de +/-
0.9, por ejemplo dentro de +/- 0.8, tal como dentro de +/- 0.7,
por ejemplo dentro de +/- 0.6, tal como dentro de +/- 0.5, por
ejemplo dentro de +/- 0.4, tal como dentro de +/- 0.3, por
ejemplo dentro de +/- 0.25, tal como dentro de +/- 0.2 del wvalor
del aminoacido se ha sustituido.

La importancia del aminocadcido hidrofilico e hidropatico gque
incide en conferir funcidén bioldgica interactiva en una proteilna
esta kien entendido en la técnica (Kyte & Doolittle, 1982 y Hopp,
Pat. E.U.A. No. 4,554,101,vcada una incorporada en la presente
para referencia).

Los valores de 1indice hidropatico de amino&cido comoc es

usado en la presente son: isoleucina (+4.5); wvalina (+4.2);
leucina (+3.8); fenilalanina (+2.8); cisteina/cistina (+2.5);
metionina (+1.9); alanina (+1.8); glicina (-0.4); treonina (-
0.7); serina (-0.8); triptofano (-0.9); tirosina (-1.3); prolina

(-1.6); histidina (-3.2); glutamato (-3.5); glutamina (-3.5);
aspartato (-3.5); asparagina (-3.5); lisina (-3.9); y arginina (-
4.5) (Kyte & Doolittle, 1982).

Los valores de hidrofilicidad de aminocacido son: arginina

(+3.0); 1lisina (+3.0); aspartato (+3.0.+-.1); glutamato (+3.0.+-
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.1); serina (+0.3); asparagina (+0.2); glutamina (+0.2); glicina
(0); treonina (-0.4); prolina (-0.5.+-.1); alanina (-0.5);
histidina (-0.5); cisteina (-1.0); metionina (-1.3); wvalina (-
1.5); leucina (-1.8); isoleucina (-1.8); tirosina (-2.3);

fenilalanina (-2.5); triptofan (-3.4) (U.S. 4,554,101).

Ademas de los compuestos de peptidilo descritos en la
presente, los compuestos estéricamente similares pueden
formularse para imitar las porciones clave de la estructura de
péptido y que tales compuestos pueden también usarse en la misma
manera como los péptidos de la invencidén. Esto puede alcanzarse
por técnica para modelar y disefio quimico conocidas por aquellos
de experiencia en la técnica. Por ejemplo, la esterificacidén vy
otras alquilaciones pueden emplearse para modificar la terminal
amino de, por ejemplo, una columna de péptido di-arginina, para
imitar una estructura de péptido tetra. Se entenderd que todos
los constructos estéricamente similares caen dentro del alcance
de la presente invencién.

Los péptidos con alquilaciones en el N terminal vy
esterificaciones en el C terminal también se abarcan dentro de la
presente invencién. Los equivalentes funcionales también
comprenden conjugados glicosilados vy covalentes o© agregados
formados con los mismos u otros fragmentos TH o GCH-1 y/o
molécu’as TH o GCH-1, incluyendo dimeros o porciones quimicas no
relacionadas. Tales equivalentes funcionales se preparan al ligar
las funcionalidades a grupos que se encuentran en fragmento
incluidos en cualquiera o ambas de las terminales N y C, por
medios conocidos en la técnica.

Los equivalentes funcionales pueden comprender de esta
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manera fragmentos conjugados a ésteres o amidas alifédticos o
acilo de 1las terminales carboxilo, alquilaminas o residuos que
contienen cadenas laterales carboxilo, por ejemplo, conjugados a
alquilaminas en los residuos de &cido aspéartico; derivados O-
acilo de residuos que contienen grupo hidroxilo y derivados de N-
acilo de residuos que contienen aminocacido de terminal amino o
grupo amino, por ejemplo conjugados con fMet-Leu-Phe o proteinas
inmunogénicas. Los derivados de los grupos acilo se seleccionan
del grupo de porciones alquilo (incluyendo alquilo normal C3 a
Cl0), formando por ello especies alcanoilo, y compuestos
carbociclicos o heterociclico, formando por ello especies aroilo.
Los grupos reactivos preferiblemente son compuestos difuncionales
conocidos per se para uso en reticular proteinas para matrices
insolubles a través de grupos laterales reactivos.

Los equivalentes y derivados funcionales covalente o
agregativos de los mismos son Utiles como reactivos en
inmunoensayos O para procedimientos de purificacidén por afinidad.
Por ejemplo, un fragmento de TH o GCH-1 de acuerdo con la
presente invencidén puede insolubilizarse por unidn covalente a la
Sefarosa activada por bromuro de cianogen por métodos conocidos
per se o adsorbidos a superficies de pqliolefina, ya sea con o
sin reticulacidén de glutaraldehido, para uso en un ensayo O
purificacién de anticuerpos anti-TH o anti-GCH-1 o receptores de
superficie celular. Los fragmentos también pueden etiquetarse con
un grupd detectable, por ejemplo, radioyodado por el
procedimiento T de cloramina, unido covalentemente a quelatos de
tierras raras o conjugados a otra porcién fluorescente para uso

en, por ejemplo, ensayos de diagndstico.
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La mutagénesis de un fragmento predeterminado preferido de
TH o GCH-1 puede conducirse al hacer inserciones de aminodacido,
usualmente en el orden de alrededor desde 1 hasta 10 residuos de
aminodcidos, preferiblemente desde alrededor de 1 hasta 5
residuos de amincécidos, o eliminaciones desde alrededor de 1
hasta 10 residuos, tal como desde alrededor de 2 hasta 5
residuos.

En una modalidad el fragmento de TH o GCH-1 se sintetiza por
sintesis automatizada. Pueden emplearse cualquiera de las
técnicas de fase sdbélida comercialmente disponibles, tal como
método de sintesis de fase sdélida Merrifield, en el cual los
aminoacidos se agregan secuencialmente a una cadena de aminoacido
en crecimiento. (ver Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2146,
1963).

El equipo para sintesis automatizada de polipéptidos esta
comerciaimente disponible de distribuidores tales como Applied
Biosystems, Inc. de Foster City, Calif., y generalmente puede
operarse de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
sintesis de fase sdlida permitira la incorporacidn de
sustituciones de aminoacido deseables en cualquier fragmento de
TH o GCH-1 de acuerdo con la presente invencidn. Se entenderd gue
las sustituciones, eliminaciones, inserciones o cualquier
subcombinacidén de los mismos puede combinarse para llevar a una
secuencia final- de un equivalente funcional. Las inserciones se
deberd entender que incluyen fusiones de terminal amino vy/o
terminal carboxi, por ejemplo con una proteina hidrofdbica o
inmunogénica o un portador tal como cualgquier polipéptido o

estructura de andamiaje capaz de servir como un portador.
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Los oligémeros que incluyen dimeros incluyen homodimeros vy
heterodimeros de fragmentos de TH y/o GCH-1 de acuerdo con la
invencién también se proporcionan y caen bajo el alcance de la
invencién. Los equivalentes vy variante de TH o GCH-1 pueden
producirse como homodimeros o heterodimeros con otras secuencias
de aminoacido o con secuencias TH o GCH-1 nativas. Los
heterodimeros incluyen dimeros que contienen fragmentos TH
inmunoreactivos asi como fragmentos GCH-1 gque no necesitan tener

0 ejercer ninguna actividad bioldgica.

Cirugia simulada: Es.también conocida como cirugia placebo y
es una intervencién operativa que omite la etapa que se piensa
que es terapéuticamente necesaria. En estudios controlados, se
realiza la cirugia simulada en la poblacién de control para
evaluar el efecto de la intervencidén bajo estudio al neutralizar
el efecto de placebo y reducir el sesgo. Sin embargo al contrario
del place, ejemplificado tipicamente por la “pildora de azucar”
inerte, la cirugia simulada involucra una intervencidn quirtrgica
real para compensar el efecto de la anestesia, el trauma de la
incisidén, vy cuidados previos y posteriores a la operacidén vy
mantener la 1ilusidén de una operacidén regular. En la presente
solicitud, la cirugia simulada se ha realizado en animales del
grupo de control referidos como el “grupo simulado Les”.

La relacidn estequiométrica entre niveles de expresién TH y
GCH1 para suministro de DOPA é6ptimo no ha sido bien estudiada en
el cerebro. A la fecha la mayoria de los estudios que utilizan
suministro de TH y GCH1 han utilizado un disefio sin tener en
cuenta controlar sus niveles de expresidén relativos. La enzima TH

requiere el co-factor BH4 para sintesis DOPA. BH4 se sintetiza de
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GTP en una reaccidn enzimatica de tres etapas donde GCH]l es la
primera enzima y limitante de relacidén. Las siguientes dos
enzimas se expresan ubicuamente. Hay un numero de razones para
vigilar cuidadosamente este proceso. Primero, la actividad de
enzima TH se regula intrincadamente y la estabilidad de 1la
proteina TH también se regula. Un factor que afecta la actividad
es la cantidad circundante de BH4. Muy poco BH4 y la enzima no
trabajan eficientemente y mucho BH4 puede inhibir la funcién.

De forma secundaria, aungque se consume una molécula de BH4
para cada conversién de tirosina a DOPA, la enzima GCH1 nunca se
consume. Ya que el sustrato GTP es abundante en la célula, la
necesidad para expresién GCHl1 puede ser mucho menor que la
expresidédn TH. El suministro de DOPA continuo depende de varios
factores que contribuyen al establecimiento de un ambiente para
funcionalidad de enzima TH oéptima.

Los resultados obtenidos por los inventores actuales
sugieren que la activacién de la enzima TH sigue a una relacién
cinética de tres fases a las cantidades de GCH1 expresadas. En la
fase inicial con una relacidén GCH1:TH de hasta 1:7, la funcidén TH
y sintesis BH4 ambas se incrementan linealmente con GCH1
incrementado. En la segunda fase cuando GCH1 se incrementa
ademas, hasta copilas del genoma 5.5E9 GCH1, (un nivel
correspondiente a una relacidén 1:3 GCH1:TH), el incremento en los
niveles BH4 continua linealmente pero la funcién TH comienza a
mostrar seflales de saturacidén. En la tercera fase, la saturacidn
es evidente tanto en la funcidén TH como la sintesis BH4 cuando se
incrementan titulaciones rAAV5-GCH1 més alld de 5.5E9 copias de

genoma. Tomados en conjunto, estos datos muestra que el intervalo
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de trabajo entre 1:3 y 1:7 de relacidn GCHLl:TH puede resultar en
una sintesis DOPA eficiente donde la funcibén TH se optimiza.

En consecuencia, en cilertas modalidades, el gen TH se
expresa en alrededor de 3-7 veces los niveles mds altos que GCHI.
Adicionalmente, usando los vectores y métodos 'y vectores
descritos en la presente, puede mantenerse una relacidn bien
definida estable de niveles de expresidén de transgen para
proporcionar niveles de expresidén predecibles y optimizados in
vivo.

Las estrategias previas han utilizado ya se un disefio de dos
vectores o vectores multi-cstrdénicos sencillos. E1 uso de
vectores viricos separados que codifican cada uno a uno de los
genes tiene un numero de limitaciones. Primero, el “Producto” se
vuelve realmente dos farmacos con cada uno gque tiene su propia
variacién de produccidén. Ya que es dificil evaluar in vitro, la
produccidén de grado clinico puede ser muy problematica. Segundo,
aungue a una escala global el patrdén de expresién de los dos
genes puede parecer similar, el numero de copias de los dos
vectores en una célula individual puede variar dramaticamente,
resultando de esta manera en niveles variados de sintesis DOPA.
Ademas, el efecto puede agravarse con muchas células que reciben
ninguno o sélo uno de los genes y por lo tanto exhiben sintesis
DOPA muy limitada, si la hay.

Un enfoque més atractivo es la fusidén de genes en un vector
sencillo ya que los dos genes siembre se expresan en la misma
célula, y habréd entonces solo un “producto”. Sin embargo, este
enfoque se han obstaculizado por secuencias de genes muy grandes

para ajustarse en cilertos constructos del vector, por ejemplo, un

000345



10

15

20

48
vector AAV recombinante. La capacidad de empacado de AAV se
optimiza alrededor del tamafio del genoma AAV de tipo natural (4.7
kb). Si el genoma recompinante excede significativamente este
tamano, las concentraciones de produccidén y eficacia in vivo se
daftian ambas severamente.

En la terapia génica, el tipo preferido de vectores viricos
es el AAV. AAV es ventajoso para terapia génica debido al numero
de caracteristicas. De importancia particular es la carencia de
patogenicidad del virus de tipo natural. También puede infectar
células no divididas y puede proporcionar expresidén de genes
estable, de larga duracién. El gen deseado junto con el promotor
a conduéir la transcripcién del gen puede insertarse entre las
repeticiones de terminal invertidas (ITR) que ayudan en la
formacién de concatamero en 1los nucleos después de que el ADN de
vector de hebra sencilla se convierte por complejos de polimerasa
de ADN de célula hospedera en ADN de hebra doble. Los vectores de
terapia génica basados en AAV forman concatameros episomales en
los nucleos de la célula hospedera. Los AAV también presentan muy
baja inmunogenicidad, restringidos aparentemente a la generacidn
de anticuerpos neutralizados, aﬁnque inducen una repuesta
citotdéxica no definida claramente. Estas caracteristicas hacen de
AAV un candidato atractivo para la terapia génica,
particularmente en el sistema nervioso central (SNC).

Aunque la trayectoria de sintesis de dopamina se considera
comunmente para incluir dos enzimas principales, TH y AADC, los
inventores han mostrado en la presente que la terapia génica que
usa un vector o vectores que expresan TH y GCHl, sin expresar

AADC, pueden proporcionar alivio sintomatico vy/o terapéutico.
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Esto es de suma importancia, vya que limita la capacidad de
empacado de ciertos vectores viricos, tales como el vector AAV,
prohibe o limita la inclusién de los tres genes, TH, GCHIl, vy
AADC. Por otro lado, la combinacidén de los dos genes TH y GCHI1 no
es posible con construccidén de genoma de vector bi-cistrdnico
tradicional. Aungque puede ser posible truncar la enzima TH en la
terminal N para reducir el tamano del gen, esto trae el gasto de
remrover el mecanismo de seguridad intrinseco de inhibicidén de
alimentacidén y fosforilacidén. Tal enzima truncada seria continua
para ser eficiente aun en momentos cuando las concentracidén DA
citosdélicas enfocarian niveles toéoxicos. Esto no es el caso con el
cADN TH de longitud completa como se utiliza en esta invencidn.

Ciertas modalidades descritas en la presente incluyen
disefios de plésmido radicalmente diferentes. Por ejemplo, en
lugar de permitir la expresidén de genes doble a través del uso de
un sitio de entrada de ribosoma interna, cilertas modalidades
utilizan un casete de expresidn doble con dos promotores. Con los
promotores de fusidén sintética wusados tradicionalmente en la
terapia génica tal como el promotor de b-actina de pollo
sintético que contiene un intrdén de gamma-globulina de conejo,
precedido con un elemento potenciados del promotor de
citomegalovirus (llamado la b-actina de pollo, CBA, promotor)
este diserio plaémido no seria posible. El1 uso de un promotor
endbgeno fuerte, pequefio, permite este enfoque de disefio plasmido

diferente.

Sistema de expresidn de un vector

En ciertas modalidades, la presente invencidén se refiere a
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un sistema de expresién de un vector que comprende dos

polinucledétidos que codifican dos polipéptidos disefiados para

expresarse diferencialmente (descrito en la Figura 2). Los dos
polipéptidos codificados, tirosina hidroxilasa (TH) y GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCH1l), pueden expresarse preferiblemente a una

relacidédn entre 3:1 y 7:1.

Junto con otros polipéptidos, TH vy GCHl1 son enzimas
esenciales en la produccidén de dopamina ya gque regulan la
produccién de L-dopa a partir de tirosina. Otros factores estan
involucrados en 1la sintesis de dopamina, pero la relacidn
estequiométrica entre TH y GCH1l puede ser un factor restrictivo
en este proceso.

Por lo tanto es un objetivo principal de la presente
invencidén proporcionar un constructo de véctor que suministre
proporciones optimizadas de TH y GCH1l. Por otro lado, la presente
invencién proporciona un método para suministrar el constructo de
vector localmente con objeto de limitar la produccién

incrementada de dopamina a las células que necesitan de la misma.

Vectores viricos

Ampliamente, la terapia génica busca transferir material
genético nuevo a las células de un paciente con beneficio
terapéutico resultante al paciente. Tales beneficios incluyen el
tratamiento o profilaxis de un amplio intervalo de enfermedades,
trastornos y otras afecciones.

La terapia génica puede clasificarse en dos tipos distintos:
terapia génica de linea germinal, en donde el material genético

se transfiere en células germinales vy de esta manera es
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heredable, vy terapia génica somatica, en donde el material
genético se transfiere en células somaticas y de esta manera no
es heredable.

Los enfoques de terapia génica ex vivo involucran la
modificacién de células aisladas tal como células madre, due
pueden infusionarse, injertarse o transplantarse de otra manera
al paciente. Ver, por ejemplo, Pat. E.U.A. Nos. 4,868,116,
5,399,346 y 5,460,859. La terapia génica in vivo por el contrario
busca directamente el tejido objetivo del paciente in vivo.

Los vectores viricos son herramientas utiles para
suministrar material genético en un organismo hospedero. Los
virus utiles como vectores de transferencia de genes incluyen
papovavirus, adenovirus, virus de vacuna, Vvirus asociados con
adeno (AAV), vifus del herpes, y retroviruses, tal como VIH, SIV,
FIV, EIAV, MoMLV.

Los virus preferidos para tratamiento de trastornos del
sistema nervioso central son lentivirus y virus asociados con
adeno. Ambos tipos de wvirus pueden integrarse en el genoma sin
divisiones celulares, y ambos tipos se han probado en estudios
animales.pre—clinicos para indicaciones en el sistema nervioso,
en particular en el sistema nervioso central.

Un tipo preferido de vector virico es el AAV. E1 AAV es de
interés en la terapia génica debido al numero de caracteristicas.
El principal de estos es el virus de tipo natural que carece de
forma aparente de patogenicidad y que también puede infectar
células no divididas. El genoma AAV tipo natural se integra més
frecuentemente en un sitio especifico (designado AAVS1l) en el

cromosoma 19, mientras que las incorporaciones aleatorias en el
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genoma toman lugar con frecuencia insignificante. La
caracteristica hace de alguna manera més predecible que 1los
retrovirus, que presentan las amenazas de una insercidn aleatoria
y de mutagénesis. Con los AAVs como vectores de terapia génica,
sin embargo, esta capacidad integradora puede eliminarse por la
remocidén de la repeticidédn y tapa del ADN del vector. Ya que los
genes de repeticidn y tapa no tiene un valor funcional en un
vector virico deficiente en replicacidn, pueden eliminarse del
genoma del vector. En el lugar de estos genes AAV de tipo
natural, los genes deseado junto con un promotor para conducir la
transcripcién del gen puede insertarse entre las repeticiones de
terminal invertida (ITR). Las ITRs son importantes para el
gmpacado de vector virico del ADN del vector y ayudan en la
formacidn del concatamero en los nucleos después de que el ADN de
vector de hebra sencilla se convierte por complejos de polimerasa
de ADN de célula sencilla en ADN de hebra doble.

Los vectores de terapia génica basados en AAV pueden formar
concatameros episomales en los nlUcleos de célula hospedera. En
células no divididas, estos <concatdmeros pueden mantenerse
intactos por la vida de la célula hospedera. En células
divididas, el ADN de AAV puede perderse a través de la divisidn
celular, ya que el ADN episomal no se replica junto con el ADN de
célula hospedera. La integracién aleatoria del ADN de AAV en el
genoma hospedero es bajo pero puede ser detectable. Los AAV
presentan baja inmunogenicidad, aparentemente restringido a la
generacidén de anticuerpos neutralizados, aunque inducen respuesta
citotdéxica definida no claramente. Estas caracteristicas, junto

con la capacidad para infectar células quiescentes, presentan
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algunas de sus ventajas sobre adenovirus como vectores para la
terapia génica humanos. Estas caracteristicas hacen al AAV un
candidato atractivo para crear vectores viricos para terapia
génica en el sistema nervioso central (SNC).

Los vectores viricos, incluyendo vectores AAV, tienen
clertas capacidades de clonacidén es decir, son capaces de
transportar wuna cierta cantidad de polinuclebétidos. De esta
manera, en ciertas modalidades, la presente invencidén se refiere
a un vector virico con una capacidad de empacado en el intervalo
desde 1 hasta 40 kb, tal como desde 1 hasta 30 kb, por ejemplo
desde 1 hasta 20 kb, tal como desde 1 hasta 15 kb, por ejemplo
desde 1 hasta 10 kb, tal como desde 1 hasta 8 kb, por ejemplo
desde 2 hasta 7 kb, tal como desde 3 hasta 6 kb, por ejemplo
desde 4 hasta 5 kb. En una modalidad preferida, 1la presente
invencidén se refiere a un vector AAV con una capacidad de
empacado de 4.8 kb.

Existen al menos 11 serotipos del AAV actualmente. EI1
serotipo 2 se ha investigado mas extensivamente, y AAV2 presenta
tropismo natwural hacia, por ejemplo, muasculos esqueléticos,
células de musculo liso vasculares, hepatocitos y en particular
neuronas. Sin embargo, otros serotipos han probado ser efectivos
como herramientas para terapia génica; por ejemplo AAVG parece
particularmente Util en infectar células epiteliales de las vias
respiratorias, AAV7 presenta alta relacidén de transduccidn de
células de musculo esquelético de murino (similar a AAV1 y AAVS),
AAVE8 es particularmente Util para transducir hepatocitos, y AAV1
y 5 son eficientes en el suministro de genes a células

endoteliales vasculares.

000054



10

15

54

La inmunidad humoral instigada por la infeccidén con el AAV
de tipo natural se piensa que es un evento muy comun. La
actividad neutralizante asociada limita la utilidad del serotipo
AAV2 mas comunmente usado en clertas aplicaciones. En
consecuencia la mayoria de los ensayos clinicos actualmente en
curso en el cerebro involucra el suministro de AAV2, un &brgano
inmunoldégicamente privilegiado de forma relativa.

Ademds de usar diferentes serotipos del BAAV, es posible
combinar diferentes serotipos, tal como usar el plésmido de un
serotipo empacado en la cédpsida de otro serotipo.

En una modalidad el vector asociado con adeno (AAV) vector
de la presente invencidén es un vector AAV2.

En una modalidad adicional el vector AAV2 se empaca en una
cédpsida AAV diferente a una capsida AAV2.

Aun en una modalidad adicional el vector AAV2 se empaca en
una capsida AAVS.

Los vectores AAV pueden prepararse usando dos principios
mayores, transfeccién de cultivo de monocapa de linea celular
humana o células de insecto de flotacidén libre. Los cultivos de
células de monocapa se transfectan a través de precipitacidén de
fosfato de calcio, lipofeccidén u otros medios con una mezcla de
dos o tres preparaciones de plasmido que contiene un pléasmido de
transferencia con el genoma vector y uno o dos pléasmidos
auxiliares que contienen los genes necesarios para la sintesis de
cédpsida de vector. Para cultivos de célula de inserto, esto
proceso se reemplaza normalmente por transfeccidédn de las células
usando constructos de Dbaculovirus que contienen las mismas

funciones. Las células, sobrenadante o ambas se colectan entonces
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por purificacién y concentracidén del vector. Esto puede
alcanzarse a través de cualquier combinacidén de cloruro de cesio
o purificacién de gradiente de vyodixanol, cromatografia de
intercambio de iones, filtracién en gel vy cromatografia de
afinidad y ultracentrifugacién. Los métodos para la preparacién
de AAV se describen en la técnica, por ejemplo US 5,677,158, US
6,309,634, y US 6,451,306 describe ejemplos de suministro de AAV
al sistema nervioso central.

En consecuencia, en un aspecto principal, la presente
invencién se refiere a un sistema de expresidén de un vector que
comprende

a) un primero y un segundo casete de expresién, dicho primer
casete de expresidn comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucleétido, dicha primera secuencia de
nucledotido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicho segundo casete de expresidén comprende una secuencia
de nucledétido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledtido que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, con la
condicién de que dicho vector no comprende una secuencia de
nucledtido gue codifica un polipéptido de aminoacido
descarboxilasa aromatico (RAADC), o

b) un primero y un segundo casete de expresidén, dicho primer
casete de expresidén comprende una secuencia de nucledtido que

comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
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a una primera secuencia de nucledtido, dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicho segundo casete de expresidédn comprende una secuencia
de nucledétido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledtido que
codifican un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde el
vector es un vector asociado con adeno (AAV), o

c) un casete de expresidén que comprende un ‘promotor, una
primera secuencia de nucledétido, una secuencia de nucledtido que
inicia la traduccién tal como un sitio de entrada de ribosoma
interna (IRES) y una segunda secuencia de nucledétido, en donde
dicho promotor esta ligado operablemente a dicha primera
secuencia de nucleéﬁido, y en donde dicha secuencia de nucleétido
que inicia la traduccién se liga a dicha primera y dicha segunda
éecuencia de nucledtido, en donde dicha primera secuencia de
nucledétido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHL)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde dicha segunda secuencia de nucledétido codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bioldgicamente activo o variante del mismo, o

d) un casete de expresidén que comprende una primera
secuencia de nucledtido, una secuencia de nucledétido que inicia
la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma interna
(IRES) vy una segunda secuencia de nucledétido en donde dicha
secuencia de nucledétido que inicia 1la traduccién 1liga dicha

primera y dicha segunda secuencia de nucledétido, y en donde 1la
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secuencia que comprende dicha primera secuencia de nucledtido
ligada a dicha secuencia de nucledétido que inicia la traduccidn
ligada a dicha segunda secuencia de nucledtido esta flanqueada
por repeticiones de terminal 5’ y 3’, y en donde dicha primera
secuencia de nucledétido codifica un polipéptido de GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCHl1) o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo, y en donde dicha segunda secuencia de
nucledtido codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o
un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde
dichas repeticiones de terminal comprenden una secuencia capaz de
dirigir la expresidén de un polipéptido ligado operablemente.

En una modalidad del vector descrita en la presente
anteriormente, el polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHl1l) o el
fragmento bioldgicamente- activo o variante del mismo, expresado
por dicho primer casete de expresién, es al menos 70% idéntico al
polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1,
SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID
NO. 6, y en donde el polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o
el fragmento Dbioldgicamente activo o variante del mismo,
expresado por dicho segundo casete de expresién es al menos 70%
idéntico al polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

En otra modalidad del vector definido en la presente
anteriormente, el polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o el
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo expresado
por, en donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente

activo o variante del mismo es al menos 70% idéntico al
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polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1,
SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID
NO. 6, y en donde dicho polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
expresado por dicho segundo casete de expresidn es al menos 70%
idéntico al polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

Ern otra modalidad del vector definido en la presente
anteriormente, el polipéptido codificado de GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o el fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo
es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado del grupo
gue consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ 1ID
NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y en donde el polipéptido
codificado de tirosina hidroxilasa (TH) o el fragmento
bioldgicamente activo o variante del mismo es al menos 70%
idéntico al polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ 1ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

En otra modalidad del wvector definido en la presente
anteriormente, el polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o el
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo es al menos
70% idéntico al polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5, y SEQ ID NO. 6, y en donde el polipéptido codificado de
tirosina hidroxilasa (TH) o el fragmento bioldégicamente activo o
variante del mismo, es al menos 70% idéntico al polipéptido

seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
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8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

En ciertas modalidades, la inclusién del gen AADC en el
vector puede ser desventajosa por cualquier numero de razones.
Primero, genera un sistema nuevo dque pueden sin modulacidn
convertir la tirosina en dopamina. Ya que las células
transducidas en el estrato carecen del mecanismo para secuestrar
la dopamina en las vesiculas, la dopamina puede acumularse
rapidamente en el citosol. Si la enzima TH se gqueda con el
dominio regulador de terminal N, la dopamina producida puede
inhibir directamente la sintesis DOPA a través de una
retroalimentacién negativa que puede limitar severamente la
eficacia del tratamiento. Por otro lado, su la enzima TH se
trunca, los niveles de dopamina citosdélica pueden incrementarse
rdpidamente ya que las células transducidas también carecen de
mecanismos para liberar la dopamina. Tales incrementos en la
dopamina citosdélica se ha mostrado que llevan a la degeneraciédn
de las neuronas estriales que pudiera no sélo remover el alivio
sintomatico, sino también convertir el mal de Parkinson a una
atrofia de -sistemas multiples (MSA), un trastorno que no responde
a L-DOPA para el que no hay alternativas de tratamiento.

Segundo, la inclusidén del gen AADC también puede afectar 1la
respuesta del paciente a farmacoterapia de L-DOPA oral. Se conoce
que uno de los eventos adversos principales de la farmacoterapia
con L-DOPA es las disquinesias. Estas se piensan que resultan, al
menos en parte, debido a fluctuaciones de los niveles de dopamina
en el estriato causadas por la ruta de administracidén en pulsos.

Si la velocidad de conversién de L-DOPA a dopamina se aumenta
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focalmente en el estrato, esto puede agravar las fluctuaciones y
también incrementar las disquinesias. Esto se ha observado, de
hecho, en modelos de animal transducidos con el gen AADC.

La omisién del gen AADC por un lado puede proporcionar el
transportado de DOPA fuera de las neuronas estriales a través de
transportadores de aminocdcido grandes disponibles y por ello
proporcionar un mecanismo seguro, ya que la enzima AADC puede
regular la velocidad de conversién. Las neuronas con actividad de
enzima AADC enddgena también puede tener la capacidad de
almacenar y liberar la dopamina, reduciendo de esta manera el
riesgo de toxicidad por dopamina.

En consecuencia, en ciertas modalidades el vector no
comprende una secuencia de nucledétido que codifica un polipéptido
de aminoacido descarboxilasa aromdtico (AADC).

De esta manera en otro aspecto principal, la presente
invencidén se refiere a un sistema de expresidén de un vector que
comprende

a) un primero y un segundo casete de expresiédn, dichp primer
casete de expresidn que comprende una secuencia de nucledétido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledétido, dicha primera secuencia de
nucledétido que codifican un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
en donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, vy eﬁ

donde dicho segundo casete de expresidén comprende una secuencia
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de nucledtido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledtido que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldédgicamente activo o variante del mismo, en donde
dicho polipéptido o un fragmento bioldégicamente activo o variante
del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado
del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO.
9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y
SEQ ID NO. 14, con la condicidén de que dicho vector no comprende
una secuencia de nucledtido que codifican un polipéptido de
aminoacido descarboxilasa aromatico (AADC), o

b} un primero y un segundo casete de expresiédn, dicho primer
casete de expresidén comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledétido, dicha primera secuencia de
nucledtido que codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
en donde dicho polipéptido o un fragmento bioldégicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en
donde dicho segundo casete de expresidén comprende una secuencia
de nucledtido qﬁe comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledtido que
codifican un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, en donde
dicho polipéptido o un fragmento bioldégicamente activo o variante

del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado
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del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO.
9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y
SEQ ID NO. 14, en donde el vector es un vector asociado con adeno
(AAV), o

C) un éasete de expresidn que comprende un promotor, una
primera secuencia de nucledétido, una secuencia de nucledtido que
inicia la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma
interna (IRES) y una segunda secuencia de nucledétido, en donde
dicho promotor esta ligado operablemente a dicha primera
secuencia de nucledtido, y en donde dicha secuencia de nucledtido
que inicia la traduccidn se liga a dicha primera y dicha segunda
secuencia de nucledétido, en donde dicha primera secuencia de
nucledtido cédifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHI1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en
donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% identico al polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y en
donde dicha segunda secuencia de nucledétido codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bioldégicamente activo o variante del mismo, en donde dicho
polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o variante del
mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9,
SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ
ID NO. 14, o

d) un casete de expresidén que comprende una primera

secuencia de nucledétido, una secuencia de nucledtido que inicia
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la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma interna
(IRES) y una segunda secuencia de nucledétido en donde dicha
secuencia de nucledtido que inicia la traduccidén se liga a dicha
primera y dicha segunda secuencia de nucleétido, y en donde la
secuencia que comprende dicha primera secuencia de nucledtido
ligada a dicha secuencia de nucledétido que inicia la traducciédn
ligada a dicha segunda secuencia de nucledétido esta flanqueada
por repeticiones de terminai 5"y 37, vy én donde dicha primera
secuencia de nucledtido codifica un polipéptido de GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCH1) o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo, en donde dicho polipéptido o un fragmento
bioldédgicamente activo o variante del mismo es al menos 70%
idéntico al polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5 vy lSEQ ID NO. 6, y en donde dicha segunda secuencia de
nucledtido codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o
un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde
dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o variante
del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado
del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO.
9, SEQ ID NO. 10, ‘SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 vy
SEQ ID NO. 14, en donde dichas repeticiones de terminal
comprenden una secuencia capaz de dirigir la expresidén de un
polipéptido ligado operablemente.

En otro aspecto, 1la presente invencidén se refiere a un
sistema de expresidén de un vector gque comprende |

a) un primero y un segundo casete de expresidn, dicho primer

casete de expresidn comprende una secuencia de nucledétido que
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comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledétido, dicha primera secuencia de
nucledétido que codifican un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o un fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo,
en donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 75% idéntico, tal como al menos
80% idéntico, por ejemplo al menos 90% idéntico, tal como al
menos 92% idéntico, por ejemplo al menos 95% idéntico, tal como
al menos 97% idéntico, por ejemplo, al menos 98% idéntico, tal
como al menos 99% idéntico, por ejemplo al menos 99.5% idéntico
al polipéptido seleccionado del grupo gue consiste de SEQ ID NO.
1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ
ID NO. 6, y en donde dicho segundo casete de expresidn comprende
una secuencia de nucledétido que comprende una segunda secuencia
de promotor ligada operablemente a wuna segunda secuencia de
nucleétido que codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa
(TH) o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
en donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 75% idéntico, tal como al menos
80% idéntico,? por ejemplo al menos 90% idéntico, tal como al
menos 92% idéntico, por ejemplo al menos 95% idéntico, tal como
al menos 97% idéntico, por ejemplo al menos 98% idéntico, tal
como al menos 99% idéntico, por ejemplo al menos 99.5% idéntico
al polipébtido seleccionado del grupoc gue consiste de SEQ ID NO.
7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ
ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, con la condicidén de que
dicho vector no comprende una secuencia de nucledétido que

codifican un polipéptido de aminocdcido descarboxilasa aromatico
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(AADC), o

b) un primero y un segundo casete de expresidn, dicho primer
casete de expresidén que comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia de promotor ligada operablemente
a una primera secuencia de nucledtido, dicha primera secuencia de
nucledétido que codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o un fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo,
en donde dicho polipéptido o un fragmento bioldégicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO; 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en
donde dicho segundo casete de expresidn comprende una secuencia
de nﬁcleétido que comprende una segunda secuencia de promotor
ligada operablemente a una segunda secuencia de nucledétido que
codifican un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento biocldgicamente activo o variante del mismo, en donde
dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o variante
del mismo es al menos 75% idéntico, tal como al menos 80%
idéntico, por ejemplo al menos 90% idéntico, tal como al menos
92% 1idéntico, por ejemplo al menos 95% idéntico, tal como al
menos 97% idéntico, por ejemplo al menos 98% idéntico, tal como
al menos 99% idéntico, por ejemplo al menos 99.5% idéntico al
polipéptido seleccionado del grupo gque consiste de SEQ ID NO. 7,
SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID
NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, en donde el vector es un
vector asociado con adeno (AAV), o©

c) un casete de expresidén qgue comprende un promotor, una

primera secuencia de nucledtido, una secuencia de nucledétido que
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inicia la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma
interna (IRES) y una segunda secuencia de nucledétido, en donde
dicho promotor estéd ligado operablemente a dicha primera
secuencia de nucledétido, y en donde dicha secuencia de nucledtido
gque inicia la traduccién se liga a dicha primera y dicha segunda
secuencia de nucledétido, en donde dicha primera secuencia de
nucledtido codifica un polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en
donde dicho polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 75% idéntico, tal como al menos
80% idéntico, por ejemplo al mencs 90% idéntico, tal como al
menos 92% idéntico, por ejemplo al menos 95% idéntico, tal como
al menos 97% idéntico, por ejemplo al menos 98% idéntico, tal
como al menos 99% idéntico, por ejemplo al menos 99.5% idéntico
al polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO.
1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID
NO. 6, y en donde dicha segunda secuencia de nucledétido codifica
un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bicldégicamente activo o variante del mismo, en donde dicho
polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo o variante del
mismo es al menos 70% idéntico al polipéptido seleccionado del
grupo gue consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9,
SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ
ID NO. 14, o

d) un casete de expresidén que comprende una primera
secuencia de nucledtido, una secuencia de nucledétido que inicia
la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma interna

(IRES) y wuna segunda secuencia de nucledétido en donde dicha
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secuencia de nucledétido que inicia la traduccidn se liga a dicha
primera y dicha segunda secuencia de nucledtido, y en donde la
secuencia que comprende dicha primera secuencia de nucledtido
ligada a dicha secuencia de nucleétido que inicia la traduccidn
ligada a dicha segunda secuencia de nucledétido estd flangqueada
por repeticiones de terminal 5" y 3’7, y en donde dicha primera
secuencia de nucledétido codifica un ©polipéptido de GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCHl1) o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo, en donde dicho polipéptido o un fragmento
bioldgicamente activo o variante del mismo es al menos 75%
idéntico, tal como al menos 80% idéntico, por ejemplo al menos
90% idéntico, tal como al menos 92% idéntico, por ejemplo al
menos 95% idéntico, tal como al menos 97% idéntico, por ejemplo,
al menos 98% idéntico, tal como al menos 99% idéntico, por
ejemplo, al menos 99.5% idéntico al polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3,
SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en donde dicha
segunda secuencia de nucledétido codifica un polipéptido de
tircsina hidroxilasa (TH) o un fragmento bicldégicamente activo o
variante del mismo, en donde dicho polipéptido o un fragmento
biolégicamente activo o variante del mismo es al menos 70%
idéntico al polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, en donde
dichas repeticiones de terminal comprende una secuencia capaz de
dirigir la expresidén de un polipéptido ligado operablemente.

En una modalidad el vector de la presente invencidén es un

vector minimamente integrado.
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En una modalidad el vector de la presente invencidén es el
vector descrito en la Figura 6.

En una modalidad el vector como se define en la presente
anteriormente tiene una capacidad de empacado desde 1 hasta 40
kb, por ejemplo desde 1 hasta 30 kb, tal como desde 1 hasta 20
kb, por ejemplo desde 1 hasta 15 kb, tal como desde 1 hasta 10,
por ejemplo desde 1 hasta 8 kb, tal como desde 2 hasta 7 kb, por
ejemplo desde 3 hasta 6 kb, tal como desde 4 hasta 5 kb.

En una modalidad preferida, el vector como se define en la
presente anteriormente tiene una capacidad de empacado desde 4.5
hasta 4.8 kb.

En una modalidad el vector de la presente invencidén es un
vector virico, en donde dicho vector es seleccionado del grupo
que consiste de un vector asociado con adeno (AAV), vector
lentivirico, vector adenovirico y vector retrovirico.

En una modalidad preferida el vector es un vector asociado
con adeno (AAV).

Aunque se prefieren vectores AAV, pueden usarse otros
vectores para la presente invencién. De esta manera, en otra
modalidad el vector de 1la presente invencién es un vector
plésmido.

AGn en otra modalidad el vector de la presente invencidn es
un vector sintético.

En una modalidad el vector es funcional en células de
mamifero. En una modalidad el vector sélo es funcional in células
de mamifero.

En una modalidad la presente invencidén se refiere a un

vector basado en cualquier serotipo AAV identificado en humanos,
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primates no humano, otras especies de mamiferos, o versiones
quiméricas de los mismos.

En una modalidad preferida, la presente invencidn se refiere
a un vector basado en vectores AAV de cualgquier serotipo
modificado para expresar proteinas de cubierta alteradas o
novedosas. En una modalidad méas preferida, la presente invencién
se refiere é un vector BAAV, mas preferiblemente un vector
serotipo -AAV 2, mas preferiblemente a vector serotipo AAV 2
empacado en una capsida AAV serotipo 5. Para la seleccidn de
capsida, dos factores pueden contribuir a 1la eleccidén del
serotipo preferido. El primero es 1la presencia de anticuerpos
neutralizantes para los equivalentes de tipo natural. Se ha
mostrado que el serotipo mds prevalente en varias poblaciones es
el serotipo 2. De esta manera, hay una valor para usar un
serotipo que comparte la Ultima homologia de cépsida al serotipo
2 y otros serotipos. El serotipo 5 se destaca en que comparte
sélo 53-57% de homologia de secuencia de capsida con los otros
serotipo AAV 1 hasta 9 (Daya and Berns. Gene therapy using adeno-
associated virus vectors. ClinMicrobiol Rev (2008) wvol. 21 (4)
pp. 583-93). Un segundo factor que puede contribuir a extender la
transduccién en los cerebros humanos es los residuos de
superficie <celular a 1los que la cépsida del vector exhibe
afinidad. Aunque el serotipo AAV 2 tiene una fuerte afinidad a
proteoglicano de sulfato de heparina (HSPG), el serotipo AAVS5 no.
esto puede ayudar a extender ya que el HSPG es abundante en el
cerebro.

La expresidn de un gen se controla en los niveles de

transcripcidén, traduccién o post-traduccidén. E1 inicio de 1la
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transcripcidén es un evento temprano y critico en la expresidn de
genes. Este depende de las secuencias de promotor y potenciador vy
estd influenciada por factores <celulares especificos que
interactuan con estas secuencias. El AAV puede diseflarse para
contener uno o ma&s polinucledétidos de origen diferente. Un
constructo de vectof puede comprender uno o mas promotores. En
una modalidad de la presente invencidn, dichos promotores son
especificos para células de mamifero, seleccionadas pero no
limitadas al grupo gque consiste de células neurales humanas
incluyendo neuronas humanas, células de ovario de hémster chino,
CHO-K1, células de rifién de hamster bebe, células de fibroblasto
3T3 de ratédn, lineas de células de mono verde del Africa,
feocromocitoma adrenal de rata, células AT3, células de tumor
glial de rata, células neuronales de rata y células del hipocampo
de rata.

En una modalidad preferida, la presente invencién se refiere
a un vector gque contiene una secuencia gendémica donde la
expresién de las enzimas se controla por uno o mads promotores que
permiten la alta expresién en neuronas, tal como por ejemplo
neuronas de estrato. En una modalidad més preferida, dichos
promotores son especificos de neurona. En una modalidad aun méas
preferida, dichos promotores son promotores de sinapsis humanos.

En una modalidad, el primero y/o segundo promotores del
constructo de expresién de la presente invencidn, como se define
en la presente anteriormente, es un promotor especifico para
células de mamifero. En una modalidad adicional, dicha célula de
mamifero es una célula neural. Aun en una modalidad adicional,

dicha célula neural es una neurona.
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En una modalidad, tanto dicho primero como dicho segundo
promctor son promotores de Sinapsina 1.

En otra modalidad, cualquiera de dicho primero o dicho
segundo promotores es un promotor de Sinapsina 1.

En una modalidad el promotor usado en la presente invencidn
es un promotor constitutivo, en donde dicho promotor
constitutivamente activo se selecciona del grupo que consiste de
CAG, CMV, UbiC humano, RSV, EF-lalfa, Sv40, Mtl.

En otra modalidad el promotor es un promotor inducible, en
donde dicho promotor inducible es selecciocnado del grupo que
consiste de Tet-On, Tet-0ff, Mo-MLV-LTR, Mx1l, progesterona, RU486
y promotor inducible pro Rapamicina.

El promotor de la presente invencidén puede ser un promotor
constitutivo, gue incluye pero no se limita al grupo que consiste
de promotor CAG, promotor CMV, promotor UbiC humano, promotor
RSV, promotor EF-lalfa, promotor SV40 y promotor Mtl.

Ademas de los promotores, un - vector de expresidédn también
puee comprender una o© mas secuencias de. poliadenilacidén. Una
secuencia de poliadenilacidn es necesaria para la produccidén de
mARN maduro para la traduccién del producto transcrito en un
polipéptido. En una modalidad de la presente invencidn, la
secuencia de poliadenilacién es ligada operablemente con la
secuencia gque codifica TH o GCH-1, de la presente invencién. En
una modalidad més preferida, el extremo 5’ de una secuencia de
poliadenilacién es ligado operablemente al extremo 3’ de la
secuencia que codifica TH o GCH-1 de la presente invencién. En
una modalidad mé&s preferida, dicha secuencia de poliadenilacién

es una secuencia de poliadenilacidn SV40.
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En una modalidad de la presente invencidén, ya sea dicho
primer casete de expresidén o dicho segundo casete de expresidn
comprende una secuencia de poliadenilacidn.

En otra modalidad de 1la presente invencidén, tanto dicho
primer casete de expresidn como dicho segundo casete de expresién
comprende secuencias de poliadenilacidn.

En una modalidad, la secuencia de poliadenilacidn es una
secuencia de poliadenilacidén SV40 en donde el extremo 5’ de dicha
secuencia de poliadenilacidén estd ligado operablemente al extremo
3’ de la primera y/o dicha segunda secuencia de nucledtido
definida en la presente anteriormente.

En una modalidad de la presente invencidn, dicha primera
secuencia de nucledétido que codifica un polipéptido de GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCH1) o un fragmento bicldégicamente activo o
variante del mismo comprende la secuencia de SEQ ID NO. 18.

En otra modalidad de la presente invencidén dicha segunda
secuencia de nucledétido que codifica un polipéptido de tirosina
hidroxilasa (TH) o un fragmento bioldgicamente activo o variante
del mismo comprende la secuencia de SEQ ID NO. 21.

IRES es la abreviatura para sitio de entrada de ribosoma
interna y es una secuencia de nucledtido que permite el ihicio de
traduccién a la mitad de una secuencia de mARN como parte del
proceso mas grande de sintesis de proteina. En una modalidad un
sitio de entrada de ribosoma interna (IRES) también puede
incluirse en el constructo de expresidén del vector de la presente
invencién.

Para insertar secuencias genéticas en el ADN hospedero, 1los

virus a menudo usan secuencias de ADN que repiten hasta mil
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veces, llamadas repeticiones, o repeticiones terminales que
incluyen repeticiones de terminal larga (LTR) y repeticiones de
terminal invertida (ITRY), en donde dichas secuencias de
repeticién pueden ser repeticiones de terminal tanto 5’ como 3'.
Las ITRs ayudan en la formacidén de concatamero en los nucleos
después de que el ADN del vector de hebra sencilla se convierte
por complejos de polimerasa de ADN de célula hospedera en ADN de
hebra doble. Las secuencias de ITR pueden derivarse de vectores
viricos, preferiblemente AAV, mas preferiblemente AAV2.

En una modalidad, los casetes de expresién del vector de
acuerdo con la presente invencidn comprenden una repeticidn de
terminal 5’ y una repeticidn de terminal 3'.

En una modalidad dichas repeticiones de terminal 5’ y 3’ se
seleccionan de Repeticiones de terminal invertida [ITR] y
Repeticiones de Terminal Larga [LTR].

En una modalidad de dichas repeticiones de terminal 5’ y 3’
son Repeticiones de terminal invertida AAV [ITR].

En una modalidad adicional dichas Repeticiones de terminal
invertida comprenden las secuencias de SEQ ID NO. 15 y SEQ ID NO.
16.

Un vector de expresidn también puede comprender uno o© mas
potenciadores o elementos reguladores, tal como elementos
reguladores post-transcripcionales, para incrementar o regular el
nivel de expresién del transgen. Esto significa que la expresidn
de una o IﬂéS' secuencias de polinucledtido comprendidas en un
vector virico pueden incrementarse o reducirse en comparacidén con
la eficacia de expresidén en un vector sin potenciadores vy/o

reguladores. Al usar dichos potenciadores y/o reguladores,
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también es posible expresar diferencialmente dos o mas genes
incluidos en un vector. De esta manera es posible dirigir un
potenciador o bregulador a una secuencia de polinucledtido
distinta dentro de wun vector con dos o mas secuencias de
polinucledétido distintas dentro de un vector con dos © mas
secuencias de polinucleétido. Los potenciadores y reguladores
incluyen, pero no se limitan a, SP163, intrén de Insulinall de
rata u otros intrones, potenciador de CMV, y aislador de [betal-
globina de pollo u otros aisladores.

En una modalidad preferida, las secuencias de polinucledtido
de la presente invencidén se regulan por un elemento regulador
post-transcripcional incrustado dentro del vector. En una
modalidad mas preferida, dicho elemento regulador es un elemento
regulador post-transcripcional del virus de hepatitis de 1la
marmota. En una modalidad mé&s preferida (WPRE), dicho WPRE regula
la relacién de expresién entre los dos polinucledétidos de 1la
invencién, preferiblemente al incrementar la expresidén de TH.

En una modalidad _de la presente invencidn, dicha segunda
secuencia de nucleétido esta ligada operablemente a un elemento
regulador post-transcripcional, en donde dicho elemento regulador
post-transcripcional puede ser un elemento regulador post-
transcripcional del virus de hepatitis de la marmota (WPRE), en
donde dicho elemento regulador post-transcripcional del virus de
hepatitis de la marmota puede comprender la secuencia de SEQ ID
NO. 22.

En una modalidad particular, la expresién de los dos
polipéptidos de la invencidédn se presenta a una relacién en donde

la expresidén TH es mayor que la expresién GCH 1. En una modalidad
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preferida, la relacidédn TH:GCH 1 esta entre 1:1 y 50:1, tal como
entre 1:1 y 45:1, por ejemplo entre 1:1 y 40:1, tal como entre
i:l y 35:1, por ejemplo entre 1:1 y 30:1, tal como entre 1:1 vy
29:1, por ejemplo entre 1:1 y 28:1, tal como entre 1:1 y 27:1,
por ejemplo entre 1:1 y 26:1, tal como entre 1:1 y 25:1, por
ejemplo entre 1:1 y 24:1, tal como entre 1:1 y 23:1, por ejemplo
entre 1:1 y 22:1, tal como entre 1:1 y 21:1, por ejemplo entre
1:1 y 20:1, tal como entre 1:1 y 19:1, por ejemplo entre 1:1 vy
18:1, tal como entre 1:1 y 17:1, por ejemplo entre 1:1 y 16:1,
tal como entre 1:1 y 15:1, por ejemplo entre 1:1 y 14:1, tal como
entre 1:1 y 13:1, por ejemplo entre 1:1 y 12:1, tal como entre
1:1 y 11:1, por ejemplo entre 1:1 y 10:1, tal como entre 1:1 vy
9:1, tal como entre 1:1 y 8:1, por ejemplo entre 1:1 y 7:1, tal
como 7:1, por ejemplo 6:1, tal como 5:1, por ejemplo 4:1, tal
como 3:1,‘porlejemplo entre 2:1 y 8:1, tal como entre 3:1 y 7:1.

Con objeto de controlar que la relacidén de expresidén esté en
el intervalo deseado, existen varias posibilidades. El nivel de
mMARN presente en una muestra puede medirse por RT PCR. La RT-PCR
utiliza un par de cebadores, que son complementarios para una
secuencia definida en cada una de las dos hebras del cADN. Estos
cebadores se extienden entonces por una polimerasa de ADN y se
hace una copia de la hebra después de cada ciclo, lo que lleva a
la amplificacién logaritmica. La RT-PCR incluye tres etapas
principales. La primera etapa es la transcripcién inversa donde
el ARN se transcribe inversamente al cADN usando una
transcriptasa inversa y cebadores. La siguiente etapa involucra
la desnaturalizacidén del dsADN, para hacer las dos hebras

separadas y los cebadores pueden unirse de nuevo a temperaturas
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inferiores e inicia una nueva reaccidén en cadena.

La etapa final de la amplificacién PCR es la extensidén de
ADN de los cebadores que se da por polimerasa Tag ADN
termoestable. Los amplicones pueden visualizarse conforme
progresa la amplificacién usando una molécula reportero
fluorescente.

La cantidad de proteina puede medirse en varias formas.

Los niveles del ©polinucledétido pueden detectarse por
radioinmunoensayo (RIA). RIA es una técnica muy sensible usada
para medir concentraciones de antigenos sin la necesidad de usar
un biloensayo. Para realizar un radioinmunoensayo, una cantidad
conocida de un ahtigeno se hace radioactiva, frecuentemente al
etiquetarse con isotopos gamma-radiocactivos de yodo enlazados a
tirosina. Este antigeno etiquetado radio luego se mezcla con una
cantidad conocida de anticuerpo para tal antigeno, y como un
resultado, los dos quimicamente enlazados uno al otro. Luego, una
muestra 'de suero de un paciente que contiene una cantidad
desconocida de tal mismo antigeno se agrega. Esto provoca el
antigeno no etiquetado (o “frié”) del suero para competir con el
antigeno etiquetado radio para los sitios enlazados al
anticuerpo. Ya que la concentracidén de antigeno “frio” se
incrementa, mds de este enlaza al anticuerpo, desplaza la
variante etiquetada radio, y reduce la relacidén de antigeno
etiquetada radio enlazada al anticuerpo hasta antigeno etiquetada
radio libre. Los antigenos de enlace luego se separan de 1los no
enlazados, y se mide la radioactividad del antigeno libre que
permanece en el sobrenadante. Usando estandares conocidos, una

curva de enlace luego puede generarse 1o que permite la cantidad
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de antigeno en el suero del paciente hasta derivarse.

También puede emplearse el ensayo inmunosorbente ligado a
enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés). ELISA es una técnica
cuantitativa usada para detectar la presencia de proteina, o
cualquiera otro antigenc, en una muestra. En ELISA una cantidad
desconccida de antigeno se fija a una superficie, y 1luego un
anticuerpo especifico se lava sobre la superficie de manera que
puede enlazar al antigeno. Este anticuerpo se liga a una enzima,
y en la etapa final una sustancia se agrega gue la enzima puede
convertir a alguna sefial detectable.

Existen varios tipos de ELISA, incluyendo ELISA Indirecta,
ELISA Intercaladé, ELISA Competitiva y ELISA Inversa. También
pueden usarse otros ensayos inmuno-basados, tal como ensayos
inmunométricos quimioluminiscentes e inmunoensayos de Lantinida
Aumentados por Disociacidn. También se aplicable nefelometria vy
turbidimetria para determinacién de proteina.

Otra forma para determinar la cantidad de proteina es por
métodos basados ‘en cromatografia, mas especificamente
cromatografia liquida. La cromatografia por afinidad estd basada
en 1interaccidén no covalente selectiva entre un analito vy
moléculas especificas.

La cromatografia por intercambio de iones usa mecanismos por
intercambio de iones para separar analitos. La cromatografia por
intercambio de’ iones wusa una fase estacionaria cargada para
separar compuestos cargados. En métodos convencionales la fase
estacionaria es una resina por intercampbio de iones que porta
grupos funcionales cargados que interactuan con grupos en sentido

opuesto cargados del compuesto para retenerse. La cromatografia
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por exclusién de tamano (SEC) también es conocida como
cromatografia de permeacién de gel (GPC) o cromatografia de
filtracién de gel. SEC se usa para separar moléculas de acuerdo
con su tamafio (o ma&s exactamente de acuerdo con su diametro
hidrodindmico o volumen hidrodinamico). Las moléculas mas
pequefias son capaces de entrar en los poros del medio y, por 1lo
tanto, toman mas tiempo eluirse, mientras que las moléculas més
grandes se exéluyen de los poros y se eluyen mas rapido.

La cromatografia de fase inversa es un procedimiento de
elucién en el cual la fase mévil es significativamente més polar
que la fase estacionaria. Por lo tanto, los compuestos polares se
eluyen primero mientras gque los compuestos no polares se
retienen.

Los métodos alternativos incluyen electroforesis. La
electroforesis wutiliza el movimiento de particulas dispersas
relativas a un fluido bajo la influencia de un campo electrdnico.
Las partiéulas luego se mueven con una velocidad de acuerdo con
su carga relativa. Mé&s especificamente, los siguientes métodos
electroforéticos pueden usarse para deteccidn de CD163:

La electroforesis de gel de poliacrilamida de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) , inmunoelectroforesis Rocket,
inmunoelectroforesis de afinidad y enfoque isoceléctrico.

También puede usarse citometria de flujo para determinar la
ceantidad de la proteina. En citometria de flujo un haz de luz de
una longitud de onda sencilla se dirige en una corriente enfocada
hidrodinamicamente de fluido. Un numero de detectores (algunos
fluorescentes) se dirigen al punto donde la corriente pasa a

través del haz de luz: una en linea con el haz de luz y varios
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detectores perpendiculares para este. Cada particula suspendida
desde 0.2 hasta 150 micrdémetros que pasa a través del haz
dispersa la luz de alguna forma, y los guimicos fluorescentes
encontrados en la particula o unidos a la particula pueden'
excitarse en luz emitida en una longitud de onda mas tiempo que
la fuente de luz. Esta combinacidén de luz fluorescente y dispersa
se escoge por los detectores, y, al analizar las fluctuaciones en
la luminosidad en cada detector, luego es posible derivar varios
tipos de informacidén alrededor de la estructura fisica y quimica
de cada particula individual.

La tecnologia Luminex, estéd basado en una técnica donde las
microesferas se recubren con reactivos especificos para capturar
un antigeno especifico de una muestra.

MS es una técnica analitica para la determinacidén de 1la
composicién elemental de una muestra o molécula. También se usa
para esclarecer las estructuras guimicas de moléculas, tal como
proteinas y otros compuestos quimicos. El principio de la MS
consisté de ionizar compuestos quimicos para generar moléculas
cargadas o fragmentos de molécula y medicidén de sus relaciones de
nada a carga.

La actividad de enzima se puede medir por una variedad de
métodos. Todos los ensayos de enzima miden ya sea el consumo de
sustrato o produccidén de producto con el paso del tiempo. En
general, cuatro tipos de experimentos son generalmente usados:
experimentos de velocidad inicial, experimentos de la curva de
progreso, experimentos cinéticos transitorios o experimentos de
relajacidén. Estos ensayos incluyen ensayos espectrofotométricos,

fluorométricos, calorimétricos, gquimioluminiscentes, dispersidn

000380



10

15

20

80
de luz, radiométricos, cromatograficos y colorimétricos, tal como
un ensayo MTT.

Por lo tanto, en una modalidad, la relacidén de expresidn se
determina al medir la cantidad de TH que <codifica el
polinucleétido contra la cantidad de GCH 1 que codifica el
polinucledétido presente, mas preferiblemente la cantidad de TH
mARN contra la cantidad de GCH 1 mARN. En otra modalidad, la
expresién de los polipéptidos TH y GCH 1 se mide por la cantidad
de proteina expresada. En aun otra modalidad preferida, 1la
relacidén de expresidén se determina al medir la actividad
enzimatica de los polipéptidos TH y CGH 1.

En una modalidad de 1la presente invencidén la relacidn
TH:GCH1 es al menos 3:1, tal como al menos 4:1, por ejemplo al
menos 5:1, tal como al menos 6:1, por ejemplo al menos 7:1, tal
como al menos 10:1, por ejemplo 15:1, tal como 20:1, por ejemplo
25:1, tal como 30:1; por ejemplo 35:1, tal como 40:1, por ejemplo
45:1, tal como 50:1.

En una modalidad preferida de la presente invencidén la
relacidén TH:GCH1 es 7:1.

En una modalidad la relacidén entre los niveles de expresidn
del TH y GCH1 de, la presente invencidén, se determina al medir la
actividad de las enzimas TH expresada y GCHL.

En otra modalidad la relacidén entre los niveles de expresiédn
del TH y GCH1 de la presente invencién, se determina al medir 1la
cantidad de Tetrahidrobiopterina (BH4), un producto intermediario
en la biosintesis de catecolamina/dopamina.

En otra modalidad la relacidén entre los niveles de expresidn

del TH y GCH1 de la presente invencidén, se determina al medir 1la
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cantidad de mARN transcrito.
En otra modalidad la relacidén entre los niveles de expresidn
del TH y GCH1 de la presente invencidn, se determina al medir la

cantidad de proteina expresada.

Tirosina hidroxilasa

Tirosina hidroxilasa, abreviada TH, es una monooxigenasa que
cataliza la conversidén de tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina
(DOPA), un precursor de dopamina. Se modula la actividad TH por
mecanismos transcripcionales y post-traduccionales en respuesta a
cambios en el ambiente y a estimulo neuronal y hormonal. La
regulacién mas aguda de actividad TH ocurre a través de
modificacidén post-traduccional de la proteina por medio de
fosforilacién.

Como se menciona, la funcién principal de tirosina
hidroxilasa es la conversién de tirosina a dopamina. TH se
encuentra principalmente en neuronas dopaminérgicas, pero no se
restringe a estas. El gen de Té es esencial en el desarrollo
embridénico ya que el genotipo con genes inactivados TH es letal
dentro del dia 14 embridnico en ratones, mientras que los ratones
heterocigotos para la mutacidédn TH se desarrollan normalmente con
unicamente una disminucién ligera en niveles de catecolamina.

La enzima TH es altamente especifica, no acepta derivados
indol, que es inusual como muchas otras enzimas involucradas en
la produccidén de catecolaminas. Ya que la enzima que limita la
velocidad en la sintesis de catecolaminas, TH tiene un pape€el
clave en la fisiologia de neuronas adrenérgicas. Las

catecolaminas, tales como dopamina, son Jjugadores principales en
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la sefializacidn de  las neuronas adrenérgicas. El
malfuncionamiento de neuronas adrenérgicas da lugar a diversos
trastornos neurodegenerativos en general, tales como neuropatia
periférica, esclerosis lateral amiotrdfica, enfermedad de
Alzheimer, mal de Parkinson, enfermedad de Huntington, apoplejia
isquémica, lesidén cerebral aguda, lesidén de la médula espinal
aguda, tumores del sistema nervioso, esclerosis multiple, lesidn
o trauma del nervio periférico, exposicidédn a neurctoxinas,
enfermedades metabdlicas tales como diabetes o disfunciones
renales y dario provocado por aéentes infecciosos, o para
trastornos del huﬁor tales como depresidn. La TH administrada con
los constructos y métodos de la presente invencién se puede usar
al tratar el mal de Parkinson.

La secuencia de polinucledétidos que codifica TH en la
presente invencidn se estéblece en SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8,
SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14. En una modalidad preferida, la
presente invencidén se refiere a SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ
ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11 y SEQ ID NO. 12 vy
variantes de secuencia del polinucledétido que codifican el
polipéptido TH que comprende una identidad de secuencia de al
menos 70% para las SEQ ID NOs., méas preferiblemente 75% de
identidad de secuencia, por ejemplo al menos 80% de identidad de
secuencia, tal como al menos 85% de identidad de secuencia, por
ejemplo al menos 90% de identidad de secuencia, tal como al menos
95% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 96% de
identidad de secuencia, tal como al menos 97% de identidad de

secuencia, por ejemplo al menos 98% de identidad de secuencia,
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tal como al menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO.
7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11 y SEQ
ID NO. 12.

El polinucledétido, que <codifica TH, comprendido en el
constructo de vector de la presente invencidén también puede
codificar fragmentos biocldgicamente activos o variantes del
polipéptido TH.

En una modalidad preferida, tales fragmentos o variantes del
polinucleétido TH codificados por la presente invencidn
comprenden al menos 50 aminoacidos contiguos, tales como 75
aminoacidos contiguos, por ejemplo 100 aminoacidos contiguos,
tales como 150 aminoacidos contiguos, por ejemplo 200 aminoacidos
contiguos, tales como 250 aminoacidos contiguos, por ejemplo 300
aminoacidos contiguos, tales como 350 aminocdcidos contiguos, por
ejemplo 400 aminoadcidos contiguos, tales como 450 aminoacidos
contiguos, en donde cualquiera aminoécido especificado en la
secuencia en cuestidn se.altera para un aminoacido diferente, con
la condicidén de que no mas de 15 de los aminoacidos en el
fragmento o variante se alteran.

Las versiones mutadas y sustituidas de SEQ ID NO. 7, SEQ ID
NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12,
SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14 y el polipéptido TH codificado de
la presente invencidén también se cubren. En una modalidad, las
sustituciones en la secuencia de aminocdcidos son conservadoras,
en donde el aminoacido estd sustituido con otro aminodcido con
caracteristicas fisicas y/o qguimicas similares. Pueden ocurrir
mutaciones en uno o méds sitios dentro de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.

8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
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ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14 y/o en el polipéptido TH codificado. En
una modalidad preferida, la presente invencidén se refiere a
cualquier mutacién que, hace al TH bioldgicamente activo, tal como
por ejemplo mutaciones neutras o mutaciones silenciosas. En una
modalidad mas preferida, la presente invencién se refiere a
mutaciones, en donde se han alterado uno o mads de los residuos de
serina S8, S19, S31, S40 o S404.

En una modalidad, el fragmento biolégicamente activo
expresado por el constructo de vector de acuerdo con la presente
invencién comprende al menos 50 aminodcidos contiguos, en donde
cualguier aminodcido especificado en la secuencia seleccionada se
altera a un aminodcido diferente, con la condicién de que no més
de 15 de los residuos de aminodcido en la secuencia se alteran.

En una modalidad, el polipéptido de tirosina hidroxilasa
(TH) expresado por el constructo de vector de acuerdo con la
presente invencidén es al menos 70% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas preferiblemente al menos 75%
idénticé a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més
preferiblemente al menos 80% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que.consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més preferiblemente al menos 85%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de

SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
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NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas
preferiblemente al menos 90% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas preferiblemente al menos 95%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas
preferiblemente al menos 96% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mds preferiblemente al menos 97%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas
preferiblemente al menos 98% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mads preferiblemente al mencs 99%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo gque consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas
preferiblemente 100% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9,
SEQ‘ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ
ID NO. 14..

En una modalidad, el fragmento biocldgicamente activo

expresado por el constructo de vector de acuerdo con la presente
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invencién es el dominio catalitico de tirosina hidroxilasa.

En una modalidad, el fragmento bioldgicamente activo
expresado por el constructo de vector de acuerdo con la presente
invencién es un polipéptido de tirosina hidroxilasa mutado, en
donde uno o méds de los residuos 8519, 831, S40 o S404 se han

alterado a otro residuo de aminoécido.

GTP-ciclohidrolasa 1

La GTP-ciclohidrolasa I (GCH 1) es un miembro de la familia
de GTP ciclohidrolasa de enzimas. GCH 1 es parte de las
trayectorias de biosintesis de folato y biopterina. GCH 1 es 1la
enzima que limita la velocidad y primera en la biosintesis de
tetrahidrobiopterina (BHy), que cataliza la conversidén de GTP en
7,8~-DHNP-3'-TP. BH; es un cofactor esencial requerido por la
hidroxilasa de amincadcido aromdtico (AAAH, por sus siglas en
inglés) en la biosintésis de los neurotransmisores de monocamina
serotonina (5-hidroxitriptamina (5-HT), melatonina, dopamina,
noradrenalina, vy .adrenalina. Las mutaciones en este gen se
asocian con fenilquetonuria maligna e hiperfenilalaninemia, asi
como distonia L-DOPA-responsiva. Diversas variantes de
transcripto alternativamente empalmados que codifican diferentes
isoformas se han descrito; sin embargo, no todas de las variantes
dan lugar a una enzima funcional.

GCH 1 tiene un numero de implicaciones clinicas, que
involucran diversos trastornos. Los defectos en GCH1 son la causa
de la deficiencia de GTP ciclohidrolasa 1 (GCH1D; también
conocida como fenilcetonuria severa atipica debido a deficiencia

de GTP ciclohidrolasa 1T. GCH1ID es wuna de las causas de
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hiperfenilalaninemia maligna debido a deficiencia de
tetrahidrobiopterina. También es responsable para
neurotransmisidn defectiva debido a eliminacidn de los
neurotransmisores de dopamina y serotonina, gque resultan en
enfermedades tales como mal de Parkinson. Los sintomas
principales incluyen: retraso psicomotor, trastornos de
tonicidad, convulsiones, somnolencia, irritabilidad, movimientos
anormales, hipertermia, hipersalivacidn, y dificultad ©para
tragar. Algunos pacientes pueden presentar un fenotipo Qde
severidad intermedia entre hiperfenilalaninemia severa y distonia
suave tipo 5 (distonia-parkinscnismo con fluctuacidn diurna). En
este fénotipo intermediario, existe retraso motor marcado, pero
sin retraso mental Y unicamente minimo, si hubiera,
hiperfenilalaninemia. Los defectos en GCH1 son 1la causa de
distonia tipo 5 (DYTS5); también conocida como distonia progresiva
con fluctuaciédn diurna, sindrome Segawa dominante autosomal o
distonia—parkinsonismo con fluctuacidén diurna. DYT5 es una
distonia DOPA-responsiva. La distonia se define por la presencia
de contracciones del musculo involuntarias sostenidas, a menudo
llevan a posturas anormales. DYT5 tipicamente se presenta en la
infancia con problemas para caminar debido a distonia de las
extremidades inferiores y empeoramiento de la distonia hacia la
noche. Se caracteriza por alteraciones posturales y motores que
muestran fluctuacidédn diurna marcada. La torsidén del tronco es
inusual. Los sintomas se alivian después de dormir y se agravan
por fatiga o ejercicio. Existe una respuesta favorable para L-
DOPA sin efectos colaterales.

GCH 1 administrado con 1los constructos y métodos de 1la
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presente invencidén se puede usar para tratar el mal de Parkinson.

La secuencia de polinucledétidos que codifica GCH 1 en la
presente invencidén se establece en SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2,
SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6. En una
modalidad preferida, la presente invencidén se refiere a SEQ ID
NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 y SEQ ID NO. 4 y variantes de
secuencia del polinucledétido que codifican el polipéptido GCH 1
que comprende una identidad de secuencia de al menos 70% hasta
SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 y SEQ ID NO. 4, mas
preferiblemente 75% de identidad de secuencia, por ejemplo al
menos 80% de identidad de secuencia, tal como al menos 85% de
identidad de secuencia, por ejemplo al menos 90% de identidad de
secuenciaf tal como al menos 95% de identidad de secuencia, por
ejemplo al menos 96% de identidad de secuencia, tal como al menos
97% de identidad de secuencia, por ejemplo al menos 98% de
identidad de secuencia, tal como al menos 99% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 y SEQ
ID NO. 4.

El polinucledtido, que codifica GCH 1, comprendido en el
constructo de vector de la presente invencidn también puede
codificar fragmentos Dbioldégicamente activos o variantes del
polipéptido GCH 1.

En una modalidad preferida, tales fragmentos o variantes del
polinucledtido GCH 1 <codificado por 1la presente invencidn
comprende al menos 50 aminodcidos contiguos, tales como 75
aminoécidés contiguos, por ejemplo 100 aminoacidos contiguos,
tales como 150 aminoacidos contiguos, por ejemplo 200 aminocdcidos

contiguos, tales como 250 aminodcidos contiguos, en donde
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cualguier aminocdcido especificado en la secuencia en cuestidn se
altera a un aminodcido diferente, con la condicién de gue no méas
de 15 de los aminodcidos en el fragmento o variante se alteran.

Las versiones mutadas y sustituidas de SEQ ID NO. 1, SEQ ID
NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6 y
el pclipéptido GCH 1 codificado de la presente invencién también
se cubren. En una modalidad, las sustituciones en la secuencia de
aminocdcidos son conservadoras, en donde el aminoacido estéa
sustituido con otro aminocédcido con caracteristicas fisicas y/o
quimicas similarés. Las mutaciones pueden ocurrir en uno o mas
sitios dentro de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID
NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6 y/o en el polipéptido GCH 1
codificado. En una modalidad preferida, la presente invencidén se
refiere a cualquier mutacidén gque hace al GCH 1 Dbioldgicamente
activo, tal como por ejemplo mutaciones neutras o mutaciones
silenciosas.

En una modalidad, el fragmento bioldgicamente activo
expresado por el constructo de vector de acuerdo con la presente
invencién comprende al menos 50 aminodcidos contiguos, en donde
cualquier aminodcido especificado en la secuencia seleccionada se
altera a un aminoacido diferente, con la condicidén de que no mas
de 15 de los residuos de aminocdcido en la secuencia se alteran.

En una modalidad, el polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1)
expresado por el constructo de vector de acuerdo con la presente
invencién es al menos 70% idéntico a un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO.
3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas preferiblemente

al menos 75% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que
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consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO.
4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas preferiblemente al menos 80%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més preferiblemente al menos 85% idéntico a
un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO.
1, SEQ ID‘NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO..5 y SEQ
ID NO. 6, mas preferiblemente al menos 90% idéntico a un
polipéptido seleccionado del grupo gue consiste de SEQ ID NO. 1,
SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID
NO. 6, ma&s preferiblemente al menos 95% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, méas
preferiblemente al menos 96% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente “al menos 97% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente al menos 98% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que cénsiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 99% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo gue consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NC. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente 100% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3,

SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6.
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Tejidos Objetivo para Tratamiento de Trastornos

Neurodegenerativos

Un desafio en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas es aplicar el medicamento localmente para
evitar abundantes efectos colaterales. Actualmente, la mayoria de
los medicamentos para tratar trastornos del cerebro se
administran en una forma, la mayoria a menudo oralmente, de
manera que alcanzan el cerebro completamente. Por lo tanto,
cuando se administran oralmente los medicamentos alcanzaran las
dreas objetivo én una forma pulsatil donde 1los niveles de
fluctuacidn pueden poseer un problema para el paciente.

Un parametro importante para terapia de gen in vivo es la
seleccidén de un tejido objetivo adecuado. Para el tratamiento del
mal de Parkinson, el putamen vy nicleo caudato es de interés
particular. Méds especificamente, el tratamiento debe centrarse en
las neuronas dopaminérgicas de ia regién compacta en pares en la
sustancia negra.

En el mal de Parkinson, se cree que la disquenesia que a
menudo sigue el tratamiento prolongado con el farmaco de eleccidn
actual, L-dopa, es un resultado de los niveles de fluctuacidén del
fédrmaco en el cerebro.

Un enfoque que se ha probado en modelos de animal
preclinicos del mal de Parkinson es para refinar la estrategia
del reemplazo de dopamina al usar un‘enfoque de terapia de gen
donde el reemplazo de dopamina se puede conducir localmente en el

putamen y nucleo caudato donde la deficiencia de dopamina esté
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m&s avanzada. Este enfoque se refiere como la "estrategia de
reemplazo de enzimas”. El raciocinio para este tratamiento viene
de observaciones clinicas en pacientes PD, que sugieren.que las
disquinesias severas, inducidas por medicamento L-DOPA oral,
puede aliviarse por L-DOPA infundido ya sea por medio de la ruta
intravenosa o duodenal. De esta manera, la hipdtesis actual es
que el desarrollo de disquinesias, al menos en parte, debido al
suministro pulsatil, intermitente de DA que da lugar al paradigma
de suministro L-DOPA oral.

En lugar de suministrar dopamina o L-dopa, la terapia de gen
permite la regulacidén de las enzimas que producen dopamina.

Dg esta manera, en una modalidad particular de la presente
invencién los polinucledtidos que codifican las enzimas TH y GCH
1 se suministran en el cerebro de un individuo para ser tratado
para mal de Parkinson. En una modalidad preferida, los
polinucledétidos se suministran eﬁ un vector AAV sencillo. En una
modalidad mas preferida, el vector que comprende los
polinucledétidos se suministra en el cerebro del individuo,
preferiblemente en el nucleo de caudato y/o el putamen. En una
modalidad aun mas preferida, el vector se suministra de manera
que es efectivo en las neuronas dopaminérgicas de la regidn

compacta en partes en la sustancia negra.

Protcoccolo de Suministro y Dosificacién

Un paramétro importante es la dosificacién de TH y GCH 1

- para ser suministrado en el tejido objetivo. En este sentido,

“dosificacidén unitaria” se refiere generalmente a la

concentracidén de TH y GCH 1/ml de la composiciédn TH y GCH 1. Para
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vectores viricos, la concentracién TH y GCH 1 se puede definir
por el numero de particulas viricas/ml de la composicidn
neurotréficé. De forma Optima, para suministro de TH y GCH 1
usando un vector de expresidén virico, cada dosificacidédn unitaria
de TH y GCH 1 comprendera 2.5 hasta 25 ulL de una composicidén TH vy
GCH 1, en donde la composicién incluye un vector de expresidn
virico en un fluido farmacéuticamente aceptable y proporciona
desde 10'° hasta 10 TH y GCH 1 que expresa pafticulas viricas
por ml de composicién TH y GCH 1 (ejemplificado en la Figura 7).
Tales titulaciones altas son particularmente uUtiles para virus
asociado por adeno, tal como el vector AAV descrito en la
presente invencidén. El ejemplo 2 describe un régimen de dosis del
vector de la presente invencién.

En una modalidad la dosificacién del vector administrado a
un paciente que necesita del mismo esta entre 1.5E+10 y 2.2E+12
copias de genoma del vector por mililitro de materia gris
putaminal.

En otra modalidad la dosificacién del vector para uso en la

. preparacién de un medicamento para el tratamiento de una

disfuncién de catecolamina estd entre 1.5E+10 y 2.2E+12 copias de
genoma del véctor por mililitro de materia gris putaminal del
individuo para quien el vector se pretende para administracidn.
En una modalidad preferida, el sitio de administracidén es el
estriado del cerebro, en particular el nucleo de caudato y/o el
putamen. La inyeccidén en el putamen puede etiquetar sitios
objetivo ubicados en varias regiones distantes del cerebro( por
ejemplo, el globc palido, amigdalas, nlUcleo subtaldmico o la

sustancia negra. En una modalidad preferida los (o uno de 1los)
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sitios objetivo es la sustancia negra, mas preferiblemente la
regidén compacta emparejada en la sustancia negra. La inyecciédn
también puede estar en tanto el estriado como en la sustancia
negra.

Dentro de un sitio objetivo dado, el sistema de vector puede
transducir una célula objetivo. La célula objetivo puede ser una
célula encontrada en el tejido nervioso, tal como una neurona,
astrocito, oligodendrocito, microglia o célula ependimarias. En
una modalidad preferida, la célula objetive es una neurona, e€n
particular wuna neurona dopaminérgica de la regidén compacta
emparejada en la sustancia negra.

El sistema de vector preferiblemente se administra por
inyeccidén directa. Los métodos para inyeccidén en el cerebro (en
particular el estriado) se conocen bien en la técnica (Bilang-
Bleuel et al (1997) Proc. Acad. Natl. Sci. EUA 94:8818-8823;
Choi-Lundberg et al (1998) Exp. Neurol.154:261-275; Choi-Lundberg
et al (1997) Science 275:838-841; y Mandel et al (1997)) Proc.
Acad. Natl. Sci. EUA 94:14083-14088). Se pueden dar inyecciones
estereotéxicas.

Aquellos de experiencia en la técnica apreciaran que el
método de suministro directo empleado por la invencidén hace obvio
un factor de riesgo limitado asociado con terapia de gen in vivo.
En la invencidén, el suministro es directo y los sitios de
suministro se‘eligen para difusién de Th y GCH 1 secretado que
toma lugar sobre una regidén controlada y pre-determinada del
cerebro péra optimizar el contacto con neuronas dirigidas, aunque
minimiza el contacto con células no dirigidas.

Las modificaciones de las propiedades de la céapsida de
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vector pueden'pefmitir dirigirse del vector a la regidn estriatal
también después de inyeccidn intratecal (IT) o inyeccidn en los
ventriculos cerebrales (ICV). Esto puede lograrse por
modificacidén de dominios especificos de la cépsida. Por ejemplo,
la mutacidén del aminocadcido en la posicidén 587 puede remover la
afinidad de enlace HSPG del serotipo 2 AAV y abrirse para enlace
a otros residuos de la superficie celular que pueden ser de tipo
celular especifico. Otro enfoque alternativo es generar serotipos
AAV quiméricos que heredaradn propiedades de enlace diferentes de

los dos serotipos mezclados.

Preparaciones farmacéuticas

Para formar una composicidn 'TH y GCH 1 para uso en la
invencién, los vectores viricos de expresidédn que codifican TH y
GCH 1 se pueden colocar en una suspensioén, solucidén o emulsidn
farmacéuticamente aceptable. Los medios adecuados incluyen
preparaciones liposomales y de solucidn salina.

Méas especificamente, los portadores farmacéuticamente
aceptables pueden incluir acuosos estériles de soluciones,
suspensiones, y emulsiones no acuosas. Los ejemplos de solventes
no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres orgdnicos
inyectables tales como oleato de etilo. Los portadores acuosos
incluyen agua, soluciones alcohdélicas/acuosas, emulsiones o©
suspensiones, 1incluyendo solucién salina y medio de soluciédn
amortiguadora. Los vehiculos precursores incluyen solucidn de
cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de

sodio, aceites fijos o de Ringer lactados.
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Los vehiculos intravenosos incluyen fluidos y refuerzos de
nutriente, refuerzos de electrolito (tales como aquellos basados
en dextrosa de Ringer), y similares.

Los conservadores y otros aditivos también se pueden
presentar tales como, por ejemplo, antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes, vy gases inertes y similares.
Ademds, una composicidén de transgenes TH y GCH 1 se puede
liofilizar usando medios bien conocidos en la técnica, para
reconstitucidén posterior y uso de acuerdo con la invencién. Un
sistema de dispersidén coloidal también se puede usar para
suministro de gen dirigido.

Los sistemas de dispersidén coloidal incluyen complejos de
macromolécula, microesferas, perlas, y sistemas basados en lipido
que 1incluyen emulsiones aceite en agua, micelas, micelas
mezcladas, y liposomas. Las liposomas son vesiculas de membrana
artificiales que son uUtiles como vehiculos de suministro in vitro
e 1n vivo. Se ha mostrado que las vesiculas unilamelares grandes
(LUV), que estdn en el intervalo en tamanioc desde 0.2-4.0 pm
pueden encapsular un porcentaje sustancial de una solucidn
amortiguadora acuosa que contiene macro moléculas grandes. El
ARN, ADN y viriones intactos se pueden encapsular dentro del
interior acuoso y suministrarse a células en una forma
bioldégicamente activa (Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 6:
77,1981). Ademads de células mamiferas, las liposomas se han usado
para suministro de transgenes operativamente codificados en
células de planta, levadura y bacterianas. Para que un liposoma
sea un vehiculo de transferencia de gen eficiente, las siguientes

caracteristicas deben presentarse: (1) encapsulacidén de los genes
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gque codifican el TH y GCH 1 en eficiencia alta mientras que no
comprometa su actividad bioldgica; (2) enlace preferéncial y
sustancial a una célula objetivo en comparacidén con células no
objetivo; (3) suministro de los contenidos acuosos de la vesicula
al citoplasma de <célula objetivo en alta eficiencia; y (4)
expresidédn exacta y efectiva de informacidén genética (Mannino, et
al., Biotechniques, 6: ©682,1988).

Los ejemplos de lipidos utiles en produccién de liposomas

incluyen compuestos de fosfatidilo, tales como
fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, esfingolipidos, cerebrésidos, y
ganclidsidos. Son particularmente utiles

diacilfosfatidilgliceroles, donde la porcién de lipido contiene
desde 14-18 atomos de carbono, particularmente desde 16-18 &tomos
de carbono, y se satura. Los fosfolipidos ilustrativos incluyen
fosfatidilcolina de huevo, dipalmitoilfosfatidilcolina y
diestearoilfosfatidilcolina.

El direccionamiento de liposomas se puede clasificar basado
en factores anatdmicos y funcionales. La clasificacidén anatdmica
esta basada en el nivel de selectividad, por ejemplo, especifico
de o6érgano, especifico de célula, y especifico de organelo. El
direccionamiento funcional se puede distinguir basado en si es
pasivo o activo. El direccionamiento pasivo utiliza la tendencia
natural de liposomas para distribuir a células del sistema
reticulo-endotelial (RES) 'en 6rganos que contienen capilares
sinusoidales.

El direccionamiento activo, por otro lado, involucra

alteracién del 1liposoma al acoplar el liposoma a un ligando
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especifico tal como un anticuerpo monoclonal, azucar,
glicolipido, é proteina, o al cambiar la composicidén o tamano del
liposoma con objeto de alcanzar el direccionamiento a 6érganos vy
tipos celulares diferentes de los sitios gque se presentan
naturalmente de localizacidn.

La superficie del sistema de suministro del gen dirigido se
puede modificar en una variedad de formas. En el caso de un
sistema de suministro dirigido liposomal, los grupos de lipido se
pueden incorporar en la bicapa de lipido del liposoma con objeto
de mantener el ligando dirigido en asociacidén estable con 1la
bicapa liposomal. Varios grupos ligados se pueden usar para unir
las cadenas de lipido al ligando dirigido.

De esta manera en un aspecto, la presente invencidn se
refiere a. una composicidén farmacéutica para uso en un método de
tratamientq de mal de Parkinson, la composicidén que comprende un
sistema de expresién de un vector vy una formulacidén para
suministrar el vector a los ganglios basales, en donde el sistema
de expresidén de un vector comprende:

a) un primer y un segundo casete de expresidén, el primer
casete de expresidén comprende una secuencia de nucledétidos que
comprende una primera secuencia promotora operablemente ligada a
una primera secuencia de nucledtidos, la primera secuencia de
nucledtidos codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o
un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde el segundo casete de expresidén comprende una secuencia de
nucledtido que comprende una segunda secuencia promotora
bperablemente ligada a una segunda secuencia de nucledétido que

codifica "un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
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fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, con la
condicién ‘de que el vector no comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido aromatico de aminoéacido
descarboxilasé (AADC), ©

b) un primer y un segundo casete de expresidén, el primer
casete de expresidn comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia promotora operablemente ligada a
una primera secuencia de nucledtidos, la primera secuencia de
nucledétidos codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o
un fragmento biocldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde el segundo casete de expresidn comprende una secuencia de
nucledétidos que comprende una segunda secuencia promotora
operablemente ligada a una segunda secuencia de nucledétidos que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde el
vector es un vector asociado a adeno (AAV), o

c) un casete de expresidén que comprende un promotor, una
primera secuencia de nucledtidos, una secuencia de nucledtidos
que inicia la traduccién tal como un sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES) y una segunda secuencia de nucledtidos, en donde
el promotor se 1liga operablemente a la primera secuencia de
nucledtido, y en donde la secuencia de nucledtidos qgue inicia la
traduccidén se liga a la primera y la segunda secuencia de
nucledétido, en donde la primera secuencia de nucledétidos codifica
un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o un fragmento
oioldégicamente activo o variante del mismo, y en donde la segunda
secuencia de nucledtidos codifica un polipéptido de tirosina

hidroxilasa (TH) o un fragmento bioldégicamente activo o variante
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del mismo, ©

d) un casete de expresidén que comprende una primera secuencia
de nucledtidos, wuna secuencia de nucledtidos que 1inicia la
traduccidén tal éomo un sitio de entrada de ribosoma interno
(IRES) y una segunda secuencia de nucledtido en donde 1la
secuencia de nucledétidos que inicia la traduccidén se liga a la
primera y la segunda secuencia de nucledétidos, y en donde la
secuencia gque comprende la primera secuencia de nucledtidos
ligada a la secuencia de nucleétidos que inicia la traduccidn
ligada a la segunda secuencia de nucledétidos se flanquea por
repeticiones de terminal 5’ y 3’, y en donde la primera secuencia
de nucledtidos codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
y en donde la éegunda secuencia de nucledbdtidos codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
bioldgicamente activo o variante del mismo, en donde las
repeticiones de terminal comprenden una secuencia capaz de
dirigir la expresidédn de un polipéptido operablemente ligado.

En una modalidad de la presente invencién el polipéptido
GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHl) o el fragmento bioldgicamente activo
o variante del mismo, expresado por el primer casete de
expresidén, es al menos 70% idéntico a un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO.
3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en donde el
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o el fragmento
bioldégicamente activo o variante del mismo, expresado por el
segundo casete de expresién es al menos 70% iaéntico a un

polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7,
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SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID
NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

En una modalidad de la presente invencién el polipéptido
GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o el fragmento bioldgicamente activo
o variante del mismo expresado por, en donde el polipéptido o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo es al menos
70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en donde el polipéptido de tirosina
hidroxilasa (TH) o un fragmento bioldégicamente activo o variante
del mismo, expresado por el segundo casete de expresidén es al
menos 70% 1déntico a un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO.
10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

En una modalidad de 1la presente invencidén el polipéptido
GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHl1) o el fragmento bioldgicamente activo

o variante del mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido

. seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.

-2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y en

donde el polipéptido codificado de tirosina hidroxilasa (TH) o el
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo es al menos
70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 vy SEQ ID NO. 14.

En una modaiidad de 1la presénte invencién el polipéptido
GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o el fragmento bioldgicamente activo
o variante del mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido

seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
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2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en
donde el polipéptido codificado de tirosina hidroxilasa (TH) o el
fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, es al menos
70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
iD NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

En una modélidad, de la presente invencidén la composicidn
farmacéutica como se define en la presente arriba comprende
manitol, heparina o gadolinio basado en agentes de contraste MRI.

En otra modalidad la composicién farmacéutica como se define
en la presente arrikba comprende factores tréficos o inhibidores

de proteasoma reversibles.

Uso médico y métodos de tratamiento

En un aspecto el vector de la presente invencidn, se usa
como un medicamento.

En un dspecto, la presente invencidén se refiere al uso del
vector como se define en la presente arriba, para la preparacién
de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad asociada
con disfuncién de catecolamina.

En un aspecto, la presente invencidén se refiere al vector
como se define en la presente arriba, para uso en un método de
tratamiento de una enfermedad asociada con disfuncidén de
catecolamina.

En un aspecto, la presente invencidén se refiere a un método
para tratar una enfermedad asociada con disfuncién de
catecolamina, en un paciente gue necesita del mismo, el métodq

comprende administrar al individuo el vector como se define en la
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presente arriba.

En una modalidad de la presente invencidén, la disfuncién de
catecolamina es deficiencia de catecolamina.

En una modalidad adicional de 1la presente invencidn, la
disfuncién de catecolamina es exceso de catecolamina.

En una modalidad preferida, la deficiencia de catecolamina
es deficiencia de dopamina.

En otra modalidad el exceso de catecolamina es exceso de
dopamina.

Eﬁ una modalidad la enfermedad asociada con disfuncidn de
catecolamina es una enfermedad, trastorno o dafio del sistema
nervioso central y/o periférico.

En una modalidad adicional, la enfermedad, trastorno o darfio
del sistema nervioso central vy/o periférico es un trastorno
neurodegenerativo.

En otra modalidad, la enfermedad asociada con disfuncidén de
catecolamina es una enfermedad de los ganglios basales.

En una modalidad la enfermedad tratable al usar el vector de
la presente invencidn es seleccionada del grupo gque consiste de
mal de Parkinson (PD), distonia con respuesta a DOPA, ADHD,
esquizofrenia, depresién, parkinsonismo vascular, temblor
esencial, tensidn crénica, anormalidades del receptor genético de
dopamina, uso érénico de opioides, cocaina, alcohol o marihuana,
insuficiencia adrenal, hipertensién, deficiencia de
noradrenalina, trastorno de tensidén post-traumdtica, trastorno de
ludomania, demencia, demencia de cuerpo de Lewy.

En una modalidad preferida el trastorno neurodegenerativo

tratable al usar el vector de la presente invencidén es mal de
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Parkinson (PD).

En un aspecto la invencidén se refiere al uso del vector de
acuerdo con la invencién para la preparacidén de un medicamento
para el tratamiento de un trastorno del sistema nervioso. El
trastorno del sistema nervioso puede ser un trastorno del sistema
nervioso periféricb o el sistema nervioso central.

Por tratamiento no sdblo se pretende tratamiento curativo
sino también preventivo (no prevencidén absoluta) o tratamiento
profilédctico. El tratamiento también puede aliviarse (no alivio
absoluto) o sintomatico.

Preferiblemente el trastorno .del CNS es una enfermedad
neurodegenerativa o neuroldégica, en una modalidad preferida de la
invencién la enfermedad neurodegenerativa es mal de Parkinson.

Las enfermedades del sistema nervioso se pueden tratar al
administrar a un individuo gque necesita del mismo una cantidad
terapéuticaménte efectiva del vector de virus de la invencidn; o
una cantidad terapéuticamente efectiva de la composiciédn

farmacéutica de la invencidn.

Composicidén farmacéutica

En consecuencia, en un aspecto lé presente invencidén se
refiere a una composicidn farmacéutica que comprende el vector
comc se define en la presente arriba, y un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad de la presente invencién el pH de la
composicién farmacéutica como se define en la presente arriba

estd entre pH 4 y pH 9.

0a01Ins



10

15

105

En otra modalidad la inyeccidén  de la composiciédn

farmacéutica es intracraneal, intracerebral, intravenosa,
intravitrea,. intranasal, intramuscular, intraespinal,
intraperitoneal, subcuténea, un bolo o una administracién
continua.

En una modalidad la composicidén farmacéutica se formula para
administracién por inyeccién, comprimido o rocio sublingual,
administracidén cutdnea o inhalaciédn.

En una modalidad la composicién farmacéutica como se define
en la presente arriba se formula para administracidén por

inyeccidén, supositorio, administracién oral, comprimido o rocio

sublingual, administracidn cuténea, inhalacién o para
administracion local usando una capsula biocompatible
implantable.

En una modalidad adicional 1la inyeccidén es intravenosa,
intramuscular, intraespinal, intraperitoneal, subcutdnea, un bolo
© una administracidén continua.

En una modalidad la composicidn farmacéutica se administra
en intervalos de‘3O minutos hasta 24 horas.

En otra modalidad la composicidén farmacéutica se administra
en intervalos de 1 hasta 6 horas.

En una modalidad de la presente invencidn, en donde la
duracién del fratamiento es desde 6 hasta 72 horas.

En un aspecto importante de 1la presente invencidén la
duracidn del tratamiento es de larga vida.

En una modalidad adicional la composicidén farmacéutica como
se define  en la presente arriba se formula para administracién

por 1inyeccidn, supositorio, administracién oral, comprimido o
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rocio sublingual, administracién cutédnea, inhalacidén o para
administracién local usando una capsula biocompatible
implantable.

En una modalidad la dosificacidén del ingrediente activo,
esto es el vector, en la composicidén farmacéutica de acuerdo con
la presente invencidén esta entre 10 pg y 500 mg por kg masa
corporal, tal como entre 20 pg y 400 mg, por ejemplo entre 30 ug
y 300 mg, tal como entre 40 pg y 200 mg, por ejemplo entre 50 ug
y 100 mg, tal como entre 60 pg y 90 ug, por ejemplo entre 70 pg y
80 ug.

En una modalidad adicional la composiciédn farmacéutica de
acuerdo con la presente invencidén se administra en intervalos de
72 horas hasta al menos 7 dias, tal como 80 horas, por ejemplo
96h, tal como 5 dias, por ejemplo 6 dias, tal como una vez a la
semana.

En una modalidad adicional lalcomposicién farmacéutica de
acuerdo con la presente invencidén se administra en intervalos de
7 dias hasta 1 mes, tal como una vez cada dos semanas, por

ejemplo cada 3 semanas.

Células hospederas implantables

En un aspecto, la presente invencidén se refiere a una célula
hospedera éislada que comprende el vector como se define en la
presente arriba.

En un aspecto la invencién se refiere a células hospederas
aisladas transducidas con el vector de acuerdo con la invencién.
Estas células preferiblemente son células hospederas mamiferas

debido a que estas son capaces de secretar y procesar el TH y GCH
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1 codificédo correctamente.

Las especies preferidas incluyen el grupo que consiste de
roedores (ratdén, rata), conejo, perro, gato, cerdo, mono, ser
humano.

Los ejemplos de cultivos primarios y lineas celulares que
son buenos candidatos para transduccién con los vectores de la
presente invencidn incluyen el grupo que consiste de CHO, HEK293,
C0S, PC1l2, HiB5, RN33b, células neuronales, células fetales,
ARPE-19, MDX12, c2C1l2, Hela, HepG2, células estriatales,
neuronas, astrocitos, interneuronas.

En una modalidad 1la célula hospedera de la presente
invencién es seleccionada del grupo gque consiste de células
eucaridticas, preferiblemente células mamiferas, mas
preferiblemente células de primate, mas preferiblemente células
humanas.

En otra modalidad, 1la c¢élula hospedera de 1la presente
invencidén es seleccionada del grupo gque consiste de células de
ovario de héamster Chino, CHO-K1, células de rifién de hémster
bebé, células de fibroblasto-3T3 de ratdn, lineas células de mono
verde Africano, feocromocitoma adrenal de rata, c¢élulas AT3,
células de tumor gliales de rata, células neuronales de rata vy

células de hipocampo de rata.
EJEMPLOS

Ejemplo 1: El1 efecto de un vector rAAV sencillo para suministro

DOPA continuo en un modelo animal del mal de Parkinson
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Materiales y métodos

Disefio experimental

Todas las ratas en el experimento enseguida (con 1la
excepcidn de animales en los grupos de control intactos) reciben
una inyeccién unilateral de 6-OHDA en el haz prosencefdlico medio
(MFB) para lograr wuna lesidén completa de la trayectoria
nigroestriatal. En cuatro hasta cinco semanas después de la
leccidén, todos los animales lesionados se seleccionaron en una
prueba de rotacién después de una prueba de rotacidén inducida de
anfetamina [Ungerstedt and Arbuthnott: Quantitative recording of
rotational behavior in rats after 6-hidroxi-dopamine lesions of
the nigrostriatal dopamine system; Brain Res 1970 24 485-93].
Unicamente animales que muestra > 6.0 vueltas de cuerpo
completo/min hacia el lado eliminado DA se incluyeron en el
estudio (n=54).

Veinte ratas con una lesién 6-OHDA confirmada se balancearon
en dos grupos (Les-Sham y TH-GCH1) basados en su desempefio en lés
pruebas cilindricas y en rotaciones inducidas por anfetamina vy
apomorfina (Fig. 3). En 6 semanas después de la lesién, los
animales en el grupo TH-GCH1 reciben una inyeccidén estereotéctica
de vector 3.5E10 gc rAAV5-TH:GCH1 y €l grupo de control recibe
cirugia fingida, que implica la abertura del cuero cabelludo vy
perforacidén de un agujero en el sitio correcto pero la dura no se
penetrd. Los animales se volvieron a probar usando las mismas
pruebas de rotacién inducidas por fédrmaco en 5 y 10 semanas
después de la inyeccién rAAV. En 5, 9 y 13 semanas después de
rAAV, los animales se registraron en el mismo equipo de rotdémetro

sin prueba de estimulacidén farmacoldgica precedente (rotaciédn
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espontanea). La prueba de cilindro también se repitidé en 5, 12 y
14 semanas después de la inyeccidn. Para estudiar el efecto del
tratamiento en el aprendizaje motor, la integracidén sensorial-
motora asi como funcidén motora, formacidn por pasos, pruebas de
escalera y corredor se inicid una vez que el efecto terapéutico
del tratamiento se manifesté bien. La prueba por pasos se realizd
en 5, 10 y 12 semanas después de la inyeccidén rAAV. La prueba de
escalera se realizé como una sesidén de prueba sencilla durante 21
dias entre 22-24 semanas después de 1la tfansduccién. Los animales
luego se sometieron a la prueba de corredor y se mataron en 28
semanas.

Cuarenta ratas con una lesidn 6-OHDA confirmada  se
equilibraron en cuatro grupos basados en su desempefioc en la
prueba de cilindro, prueba por pasos y prueba de corredor. En 6
semanas después de la lesidn, los animales reciben una inyeccién
estereotactica con volumen igual de vector rAAV5-TH:GCH1 [5ul].
Los cuatro grupos reciben preparaciones de vector para
incrementar la concentracidn que resulta en los siguientes cuatro
grupos de dosis; 0.7% [9.1E8gc] de GCH1-TH (n=10), 3.4% [4.6E9gc]
de GCH1-TH (n=10), 9.8% [1.3El0gc] de GCHI1I-TH (n=10), 100%
[1.3E11gc] de GCHI1-TH (n=10). Un grupo de control, emparejado en
edad, intacto deé tamafio igual se incluydé como referencia (n=10).
Los animales se registraron en la prueba de corredor tanto en
cinco semanas después de la lesién 6-OHDA (antes de la inyeccidn
AAV).como 12 semanas después de AAV.

Ocho animales con una lesidén 6-OHDA confirmada se dividieron
en dos grupos (Les-Sham y TH-GCH1l) basados en su desemperio en el

corredor y en rotacién inducida por anfetamina. Los animales en
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el grupo TH-GCH1 reciben 1la 1inyeccidn estereotactica de la
titulacién completa de vector AAVE—TH:GCHl como se describe a
continuacidén y evalua usando microdidlisis en linea en un minimo
de 6 meses después de la inyeccidén AAV. Todos los animales se
decapitaron y los cerebros se removieron rédpidamente y el tejido
estriatal se disecd y luego se congeld rapidamente para analisis
bioguimico. El1l mesencéfalo se fijé después en paraformaldehido

(PFA) al 4% para validacién de la lesidén 6-OHDA.

Construccioén de vector

Los vectores viricos wutilizados en este estudio fueron
vectores rAAV2/5 de pseudotipo, donde el transgen de interés se
flanguea por repeticiones terminales invertidos del AAV2 empacado
en una capsida AAV5 (referida en la presente como simplemente
rAAV) . En esta invencidn, se construyd un plasmido novedoso que
expresa tanto los transgenes TH como GCH1. Aqui, dos casetes de
expresidén se fusionaron en un plasmido AAV2 sencillo. E1 TH vy
GCH1 se expresaron bajo el promotor de Sinapsina 1 (Syn-1)
humano. El gen GCH1 se siguidé por una secuencia SV40 poli-A
tardia que luego precede el sequndo promotor Syn-1 que controla
la expresién del gen TH. Para lograr una expresidén superior del
gen de TH sobre GCHl1, el trafico del TH mARN se mejord por la
adicidén de un elemento regulador post-transcripcional del virus
de la hepatitis Woodchuck (WPRE). La sécuencia completa se
terminé por wuna secuencia SV40 poli-A temprana (Fig 1). Los
vectores rAAV se produjeron usando un método de transfeccidn
doble con el plésmido de transferencia apropiado y el plésmido

auxiliar gque contiene los genes empaquetados adenoviricos
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esenciales como se describe previamente [Grimm et al: Novel tools

for production and purification of recombinant adenocassociated

virus vectors; Hum Gene Ther 1998 18 2745-60; Hauswirth et al:
Production and purification of recombinant adeno-associated

virus; Meth Enzymol 2000 316 743-61]. Se purificaron

posteriormente  por gradiente en etapa de iodixanol \%
cromatografia de columna de Sefarosa Q, como se describe en
detalle en cualquier lugar [Ulusoy etkal: Dose Optimization for
Long-term rAAV-mediated RNA Interference 1in the Nigrostriatal
Projection Neurons; Mol Ther 2009 17 1574-84]. La suspensidén del
vector virico purificado sé tituld usando PCR cuantitativa TagMan
como se describe en cualquier lugar [Ulusoy et al: Dose
Optimization for Long-term rAAV-mediated RNA Interference in the
Nigrostriatal Projection Neurons; Mol Ther 2009 17 1574-84]1),
pero con cebadores y sonda dirigidos hacia la secuencia WPRE. La
titulacidén final de la suspensidn del vector inyectada fue 1.0E13

gc/m.

Procedimientos quirurgicos

Todos 1los procedimientos quirurgicos se condujeron bajo
anestesia inducida por una mezcla 20:1 de Fentanil y Dormitor
(Apoteksbolaget, Suecia) inyectada i.p. en un volumen total de
aprox. 6 ml/kg. Las inyecciones se condujeron usando una jeringa
Hamilton de 10 pul con el animal montado en un cuadro
estereotactico .(Stoelting, Wood Dale, IL). Los coordinados
anteroposterior (AP) y mediolateral (ML) se calcularon de bregma

y los coordinados dorsoventrales (DV) de la superficie dural

[Watson y Paxinos: The rat brain in stereotaxic coordinates;
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Academic Press San Diego 1986].

Lesiones 6-OHDA. Los animaleé reciben inyecciones 6-OHDA (Sigma-
Aldrich AB, Suecia) en el MFB derecho (14 ng de base libre en
ascorbato-solucién salina (0.02%) inyectada a una concentracidn
de 3.5 pg/pl) con objeto de lograr una lesidén completa de 1la
trayectoria nigrostriatal [Uﬁgefstedt and Arbuthnott:

Quantitative recording of rotational behavior in rats after 6-

hidroxi-dopamina lesions of the nigrostriatal dopamine system;

Brain Res 1970 24 485-93]. La inyeccidén se condujo en el
sigulente coordinado: AP: - 4.4 mm; ML: - 1.2 mm y DV: - 7.8 mm
con la barra de diente ajustada a - 2.4 mm ([Carlsson et al:
Serotonin neuron transplants exacerbate L-DOPA-induced

dyskinesias 1in a rat model of Parkinson's disease; J Neurosci
2007 27 8011-22]. La inyeccidén se realizdé con una aguja de
calibre 26 wunida a la Jjeringa Hamilton a una velocidad de
inyeccién de 1 pl/min y la aguja mantenida en el lugar durante

unos 3 min adicionales antes de retirarse lentamente.

Inyecciones del vector rAAV. Los animales en el grupo de
tratamiento de vector reciben una inyeccidén estereotdctica de
vectores rAAV5 de 5 pl en suspensidén de lactato de Ringer. Las
inyecciones se realizaron como un depdsito de 1.5 pl y uno de 1pl

a lo largo de cada uno de los dos tractos de aguja en las

siguientes coordinadas: (1) AP: + 1.0 mm; ML: - 2.6 mm y DV: -
4.5, = 3.5 mm vy (2) AP: 0 mm; ML: - 3.2 mm y DV: - 5.0, - 4.0 mm
con la barra de diente ajustada a - 2.4 mm. La inyeccidn se

realizd usando un vidrio capilar tirado (didmetro exterior 60-80
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um de didmetro) montado en una aguja de calibre 22s unida a la
jeringa Hamiltoﬁ. La velocidad de inyeccidén fue 0.4 pl/min y la
aguja se mantiene en el lugar durante 1 min después del primer
depdésito y 3 min después de que el segundo depdsito se suministrd

y luego antes de retirarse lentamente del parénquima cerebral.

Prﬁebas de comportamiento

Se evalud 1la rotacidn 1inducida por fdrmaco midiéndo las
vueltas corporales completas de derecha e izquierda usando
cuencas de rotometro automdtico (AccuScan Instruments Inc.,
Columbus, Ohio) después de cualquier inyeccidn de sulfato D-
anfetamina (2.5 mg/kg, ip; Apoteksbolaget, Suecia) o apomorfina-
HC1 (0.05 mg/kg, sc; Sigma-Aldrich AB, Suecia) vy monitored
durante 90 y 40 min, respectivamente. Los registros de asimetria
rotacional se expresan como vueltas a 360° puras/min y rotaciones
ipsilaterales (esto es hacia el lado inyectado) se les asignaron

un valor positivo.

Se condujo la prueba de cilindro para evaluar la asimetria
usando extremidad superior esencialmente como se describe por
[Kirik et al: Growth and functional efficacy of intrastriatal
nigral transplants depend on the extent of nigrostriatal

degeneration; J Neurosci 2001 21 2889-96] con modificaciones

menores de [Schallert and Tillerson: Innovative models of c¢ns
disease: from molecule to therapy. Intervention strategies for
degeneration of dopamine neurons 1in parkinsonism: optimising
behavioral assessment of outcome; 1999 131-51]. Las ratas de

colocaron individualmente en un cilindro de vidrio de 20 cm y se
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permitiéron mover libremente mientras se graban con un
videocadmara digital. Dos espejos perpendiculares se colocaron
detrds del cilindro de vidrio que permiten que la superficie
completa del cilindro sea claramente visible en la pantalla. Los
animales se dejaron en el cilindro hasta que se obéervaron al
menos 20 toques en la pared del cilindro. La colocacidén de la
extremidad superior y uso en la pared del cilindro durante esta
tase exploratofia luego se registro fuera de linea usando
andlisis cuadro por cuadro por un observador ciego para la
identidad de grupo de los animales. La pata usada durante 20
contactos con las paredes del cilindro durante la crianza se
registrdé y presentd como toques de pata izquierda como un
porcentaje del numero total de toques. En esta prueba, los

animales normales registraran en promedio 50%.

Prueba por pasos (aquinesia de la extremidad superior). La
acuinesia de ia extremidad superior se evalud por un investigador
ciego para la identidad de grupo de las ratas individuales usando
la prueba por pasos inicialmente descrita por [Schallert et al:
Excessive bracing reactions and their control by atropine y L-
DOPA in an animal analog of Parkinsonism; Exp Neurol 1979 64 33-
43], modificada para una prueba por pasos lateral por [Olsson et
al: Forelimb akinesia in the rat Parkinson model: differential
effects of dopamine agonists and nigral transplants as assessed
by .a new stépping test; J Neurosci 1995 15 3863-75] y utilizada
como se describe previamente [Winkler et al: L-DOPA-induced
dyskinesia in the intrastriatal 6-hidroxidopamine model of

parkinson's disease: relation to motor and cellular parameters of
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nigrostriatal function; Neurobiol Dis 2002 10 165-80].

Brevemente, el investigador firmemente sujeta 1la rata wusando
ambas manos levantando las patas traseras y una pata fuera de la
mesa pero permitiendo que la pata incontrolada contacte la
superficie de la mésa. El animal luego se movidé sobre una
distancia definida de 90 cm a través de la superficie de la mesa
en un paso constante lento sobre 5 s. El investigador registra
los numeros para ajustar 1los pasos laterales en tanto direccidn
hacia atrds como hacia adelante dos veces, y se calculd el
promedio. Los animales se entrenaron por 4 dias durante la
tercera semana después de la lesidén 6-OHDA. E1 registro promedio
de los dias 5-7, cuando los animales han alcanzado un desempefio
de linea base estable, forma la variable dependiente final. Los
datos de este punto de tiempo constituyen el registro de linea
base del pre-tratamiento. De esta manera, el promedio de 1los
ultimos tres dias se usdé como un registro de desempefio de pre-
tratamiento. En las tres siguientes sesiones de prueba, 6, 9 y 12
semanas después de la inyeccidén rAAV, los animales primero se
habituaron a 1la prueba durante uno o dos dias y luego se
evaluaron durante tres dias consecutivos.

Se usd prueba de escalera para evaluar la extremidad
superior experimentada alcanzada vy capacidades de presién al
emplear una versién modificada del disefio de prueba original
descrito por [Montoya et al: The “stailrcase test”: a measure of
independent forelimb reaching and grasping abilities in rats; J

Neurosci Methods 1991 36 219-28] como se describe previamente

[Winkler et al: Intranigral transplants of GABA-rich striatal

tissue induce behavioral recovery in the rat Parkinson model and
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promote the effects obtained by intrastriatal dopaminargic

transplants; Exp Neurol 1999 155 165-86]. Se reemplazaron

peletizados de azucar (TestDiet, Richmond, VA) en etapas de una
escalera dobie divida por una plataforma central amplia (35 mm),
todos encérrados en una caja Plexiglas (285 x 60 x 90 mm). Los
animales se privaron de alimento 48 horas antes de la primera
prueba del dia y se mantuvieron en un consumo alimenticio
restringido (6-8 g/dia) a lo largo del periodo de prueba con
alimento Unicamente administrado después de la sesidn de prueba
diaria. La prueba de escalera se realizd como una sesidn sencilla
21 semanas después de las 1inyecciones rAAV. Los animales se
entrenaron en la prueba de escalera durante 21 dias consecutivos
(15 min/dia) con 10 peletizados de azucar colocados en cada una
de 1la etapé 2-5 en ambos lados (total 40 peletizados/lado) donde
el dié 1 se definidé como el primer dia en qgue las ratas
comenzaron a recuperar los peletizados de azucar. Los datos del
dia 11-15 se usaron como un registro de desempefio estable. En el
dia 16-18 vy 19-21, los peletizados de azUcar unicamente se
colocaron en el anaquel izquierdo y derecho, respectivamente,
desafiando a las ratas con una eleccién forzada. El desemperio de

la extremidad superior experimentada se expresa como el numero de

peletizados comidos (tomados - goteados) en el lado parkinsoniano
(izquierdo). Se definidé la tasa de error como porcentaje goteado
((tomado - comido/ tomado) x 100).

Se realizd la prueba de corredor en 5 semanas después de la
lesidén 6-OHDA MFB, pre inyeccidén AAV (definida como linea base de
la lesién) semana 12 o semana 25 después de las inyecciones BAAV,

como se describe previamente [Dowd et al: The Corridor Task: a
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simple test of lateralised response selection sensitive to
unilateral dopamine deafferentation and graft-derived dopamine

replacement in the striatum; Brain Res Bull 2005 68 24-30] para

estudiar la seleccidn de respuesta.sensorial—motora lateralizada.
Brevemente, las ratas se colocaron en el final de un corredor
(150 cm x 7 cm x 23 cm) con 10 pares adyacentes de tapas,
uniformemente distribuidos a lo largo del piso. Cada tapa se
rellené con 5-10 peletizados de azucar. Se definidé la
recuperacién como cada vez que la rata metid su nariz en una tasa
tnica, 1independientemente de si se comidé cualquiera de los
peletizados. No se registraron nuevas visitas sin intercalar
otras recuperaciones. Cada rata se probd hasta que 20
recuperaciones se hicieron o un tiempo maximo de 5 minutos
transcurrido. Las ratas se restringieron al alimento antes y a lo
largo de la prueba, como se describe arriba en la prueba de
escalera, y se habituaron durante 10 minutos durante 2 dias en el
corredor, con peletizados de azucar aislados a lo largo del piso.
Para reducir el comportamiento exploratorio las ratas se
colocaron en un corredor vacio antes del registro. Las ratas
luego se registraron durante 4 dias y los resultados se presentan
como un promedio de los ultimos 2 dias. Los datos se expresan
como el numero de recuperaciones contralaterales como un

porcentaje de recuperaciones totales hechas.

Analisis biogquimicos
Doce ratas se mataron por decapitacidén, de 1o cual el
cerebro se removidé y cortd en el eje coronal en dos partes usando

un molde de cerebro. El tejido estriatal de cada hemisferio de la
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parte anterior luego se disecd rapidamente Y congeld
individualmente en hielo seco y almacendé a -80°C hasta andlisis
adicional. La parte caudal que contiene las regiones mesencéfalo-
rombencéfalo se fijé después en paraformaldehido al 4% (PFA)
durante 24 horas a 4°C y luego se mantuvo en sacarosa al'25%
durante al menos 24 horas. El tejido de cerebro disecado se
homogenizdé y prepardé usando una versidén modificada de un
protocolo descrito previamente, que permite deteccidn de
monoaminas y BH4 por cromatografia 1liquida de alto desempeno
(HPLC), actividéd TH in vitro y andlisis western blot de la misma
muestra [Romero-Ramos et al: Low selenium diet induces tirosina
hidroxilasa enzyme in nigrostriatal system of the rat; Brain Res

Mol Brain Res 2000 84 7-16]. Brevemente, el tejido se homogenizd

en hielo en solucidn amortigﬁadora Tris~acetato (5 pl/mg, 20 mM,
pH 6.1) usando un desintegrador wultrasénico. Cien pl del
homogeneizado luego se pipeted en cantidad igual de Aacido
percléorico 0.8 mM enfriado con hielo para mediciones HPLC. E1
homogeneizado restante se centrifugd durante 10 min en 17,000 x g
a 4°C. Cuarenta pl del sobrenadante se diluyé ademas en 10 pl de
solucién amortiguadora de Tris-acetato (20 mM, pH 6.1) que
contiene Triton X-100 al 0.6% y almacendé a -20°C para ensayo de

actividad TH in vitro.

Microdidlisis

Se realizd el experimento de microdidlisis (fig. 8) Dbajo
anestesia de 1isoflurano. Una sonda de microdidlisis con una
membrana semi-permeable grande de 3 mm (membrana PES de recorte

35 kD, Microbiotech AB) se insertd en el estriado derecho
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(lesionado y cortado en cubos) en las coordenadas AP: + 0.5 mm;
ML: - 2.9 mm y DV: - 4.25, - 3.5 mm y (2) AP: O mm; ML: - 3.2 mm
y DV: - 5.5 con la barra de diente ajustada a -2.4 mm. La sonda
se enjuagd usando aCSF a una velocidad de flujo de 0.67 ul/min
que carga los circuidos de inyeccidén de un equipo HPLC-EC
directamente conectado que permite el andlisis con una resolucidn

en tiempo de 15 min. DA vy los metabolitos se detectaron vy

cuantificaron como se describe previamente (Ulusoy et al.
Presynaptic dopaminargic compartment determines the
susceptibility to L-DOPA-induced dyskinesia in rats.

ProcNatlAcadSci EUA (2010) wvol. 107 (29) pp. 13159-64). Los datos
se presentan como un promedio de tres mediciones consecutivas
recolectadas después de un minimo de una hora de equilibrio
después del implante de sonda.
Analisis HPLC de monoaminas y BH4

El homoéeneizado de tejido en acido percldrico se incubd en
hielo durante al menos 20 min antes de la centrifugacidén (15 min
en 9,000 x g a 4°C). El sobrenadante se filtrd a través de los
filtros de la placa de filtro Whatman durante 2 min adicionales
en 9,000 x g. A partir de entonces la muestra se diluyd 1:4 en
agua desionizada filtrada Mili-Q y analizé en -80°C Hasta el
andlisis. Los extractos de tejido luego se analizaron HPLC-EC en
tres mediciones separadas para (1) DA y serotonina (5-HT); (2)
DOPA; y (3) BH4. Para cada medicidén, 25 ul de cada muestra se
inyectd por un automuestreador enfriado (Spark Holland Midas) en
un cdetector electrogquimico (ESA Coulochem III) acoplado a una
célula guardia (ESA 5020) y una célula analitica de electrodo de

vidrio de carbono (ESA 5011). Para deteccién DA/5-HT y DOPA una
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columna C18 de fase inversa (3 um ReproSil-pur, 4.6 mm ¢, 150 mm
de longitud, Chrompack) se usd para separacidédn de compuesto,
mientras Ique para deteccidén BH4, esto se reemplazd con otra
columna C18 de fase inversa (5 um ReproSil-pur, 4.6 mm @, 250 mm
de longitud, Chrompack) precedida por una columna C8 (5 um de
ReproSil 80, 4.6 mm ¢, 33 mm de longitud, Chrompack).

La fase mévil para deteccidédn DA/5-HT contiene acetato de
sodio 60 mM, Na,-EDTA 90 upM, acido l-octansulfénico 460 pM en
metanol al 9%, donde el pH se ajustd hasta 4.2. Para deteccidn
DOPA que contiene NaH,PO, 100 mM ajustada hasta pH 3.0 con Hi3POy,
90 uM Na,-EDTA, sulfato octil de sodio 1 mM en metanocl al 10%. La
fase mévil usada para deteccidén BH4, por otro lado, se modificd
de un protocolo de deteccidén EC BH4 previamente descrito [Howells
y Hyland: Direct analysis of tetrahydrobiopterin in cerebrospinal
fluid by high-performance liquid chromatography with redox

electrochemistry: prevention of autoxidation during storage vy

analysis; Clin Chim Acta 1987 167 23-30] y compuesto de acetato
de sodio 50 mM, &cido citrico 5 mM, EDTA 48 uM, DTE 160 uM en
metanol al 5%, pH 5.2. Las fase'méviles se suministraron a una
velocidad de flujo de 500 pl/min para catecolaminas y 1 ml/min
para BH4. Se condujo 1la cuantificacidén e identificacidédn pico
usando el paquete 'de software Clarity Chromatographic (DataBApex,

Prague, Republica Checa).

Analisis histoldgico
Ocho de 1los animales se anestesiaron profundamente por
sobredosis de pentobarbital de sodio (Apoteksbolaget, Suecia) vy

perfusionaron transcardinalmente con solucién salina fisioldgica
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50 ml seguido por 250 ml de PFA al 4%, enfriado con hielo,
preparado frescamente en solucién amortiguadora de fosfato 0.1 M
ajustada hasta pH=7.4. Los cerebros se removieron Yy fijaron
después durante 2 horas en la misma solucidén antes de
crioproteccidén en sacarosa al 25% durante 24-48 horas antes del
secclonamiento. Los cerebros fijados vy las regiones del
mesencéfalo fijadas después se cortaron en 40 pm de secciones
coronales en un micrdétomo congelado semi-automatico (Microm HM
450) y recolectaron en 6 sefies y almacenaron en solucién anti-

congelada (solucidén amortiguadora de fosfato de sodio 0.5V,

o
o\

glicerol al 30 y etilenglicol al 30%) a -20°C hasta
procesamiento adicional. Se realizdé inmunohistoquimica usando
anticuerpos elevados contra TH (IgG de conejo 1:10,000 Pel-Freez,
Rogers, AR), y GCH1 (IgG de conejo hecho a la medida, 1:5,000).
La tincidn se visualizd usando anticuerpos secundarios
biotinilados (BA1000 anti-conejo de cabra, Vector Laboratories,
Burlingamé, CA) seguido por una incubacidén de 1 hora con solucidn
de peroxidasa de avidina-biotina (ABC Elite, Vector Laboratories)

desarrollada por 3,3’ -diaminobenzidina en solucidén de color H,0,

al 0.01%.

Ejemplo 2: Calculos de dosificacién

Los hallazgos en los estudios de roedores que utilizan el
suministro DOPA mediado por AAV de vector sencillo en el modelo
de rata de Qeﬁervacién de dopamina completa no ha permitido
determinar precisamente el intervalo de dosis requerido para
recuperacién funcional. A través de la evaluacidn cuidadosa,

hemos encontrado que una dosis de 9.1E8 gc GCH1-TH (definida como
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0.7%, Tabla 1A) resulta en una recuperacidn importante en 2 de 10
animales en la prueba de corredor. La siguiente dosis 4.6ES9 gc
GCH1-TH (3.4%) resulta en recuperacion en 8 de 10 animales
mientras que las dos dosis més altas probadas, 1.3E10 gc GCH1-TH
(9.8%) y 1.3E11 gc GCH1-TH (100%) permiten recuperacidén total en
10 de 10 animales en esta prueba. La dosis al 100% sin embargo
resulta en una recuperacidén mas rapida, completa vya en tres
semanas después de la cirugia.

Para los calculos en equivalentes de dosificacidén en
primates no huﬁanos y humanos, se calculdé un factor de escala
para la regidn putaminal basado en los datos de literatura en MR
y evaluacidn histoldgica (Tabla 1B). Estos datos proporcionan un
factor de escala entre roedores y humanos de 1:60. Esta figura
permite el calculo de dosis total equivalente entre especies
(Tabla 1C) y también confirma que tales dosis son realistas con
base en las titulaciones de produccidén virica actualmente
alcanzables. Basadas en una titulacidén de produccidén asumida de
3E13 gc/ml, la dosis inyectada por putamen humano caerd entre
1.82 ul y 260 pl (Tabla 1D).

Para definiciones que se ajustan a las diferencias de los
pacientes individuales en volumen putaminal y peso corporal, la
dosis se volvié a definir como gc/cm® de materia gris putaminal o
kg de peso corporal (Tabla 1E). Ademds de los equivalentes para
ng de AﬁN de hebra sencilla (ssDNA) de la preparacién del vector
se generd basado en el peso molecular del genoma del vector (1.4

g/umol) .
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Tabla 1, Definicién de intervalo de dosis terapéutica

Tabla 1A, Definicidén de dosis

Dosis Titulaciones por lote del

vector [gc/ml]

0.7% 1.8E+11
’ 3.4% 9.2E+11
9.8% 2.6E+12
100% 2.6E+13
Tabla 1B, Factor de escala de volumen putaminal entre especies
10 Especies Volumen de Factor de
putamen [cmﬁ escala
Rata 0.06 (1) 1
Macaco 0.54 (2) 9
cynomolgus
Macaco Rhesus 0.81 (2) 13.5
Humano 3.6 (2) 60
15
Table 1C, Cdlculo de dosis total
Especies Dosis Dosis Dosis Dosis
total total total total
[gc@0.7%] [gc@3.4%] [gcl9.8%] [gc@l00%]
20 Rata 9.1E+08 4.6E+09 1.3E+10 1.3E+11
Macaco 8.2E+09 4.1E+10 1.2E+11 1.2E+12
cynomolgus
Macaco Rhesus 1.2E+10 6.2E+10 1.8E+11 1.8E+12
Humano 5.5E+10 2.8E+11 7.8E+11 7.8E+12
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Tabla 1D, Calculo de volumen requerido

Vol req.* Vol req.* Vol req.* Vol req.*
[p1R0.7%] [pl@3.4%] [unle9.8%] [pl@100%]

Rata 0.03 0.15 0.43 4.3
Macaco 0.273 1.38 3.9 39
Cynomolgus

Macaco Rhesus 0.41 2.1 5.85 " 58.5
Humano 1.82 9.2 26 260

*Calculado de una titulacidén de produccidén asumida de 3E13 gc/ml

Tabla 1E, Cdlculo de cdlculos de dosis especifica para terapia

humana

Nivel Dosis Dosis Dosis Dosis

de lgc/cm® de [gc/kg de peso [pg ssADN/an® de [pg ssADN /kg de
dosis sustancia gris] corporal] sustancia gris] peso corporal]
0.7% 1.5E+10 1.5E+09 0.04 0.004

3.4% 7.7E+10 7.5E+09 0.2 0.02

9.8% 2.2E+11 2.1E+10 0.5 0.05

100% 2.2E+12 2.1E+11 5.2 0.50

Peso promedio del paciente 74 kg calculado de las referencias (3,
4, 5)
El peso molecular del genoma de vector virico calculado para 1.4

g/pmol

Las siguientes referencias se han dependientes cuando se
determina la dosis de la presente invencién.

(1) Chakos et al. Striatal enlargement in rats chronically
treated with neuroleptic. Biol Psychiatry‘(1998) vol. 44 (8) pp.
675-84.

(2) Yin et al. Striatal volume differences between non-human
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and human primates. J Neurosci Métodos (2009) vol. 176 (2) pp.
200-5.

(3) Beyer et al. Weight change and body composition in
patients with Parkinson's disease. J Am Diet Assoc (1995) vol. 95
(9) pp. 979-83.

(4) Uc et al. Predictors of weight loss in Parkinson's
disease. MovDisord (2006) vol. 21 (7) pp. 930-6.

(5) Delikanaki-Skaribas et al. Daily energy expenditure,
physical activity, and weight loss 1in Parkinson's disease
patients. MovDisord (2009) wvol. 24 (5) pp. 667-71

Todos los procedimientos experimentales realizados y
presentados en la presente se han aprobado por el Comité EKEtico
para uso de Animales de Laboratorio en la regidén Lund-Malmo.

Numeros de permisos éticos: M59-06 y M267-08.

Ejemplo 3: Secuencias incluidas en la invencién

SEQ ID NO 1: GTP ciclohidrolasa 1 (humano)

SEC ID NO 2: Isoforma GCH-2 de GTP ciclohidrolasa 1 (humano)
SEQ ID NO 3: Isoforma GCH-3 de GTP ciclohidrolasa 1 (humano)
SEQ ID NO 4: Isoforma GCH-4 de GTP ciclohidrolasa 1 (humano)
SEQ ID NO 5: GTP ciclohidrolasa 1 (rata) '

SEQ ID NO 6: GTP ciclohidrolasa 1 (ratdn)

SEQ ID NO 7: Tirosina 3-hidroxilasa (humano)

SEQ ID NO 8: Tirosina 3-monooxigenasa (humano)

SEQ ID NO 9: Tirosina hidroxilasa (humano)

SEQ ID NO 10: Tirosina hidroxilasa (humano)

SEQ ID NO 11: Tirosina 3-monooxigenasa (humano)

SEQ ID NO 12: Tirosina 3-monooxigenasa (humano)
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SEQ ID NO 13: Tirosina 3-hidroxilasa (rata)
SEQ ID NO 14: Tirosina 3-hidroxilasa (ratdn)
SEQ ID NO 15: Secuencia de terminal izquierda del wvirus 2
asociado con adeno
SEQ ID NO 16: secuencia de terminal derecha del virus 2 asociado
con adeno
SEQ ID NO 17: Secuencia promotora de Homo sapiliens sinapsina 1
(SYN1)
SEQ ID NO 18: Homo sapiens GTP ciclohidrolasa 1 (GCH1l), wvariante
de transcripto 1
SEQ ID NO 19: secuencia de poli-adenilacién temprana del virus de
simio 40
SEQ ID NO 20: secuencia de poli-adenilacidén tardia del virus de
simio 40
SEQ ID NO 21: Homo sapiens tirosina hidroxilasa (TH), variante
del transcripto 2
SEQ ID NO 22 secuencia de elemento regulador post-

transcripcional del virus de hepatitis B Woodchuck (WHVS)

SEQ ID NO 1: GTP ciclohidrolasa 1 (humano)

>sp|P30793|GCH]I HUMANO GTP ciclohidrolasa 1 OS=Homo sapiens
GN=GCH1 PE=1 SV=1

EC=3.5.4.16

Nombres alternativos:

GTP ciclohidrolasa I

Nombres cortos=GTP-CH-I o GCH-1 o GCH1l o GCH 1

Organismo: Homo sapiens (humano)

http://www.uniprot.org/uniprot/P30793
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MEKGPVRAPAEKPRGARCSNGFPERDPPRPGPSRPAEKPPRPEAKSAQPADGWKGERPRS
EEDNELNLPNLAAAYSSILSSLGENPQROGLLKT PWRAASAMQFEFTKGYQETISDVLNDA
IFDEDHDEMVIVKDIDMESMCEHHLVPEVGKVHIGYLPNKQVLGLSKLARIVEIYSRRLQ
VOERLTKQIAVAITEALRPAGVGVVVEATHMCMVMRGVQKMNSKTVTSTMLGVEREDPKT

REEFLTLIRS

SEQ ID NO 2: GTP ciclohidrolasa 1 Isoforma GCH-2 (humano)
>sp|P30793-2|GCH]1 HUMANO Isoforma GCH-2 de GTP ciclohidrolasa 1

OS=Homo sapiens GN=GCH1

MEKGPVRAPAEKPRGARCSNGEFPERDPPRPGPSRPAEKPPRPEAKSAQPADGWKGERPRSEEDNE
LNLPNLAAAYSSILSSLGENPQROGLLKTPWRAASAMQFFTKGYQETISDVLNDAIFDEDHDEMV
IVKDIDMEFSMCEHHLVPFVGKVHIGYLPNKQVLGLSKLARIVEIYSRRLOQVQERLTKQIAVAITE

ALRPAGVGVVVEATSAEP

SEQ ID NO 3: GTP ciclohidrolasa 1 Isoforma GCH-3 (humano)
>sp|P30793-3|GCH]1_HUMANO Isoforma GCH-3 de GTP ciclohidrolasa 1

OS=Homo sapiens GN=GCH1

MEKGPVRAPAEKPRGARCSNGFPERDPPRPGPSRPAEKPPRPEAKSAQPADGWKGERPRSEEDNE
LNLPNLAAAYSSILSSLGENPQRQGLLKTPWRAASAMQFFTKGYQETISDVLNDAIFDEDHDEMV
IVKDIDMEFSMCEHHLVPEVGKVHIGYLPNKQVLGLSKLARIVEIYSRRLOQVQERLTKQIAVAITE

ALRPAGVGVVVEAT

SEQ ID NO 4: GTP ciclohidrolasa 1 Isoforma GCH-4 (humano)

>sp|P30793-4|GCH1 HUMANO Isoforma GCH-4 de GTP ciclohidrolasa 1
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OS=Homo sapiens GN=GCH1
MEKGPVRAPAEKPRGARCSNGFPERDPPRPGPSRPAEKPPRPEAKSAQPADGWKGERPRS
EEDNELNLPNLAAAYSSILSSLGENPQRQGLLKTPWRAASAMOQFFTKGYQETISDVLNDA
IFDEDHDEMVIVKDIDMEFSMCEHHLVPFVGKVHIGYLPNKQVLGLSKLARIVEIYSRRLQ

VOQERLTKQIAVAITEALRPAGVGVVVEATKSNKYNKGLSPLLSSCHLFVAILK

SEQ ID NO 5: GTP ciclohidrolasa 1 (rata)

>sp|P22288|GCH1 RATA GTP ciclohidrolasa 1 OS=Rattus norvegicus
GN=Gchl PE=1 SvV=1
MEKPRGVRCTNGFPERELPRPGASRPAEKSRPPEAKGAQPADAWKAGRPRSEEDNELNLP
NLAAAYSSILRSLGEDPQRQGLLKTPWRAATAMQFFTKGYQETISDVLNDAIFDEDHDEM
VIVKDIDMFSMCEHHLVPFVGRVHIGYLPNKQVLGLSKLARIVEIYSRRLQVQERLTKQI
AVAITEALQPAGVGVVIEATHMCMVMRGVQKMNSKTVTSTMLGVFREDPKTREEFLTLIR

S

SEQ ID NO 6: GTP ciclohidrolasa 1 (ratédn)

>splQ05915|GCH1 RATON GTP ciclohidrolasa 1 0S=Mus musculus
GN=Gchl PE=2 sv=1
MEKPRGVRCTNGFSERELPRPGASPPAEKSRPPEAKGAQPADAWKAGRHRSEEENQVNLP
KLAAAYSSILLSLGEDPQROQGLLKTPWRAATAMQYFTKGYQETISDVLNDAIFDEDHDEM
VIVKDIDMEFSMCEHHLVPFVGRVHIGYLPNKQVLGLSKLARIVEIYSRRLOVQERLTKQI
AVAITEALQPAGVGVVIEATHMCMVMRGVQKMNSKTVTSTMLGVFREDPKTREEFLTLIR

S

SEQ ID NO 7: Tirosina 3-hidroxilasa (humano)

EC=1.14.16.2

Nombres alternativos: Tirosina 3-monooxigenasa o Tirosina 3-
hidroxilasa o Tirosina hidroxilasa

Nombre corto =TH

Organismo: Homo sapiens (humano)
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MPTPDATTPQAKGFRRAVSELDAKQAEAIMSPRFIGRRQSLIEDARKEREAAVAAAAAAVPSEPG
DPLEAVAFEEKEGKAVLNLLEFSPRATKPSALSRAVKVFETFEAKIHHLETRPAQRPRAGGPHLEY
FVRLEVRRGDLAALLSGVRQVSEDVRSPAGPKVPWFPRKVSELDKCHHLVTKEDPDLDLDHPGES
DOVYRORRKLIAEIAFQYRHGDPIPRVEYTAEEIATWKEVYTTLKGLYATHACGEHLEAFALLER
FSGYREDNIPQLEDVSREFLKERTGFQLRPVAGLLSARDFLASLAFRVEFQCTQYIRHASSPMHSPE
PDCCHELLGHVPMLADRTFAQFSQDIGLASLGASDEEIEKLSTLYWETVEFGLCKONGEVKAYGA
GLLSSYGELLHCLSEEPEIRAFDPEAAAVQPYQDQTYQSVYFVSESEFSDAKDKLRSYASRIQRPF

SVKFDPYTLAIDVLDSPQAVRRSLEGVQDELDTLAHALSAT

SEQ ID NO 8: Tirosina 3-monooxigenasa (humano)
>sp|PO7101|TY3H HUMANO Tirosina 3-monooxigenasa OS=Homo sapiens
GN=TH PE=1 SV=5
MPTPDATTPQAKGFRRAVSELDAKQAEAIMVRGQGAPGPSLTGSPWPGTAAPAASYTPTP
RSPRFIGRRQSLIEDARKEREAAVAAAAAAVPSEPGDPLEAVAFEEKEGKAVLNLLFSPR
ATKPSALSRAVKVFETFEAKIHHLETRPAQRPRAGGPHLEYFVRLEVRRGDLAALLSGVR
QVSEDVRSPAGPKVPWEFPRKVSELDKCHHLVTKFDPDLDLDHPGFSDOQVYRQRRKLIAET
AFQYRHGDPIPRVEYTAEEIATWKEVYTTLKGLYATHACGEHLEAFALLERFSGYREDNI
POQLEDVSREFLKERTGFQLRPVAGLLSARDFLASLAFRVFQCTQYIRHASSPMHSPEPDCC
HELLGHVPMLADRTFAQEFSQODIGLASLGASDEEIEKLSTLYWFTVEFGLCKQONGEVKAYG
AGLLSSYGELLHCLSEEPEIRAFDPEAAAVQPYQODQOTYQSVYFVSESFSDAKDKLRSYAS

RIQRPFSVKFDPYTLAIDVLDSPQAVRRSLEGVQDELDTLAHALSAIG

SEQ ID NO 9: Tirosina hidroxilasa (humano)
>tr|Q2M3B4|Q2M3B4 HUMANO Tirosina hidroxilasa OS=Homo sapiens

GN=TH PE=2 SV=1

MPTPDATTPQAKGFRRAVSELDAKQAEAIMSPRFIGRRQSLIEDARKEREAAVAAAAAAV
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PSEPGDPLEAVAFEEKEGKAMLNLLFSPRATKPSALSRAVKVFETFEAKIHHLETRPAQR
PRAGGPHLEYFVRLEVRRGDLAALLSGVRQVSEDVRSPAGPKVPWEFPRKVSELDKCHHLV
TKFDPDLDLDHPGFSDQVYRQRRKLIAEIAFQYRHGDPIPRVEYTAEETATWKEVYTTLK
GLYATHACGEHLEAFALLERFSGYREDNIPQLEDVSRFLKERTGFQLRPVAGLLSARDFEL
ASLAFRVFQCTQYIRHASSPMHSPEPDCCHELLGHVPMLADRTFAQEFSQDIGLASLGASD
EETEKLSTLYWFTVEFGLCKONGEVKAYGAGLLSSYGELLHCLSEEPEIRAFDPEAAAVQ
PYQODQTYQSVYEVSESFSDAKDKLRSYASRIQRPEFSVKEDPYTLAIDVLDSPOAVRRSLE

GVODELDTLAHALSAIG

SEQ ID NO 10: Tirosina hidroxilasa (humano)
>tr|B7ZL73|B7Z2L73 HUMANO TH proteina OS=Homo sapiens GN=TH

Sv=1

MPTPDATTPQAKGFRRAVSELDAKQAEAIMVRGOSPRFIGRROSLIEDARKEREAAVAAA
AAAVPSEPGDPLEAVAFEEKEGKAMLNLLESPRATKPSALSRAVKVFETFEAKIHHLETR
PAQRPRAGGPHLEYFVRLEVRRGDLAALLSGVRQVSEDVRSPAGPKVPWFPRKVSELDKC
HHLVTKFDPDLDLDHPGESDQVYRQRRKLIAEIAFQYRHGDPIPRVEYTAEETATWKEVY
TTLKGLYATHACGEHLEAFALLERFSGYREDNIPQLEDVSRFLKERTGFQLRPVAGLLSA
RDFLASLAFRVEQCTQYIRHASSPMHSPEPDCCHELLGHVPMLADHTFAQFSQDIGLASL
GASDEEIEKLSTLYWFTVEFGLCKONGEVKAYGAGLLSSYGELLHCLSEEPEIRAFDPEA
AAVQPYQDQTYQSVYFVSESFSDAKDKLRSYASRIQRPFSVKFDPYTLAIDVLDSPQAVR

RSLEGVQDELDTLAHALSAIG

SEQ ID NO 11: Tirosina 3-monooxigenasa (humano)

PE

>sp|PO7101|TY3H HUMANO Tirosina 3-monooxigenasa OS=Homo sapiens

GN=TH PE=1 5V=5

MPTPDATTPQAKGFRRAVSELDAKQAEATMVRGQGAPGPSLTGSPWPGTAAPAASYTPTP

RSPREFIGRROSLIEDARKEREAAVAAAAAAVPSEPGDPLEAVAFEEKEGKAVLNLLFEFSPR
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ATKPSALSRAVKVFETFEAKIHHLETRPAQRPRAGGPHLEYFVRLEVRRGDLAALLSGVR
QVSEDVRSPAGPKVPWFPRKVSELDKCHHLVTKFDPDLDLDHPGEFSDQVYRQRRKLIAET
AFQYRHGDPIPRVEYTAEETATWKEVYTTLKGLYATHACGEHLEAFALLERFSGYREDNI
POLEDVSRFLKERTGFQLRPVAGLLSARDFLASLAFRVEQCTQYIRHASSPMHSPEPDCC
HELLGHVPMLADRTFAQEFSQDIGLASLGASDEEIEKLSTLYWETVEFGLCKONGEVKAYG
AGLLSSYGELLHCLSEEPEIRAFDPEAAAVQPYQDQTYQSVYEFVSESEFSDAKDKLRSYAS

RIQRPEFSVKFDPYTLAIDVLDSPQAVRRSLEGVQDELDTLAHALSAIG

SEQ ID NO 12: Tirosina 3-monooxigenasa (humano)

>sp|P07101|TY3H HUMANO Tirosina 3-monooxigenasa OS=Homo sapiens

GN=TH PE=1 SV=5

MPTPDATTPQAKGFRRAVSELDAKQAEAIMVRGOGAPGPSLTGSPWPGTAAPAASYTPTP
RSPRFIGRRQSLIEDARKEREAAVAAAAAAVPSEPGDPLEAVAFEEKEGKAVLNLLESPR
ATKPSALSRAVRVEFETFEAKIHHLETRPAQRPRAGGPHLEYFVRLEVRRGDLAALLSGVR
QVSEDVRSPAGPKVPWEPRKVSELDKCHHLVTKEFDPDLDLDHPGESDQVYRQRRKLIAET
AFQYRHGDPIPRVEYTAEEIATWKEVYTTLKGLYATHACGEHLEAFALLERFSGYREDNI
POLEDVSRFLKERTGFQLRPVAGLLSARDEFLASLAFRVEQCTQYIRHASSPMHSPEPDCC
HELLGHVPMLADRTFAQFSQDIGLASLGASDEEIEKLSTLYWFTVEFGLCKONGEVKAYG
AGLLSSYGELLHCLSEEPEIRAFDPEAAAVQPYQODQOTYQSVYEFVSESFSDAKDKLRSYAS

RIQRPEFSVKEDPYTLAIDVLDSPQAVRRSLEGVQDELDTLAHALSAIG

SEQ ID NO 13: Tirosina 3-hidroxilasa (rata)

>sp|P04177|TY3H RATA Tirosina 3-monooxigenasa OS=Rattus

norvegicus GN=Th PE=1 SV=3
MPTPSAPSPQPKGFRRAVSEQDAKQAEAVTSPRFIGRRQSLIEDARKEREAAARAARARAAV
ASSEPGNPLEAVVFEERDGNAVLNLLFSLRGTKPSSLSRAVKVFETFEAKIHHLETRPAQ

RPLAGSPHLEYFVRFEVPSGDLAALLSSVRRVSDDVRSAREDKVPWEFPRKVSELDKCHHL
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VTKEDPDLDLDHPGEFSDQVYROQRRKLIAETAFQYKHGEPIPHVEYTAEEIATWKEVYVTL
KGLYATHACREHLEGFQLLERYCGYREDSIPOLEDVSRFLKERTGFQLRPVAGLLSARDF
LASTLAFRVFQCTQYTIRHASSPMHSPEPDCCHELLGHVPMLADRTFAQFSQDIGLASLGAS
DEEIEKLSTVYWETVEFGLCKONGELKAYGAGLLSSYGELLHSLSEEPEVRAFDPDTAAV
QPYQODQTYQPVYEVSESENDAKDKLRNYASRIQRPESVKEDPYTLAIDVLDSPHTIQRSL

EGVQDELHTLAHALSAIS

SEQ ID NO 14: Tirosina 3-hidroxilasa (ratdn)
>sp|P24529|TY3H RATON Tirosina 3-monooxigenasa O0S=Mus musculus
GN=Th PE=1 SV=3
MPTPSASSPOQPKGFRRAVSEQDTKQAEAVTSPRFIGRROSLIEDARKEREAAAAAAAAAV
ASAEPGNPLEAVVFEERDGNAVLNLLFSLRGTKPSSLSRALKVFETFEAKIHHLETRPAQ
RPLAGSPHLEYFVRFEVPSGDLAALLSSVRRVSDDVRSAREDKVPWFPRKVSELDKCHHL
VTKFDPDLDLDHPGESDQAYRQRRKLIAETIAFQYKQGEPIPHVEYTKEETIATWKEVYATL
KGLYATHACREHLEAFQLLERYCGYREDSIPQLEDVSHFLKERTGFQLRPVAGLLSARDFE
LASLAFRVFQCTQYIRHASSPMHSPEPDCCHELLGHVPMLADRTFAQFSQDIGLASLGAS
DEEIEKLSTVYWFTVEFGLCKONGELKAYGAGLLSSYGELLHSLSEEPEVRAFDPDTAAV
QPYQODQOTYQPVYFVSESFSDAKDKLRNYASRIQRPFSVKFDPYTLAIDVLDSPHTIRRSL

EGVQDELHTLTQALSAIS

SEQ ID NO 15: Secuencia de terminal izquierda del virus 2
asociado con adeno

ttggccactccectetetgegegetegetegetcactgaggeccgggegaccaaaggtcgeccgacy
cccgggcectttgeccgggeggectcagtgagcgagecgagecgecgcagagagggagtggecaactcecea

tcactaggggttcct

SEQ ID NO 16: Secuencia de terminal derecha del wvirus 2 asociado

con adeno

o
Lo )
e |
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aggaacccctagtgatggagttggccactceccecctctectgecgegetegctecgectcactgaggecgec
cgggcaaagcccgggegtegggcegacctttggtegeccggectcagtgagecgagcgagegegecag

agagggagtggccaa

SEQ ID NO 17: Secuencia promotora de Homo sapiens sinapsina 1
(SYN1)

CTAGACTCTAGCTGCAGAGGGACCTGCGTATGAGTGCAAGTGGGTTTTAGGACCAGGATGAGGCG
GGGTGGGGGTGCCTACCTGACGACCGACCCCGACCCACTGGACAAGCACCCAACCCCCATTCCCCC
AAATTGCGCATCCCCTATCAGAGAGGGGGAGGGGAAACAGGATGCGGCGAGGCGCGTGCGCACTG
CCAGCTTCAGCACCGCGGACAGTGCCTTCGCCCCCGCCTGGCGGCGCGCGCCACCGCCGCCTCAG
CACTGAAGGCGCGCTGACGTCACTCGCCGGTCCCCCGCAAACTCCCCTTCCCGGCCACCTTGGTC
GCGTCCGCGCCGCCGCCGGCCCAGCCGGACCGCACCACGCGAGGCGCGAGATAGGGGGGCACGEEG
CGCGACCATCTGCGCTGCGGCGCCGGCGACTCAGCGCTGCCTCAGTCTGCGGTGGGCAGCGGAGG

AGTCGTGTCGTGCCTGAGAGCGCAGTCGA

SEQ ID NO 18: Homo sapiens GTP ciclohidrolasa 1 (GCHl), variante
de transcripto 1

ATGGAGAAGGGCCCTGTGCGGGCACCGGCGGAGAAGCCGCGGGGCGCCAGGTGCAGCAATGGGTT
CCCCGAGCGGGATCCGCCGCGGCCCGGGCCCAGCAGGCCGGCGGAGAAGCCCCCGCGGCCCGAGG
CCAAGAGCGCGCAGCCCGCGGACGGCTGGAAGGGCGAGCGGCCCCGCAGCGAGGAGGATAACGAG
CTGAACCTCCCTAACCTGGCAGCCGCCTACTCGTCCATCCTGAGCTCGCTGGGCGAGAACCCCCA
GCGGCAAGGGCTGCTCAAGACGCCCTGGAGGGCGGCCTCGGCCATGCAGTTCTTCACCAAGGGCT
ACCAGGAGACCATCTCAGATGTCCTAAACGATGCTATATTTGATGAAGATCATGATGAGATGGTG
ATTGTGAAGGACATAGACATGTTTTCCATGTGTGAGCATCACTTGGTTCCATTTGTTGGAAAGGT
CCATATTGGTTATCTTCCTAACAAGCAAGTCCTTGGCCTCAGCAAACTTGCGAGGATTGTAGAAA
TCTATAGTAGAAGACTACAAGTTCAGGAGCGCCTTACAAAACAAATTGCTGTAGCAATCACGGAA
GCCTTGCGGCCTGCTGGAGTCGGGGTAGTGGTTGAAGCAACACACATGTGTATGGTAATGCGAGG

TGTACAGAAAATGAACAGCAAAACTGTGACCAGCACAATGTTGGGTGTGTTCCGGGAGGATCCAA
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AGACTCGGGAAGAGTTCCTGACTCTCATTAGGA

SEQ ID NO 19: Secuencia de poli-adenilacién temprana del virus de
simio 40

TTCGAGCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCA
CAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAT

CATGTCTGGATCGTCTAGCATCGAA

SEQ ID NO 20: Secuencia de poli-adenilacién posterior del virus
de simio 40

CAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGC
TTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGT

TAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTT

SEQ ID NO 21: Homo sapiens tirosina hidroxilasa (TH), variante de
transcripto 2

ATGCCCACCCCCGACGCCACCACGCCACAGGCCAAGGGCTTCCGCAGGGCCGTGTCTGAGCTGGA
CGCCAAGCAGGCAGAGGCCATCATGTCCCCGCGGTTCATTGGGCGCAGGCAGAGCCTCATCGAGG
ACGCCCGCAAGGAGCGGGAGGCGGCGGTGGCAGCAGCGGCCGCTGCAGTCCCCTCGGAGCCCGGE
GACCCCCTGGAGGCTGTGGCCTTTGAGGAGAAGGAGGGGARGGCCGTGCTARACCTGCTCTTCTC
CCCGAGGGCCACCAAGCCCTCGGCGCTGTCCCGAGCTGTGAAGGTGTTTGAGACGTTTGAAGCCA
AAATCCACCATCTAGAGACCCGGCCCGCCCAGAGGCCGCGAGCTGGGGGCCCCCACCTGGAGTAC
TTCGTGCGCCTCGAGGTGCGCCGAGGGGACCTGGCCGCCCTGCTCAGTGGTGTGCGCCAGGTGTC
AGAGGACGTGCGCAGCCCCGCGGGGCCCAAGGTCCCCTGGTTCCCAAGAARAAGTGTCAGAGCTGG
ACAAGTGTCATCACCTGGTCACCAAGTTCGACCCTGACCTGGACTTGGACCACCCGGGCTTCTCG
GACCAGGTGTACCGCCAGCGCAGGAAGCTGATTGCTGAGATCGCCTTCCAGTACAGGCACGGCGA
CCCGATTCCCCGTGTGGAGTACACCGCCGAGGAGAT TGCCACCTGGAAGGAGGTCTACACCACGC

TGAAGGGCCTCTACGCCACGCACGCCTGCGGGGAGCACCTGGAGGCCTTTGCTTTGCTGGAGCGC
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TTCAGCGGCTACCGGGAAGACAATATCCCCCAGCTGGAGGACGTCTCCCGCTTCCTGAAGGAGCG
CACGGGCTTCCAGCTGCGGCCTGTGGCCGGCCTGCTGTCCGCCCGGGACTTCCTGGCCAGCCTGG
CCTTCCGCGTGTTCCAGTGCACCCAGTATATCCGCCACGCGTCCTCGCCCATGCACTCCCCTGAG
CCGGACTGCTGCCACGAGCTGCTGGGGCACGTGCCCATGCTGGCCGACCGCACCTTCGCGCAGTT
CTCGCAGGACATTGGCCTGGCGTCCCTGGGGGCCTCGGATGAGGARAATTGAGAAGCTGTCCACGC
TGTACTGGTTCACGGTGGAGTTCGGGCTGTGTAAGCAGAACGGGGAGGTGAAGGCCTATGGTGCC
GGGCTGCTGTCCTCCTACGGGGAGCTCCTGCACTGCCTGTCTGAGGAGCCTGAGATTCGGGCCTT
CGACCCTGAGGCTGCGGCCGTGCAGCCCTACCAAGACCAGACGTACCAGTCAGTCTACTTCGTGT
CTGAGAGCTTCAGTGACGCCAAGGACAAGCTCAGGAGCTATGCCTCACGCATCCAGCGCCCCTTC
TCCGTGAAGTTCGACCCGTACACGCTGGCCATCGACGTGCTGGACAGCCCCCAGGCCGTGCGGCG

CTCCCTGGAGGGTGTCCAGGATGAGCTGGACACCCTTGCCCATGCGCTGAGTGCCATTGG

SEQ ID NO 22: Secuencia de elemento regulador post-
transcripcional del virus de hepatitis B Woodchuck (WHVS)

CGTCGACAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGGTATTCTTAACTATGTTG
CTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCTATTGCTTCCCGTATG
GCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCCCGT
TGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGGGGCATTG
CCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAACTC
ATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGT
GTTGTCGGGGAAGCTGACGTCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCG
GGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTG
CCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGC

CGCCTCCCCGCCTGGAATTCGAGCT
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencidén, se considera como

novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad lo contenido en

las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un sistema de expresidén de un vector caracterizado porque
comprende

a) un primer y un segundo casete de expresidn, el primer
casete de expresidn comprende una secuencia de nucledétido que
comprende una primera secuencia promotora operablemente ligada a
una primera secuencia de nucledtidos, la primera secuencia de
nucledtidos codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1l) o
un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde el segundo casete de expresidédn comprende una secuencia de
nucledétido gque comprende una segunda secuencia promotora
operablemente ligada a una segunda secuencia de nucledétido que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o wvariante del mismo, con la
condicién de que el vector no comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido aromdtico de aminoacido
descarboxilasa (RADC), o

b) un primer y un segundo casete de expresidén, el primer
casete de expresidén que comprende una secuencia de nucledtidos
que comprende una primera secuencia promotora operablemente
ligada a wuna primera secuencia de nucledétidos, la primera
secuencia de nucledtidos codifica un polipéptido GTP-

ciclohidrolasa 1 (GCHl) o un fragmento bioldgicamente activo o
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variante del mismo, y en donde el segundo casete de expresidn
comprende una secuencia de nucledtido que comprende una segunda
secuencia promotora operablemente ligada a una segunda secuencia
de nucledtido que codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa
(TH) o un fragménto biolbégicamente activo o variante del mismo,
en donde el vector es un vector asociado a adeno (AAV), ©

c) un casete de expresidén que comprende un promotor, una
primera secuencia de nucledtidos, una secuencia de nucledtidos
que inicia la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES) y una segunda secuencia de nucledtidos, en donde
el promotor se liga operablemente a la primera secuencia de
nucledtido, y en donde la secuencia de nucledtidos que inicia la
traduccién liga la primera vy la segunda secuencias de
nucledtidos, en donde 1la primera secuencia de nucledbtidos
codifica un ©polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) © un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en donde
la segunda secuencia de nucledtidos <codifica un‘polipéptido de
tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo, o

d) un casete de expresiédn que comprende una primera
secuencia de nucledtidos, una secuencia de nucledtidos que inicia
la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma interno
(IRES) vy wuna segunda secuencia de nucledétido en donde la
secuencia de nucledétidos que inicia la traduccidén liga la primera
y la segunda secuencias de nucledétidos, y en donde la secuencia
comprende la primera secuencia de nuclebdtidos ligada a 1la
secuencia de nucledétidos que inicia la traduccidén ligada a la

segunda secuencia de nucledtidos estd flanqueada por repeticiones
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de la terminal 5’ y 3’, y en donde la primera secuencia de
nucledtidos codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o
un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde la segunda secuencia de nucledétidos codifica un polipéptido
de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento bioldgicamente activo
o variante del mismo, en donde al menos una de las repeticiones
de terminal comprende una secuencia capaz de dirigir la expresidn
de un polipéptido operablemente ligado.

2. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1 a),
caracterizado porque el polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1l) o
el fragmento Dbioldgicamente activo o variante del mismo,
expresado por el primer casete de expresidén, es al menos 70%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en donde el polipéptido de tirosina
hidroxilasa (TH) o el fragmento bioldgicamente activo o variante
del mismo, expresado por el segundo casete de expresidén es al
menos 70% 1déntico a un polipéptido seleccionadeo del grupo que
consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO.
10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

3. El vector de conformidad con la reivindicacién 1 D)
caracterizado porque el polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o
el fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo expresado
por, en donde el polipéptido o un fragmento bioldgicamente activo
o variante del mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en

donde el polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento
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bioldgicamente activo o variante del mismo, expresado por el
segundo casete de expresién es al menos 70% idéntico a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7,
SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID
NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

4. El1 vector de conformidad con la reivindicacidén 1 c¢)
caracterizado porque el polipéptido codificado GTP-ciclohidrolasa
1 (GCH1l) o el fragmento bioldgicamente activo o variante del
mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3,
SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, vy en donde el
polipéptido codificado de tirosina hidroxilasa (TH) o el
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo es al menos
70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.‘8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

5. El wvector de conformidad con 1la reivindicacidén 1 d)
caracterizado porque el polipéptido codificado GTP-ciclohidrolasa
1 (GCH1) o el fragmento bioldgicamente activo o variante del
mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3,
SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en donde el
polipéptido <codificade de tirosina hidroxilasa (TH) o el
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, es al menos
70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

6. El vector de —conformidad con <cualquiera de las
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reivindicaciones 1 hasta 5, caracterizado porque el vector no
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
polipéptido aromatico de aminoécido descarboxilasa (AADC) .

7. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el vector tiene una capacidad de empaquetado
desde 1 hasta 40 kb, por ejemplo desde 1 hasta 30 kb, tal como
desde 1 hasta 20 kb, por ejemplo desde 1 hasta 15 kb, tal como
desde 1 hasta 10, por ejemplo desde 1 hasta 8 kb, tal como desde
2 hasta 7 kb, por ejemplo desde 3 hasta 6 kb, tal como desde 4
hasta 5 kb.

8. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el vector tiene una capacidad de empaquetado
desde 4.5 hasta 4.8 kb.

9. El vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasté 8, caracterizado porque el vector es un
vector virico.

10. El vector de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 hasta 8, caracterizado porque el vector es un
vector de pléasmido.

11. E1 vector de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 1 hasta 8, en donde el vector es un vector
sintético.

12. El vector de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porgque el vector virico es seleccionado del grupo
que consiste de un vector asociado con adeno (AAV), vector
lentivirico, vector adenovirico y vector retrovirico.

13. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 9,

caracterizado porque el vector virico es un vector asociado a
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adeno (AAV).

14. E1 vector de conformidad con la reivindicacidén 12,
caracterizado porque el vector asociado a adeno (AAV) es un
vector AAVZ2.

15. E1 vector de conformidad con la reivindicacién 14
caracterizado porque la capsida del vector AAVZ se empaqueta en
una céapsida AAV diferente de una capsida AAV2.

16. E1 vector de conformidad con la reivindicacidén 15
caracterizado porque el vector AAV2 se empaqueta en una capsida
AAVS.,

17. El vector de —conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 0 hasta 16, caracterizado porque el vector es
funcional en células mamiferas.

18. El vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 5, caracterizado porque el fragmento
biolégicamente activo comprende al menos 50 aminodcidos
contiguos, en donde cualquier aminocdcido especificado en la
secuencla seleccionada se altera a un aminodcido diferente, con
la condicién de que no més de 15 de los residuos de aminodcido en
la secuencia se alteran.

19. E1 vector de conformidad con 1la reivindicacién 18,
caracterizado porque el fragmento bioldgicamente activo es el
dominio catalitico de tirosina hidroxilasa.

20. E1 vector de conformidad con 1la reivindicacién 1,
caracterizado porque la variante bioldgicamente activa es un
polipéptido de tirosina hidroxilasa mutado, en donde uno o mas de
los residuos S19, S31, 5S40 o S404 se han alterado a otrec residuo

de aminoacido.
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21. El vector de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 hasta 20, caracterizado porque el polipéptido
GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1l) es al menos 70% idéntico a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1,
SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID
NO. 6, mas preferiblemente al menos 75% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 80% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 85% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ iD NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 90% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y‘SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente al menos 95% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que‘consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, méas
preferiblemente al menos 96% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ iD NO. ©, mas
preferiblemente al . menos 97% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente al menos 98% idéntico a un polipéptido

seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
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2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente al menos 99% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo gue consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente 100% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3,
SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6.

22. El vector de <conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 0 hasta 20, caracterizado porque el polipéptido
de tirosina hidroxilasa (TH) es al menos 70% idéntico a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7,
SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID
NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas preferiblemente al
menos 75% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo gque
consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO.
10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14,
mas preferiblemente al menos 80% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mids preferiblemente al menos 85%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas
preferiblemente al menos 90% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ

ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas preferiblemente al menos 95%

idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
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SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més
preferiblemente al menos 96% idéntico a un polipéptido
seleccionadoe del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més preferiblemente al menos 97%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, méas
preferiblemente al menos 98% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mas preferiblemente al menos 99%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo gque consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ 1ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, méas
preferiblemente 100% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo gue consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9,
SEQ IDvNO. 10, SEQ ID NO. 1i, SEQ>ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ
ID NO. 14.

23. El1  wvector de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque el primer y/o el segundo promotor es un
promotor especifico para células mamiferas.

24, E1l vector de conformidad con 1la reivindicacidén 23,
caracterizado porque la célula mamifera es una célula neurocnal.

25. El vector de conformidad con la reivindicacién 34,
caracterizado porque la célula neuronal es una neurona.

26. El1 vector de conformidad <c¢on la reivindicacidén 1,
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caracterizado porque el primer y segundo promotor son promotores
Sinapsina 1.

27. E1 wvector de conformidad con la reivindicacidédn 1,
caracterizado porque el primer o el segundo promotores es un
promotor Sinapsina 1.

28. E1 vector de conformidad con la reivindicacién 1
caracterizado porque el promotor es un promotor constitutivo.

29. El1 vector de conformidéd con la reivindicacién 28,
caracterizado porque el promotor constitutivamente activo es
seleccionado del grupo que consiste de CAG, CMV, UbiC humano,
RSV, EF-lalfa, SVv40, Mtl.

30. El1 vector de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porgque el promotor es un promotor inducible.

21. El1 vector de conforﬁidad con la reivindicacidén 30,
caracterizado porque el promotor inducible es seleccionado del
grupo que consiste de Tet-0On, Tet-0ff, Mo-MLV~LTR, Mx1,
progesterona, RU486 y promotor inducible de Rapamicina.

32. El1 vector de conformidad con la reivindicacién O,
caracterizado porque el primer casete de expresidén o el segundo
casete de expresidn comprende ademéas secuencia de una
poliadenilacidn.

33. E1 vector de conformidad con la reivindicacién O,

caracterizado porque el primer casete de expresién y el segundo

casete de expresidn comprende ademas secuencias de
poliadenilacidn.
34. El1 vector de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 32 o 33, caracterizado porque la secuencia de

poliadenilacidén es una secuencia de poliadenilacidén SV40.

- 000146



10

15

20

146

35. E1 vector de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 32 hasta 34, caracterizado porque la 5’ de la
secuencia de poliadenilacidén se liga operablemente a la 3’ de la
primera y/o la segunda secuencia de nucledtidos.

36. E1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la primera secuencia de nucledtidos que
codifica un ©polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o un
fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo comprende la
secuencia de SEQ ID NO. 18.

37. E1 vector de <conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porgue la segunda secuencia de nucledtidos que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo comprende la
secuencia de SEQ ID NO. 21.

38. El vector de <conformidad con <cualquiera de 1las
reivindicaciones 0 hasta 37, caracterizado porque la segunda
secuencia de nucledtidos se 1liga operablemente a un elemento
regulador post-transcripcional.

39. E1 wvector de conformidad con la reivindicacidén 38,
caracterizado porgque el elemento regulador post-transcripcional
es un elemento regulador post-transcripcional del virus de
hepatitis de la marmota (WPRE).

40. E1 vector de conformidad con la reivindicacién 39,
caracterizado porque el elemento regulador post-transcripcional
del virus de la hepatitis Woodchuék comprende la secuencia de SEQ
ID NO. 22.

41. El vector de <conformidad con <cualquiera de 1las

reivindicaciones 1 hasta 40 caracterizado porque los casetes de
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expresién del vector comprende una repeticidén de terminal 5’ y
una repeticidén de terminal 3'.

42. E1 vector de conformidad con 1la reivindicacidén 41,
caracterizado porqﬁe las repeticiones de terminal 5" y 37 sé
seleccionan de' Repeticiones de Terminal 1Invertidas [ITR] vy
Repeticiones de Terminal Largas [LTR].

43. El1 wvector de conformidad con la reivindicacidén 41,
caracterizado porque las repeticiones de terminal 5’ y 3’ son
Repeticiones de Terminal Invertidas AAV [ITR].

44. E1 vwvector de conformidad con la reivindicacidén 43,
caracterizado porque las Repeticiones de Terminal Invertidas
comprenden las secuencias de SEQ ID NO. 15 y SEQ ID NO. 16.

45. El vector de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 hasta 44 caracterizado porque la relacién
TH:GCH1 es al menos 3:1, tal como al menos 4:1, por ejemplo al
menos 5:1, tal como al menos 6:1, por ejemplo al menos 7:1, tal
como al menos 10:1, por ejemplo 15:1, tal coﬁo.ZOzl, por ejemplo
25:1, tal como 30:1, por ejemplo 35:1, tal como 40:1, por ejemplo
45:1, tal como 50:1.

46. El vector de <conformidad «con cualquiera de las
reivindicaciones O hasta 44 caracterizado porgque la relacidn
TH:GCH1 es 7:1.

47. E1 vector de <conformidad con <cualquiera de las
reivindicaciones 45 hasta 46 caracterizado porque la relacidn se
determina al medir 1la actividad de 1las enzimas TH y GCHI1
expresadas.

48. E1 vector de <conformidad con <cualquiera de las

reivindicaciones 45 hasta 46 caracterizado porque la relacidn se
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determina al medir la cantidad de Tetrahidrobiopterina (BH,).

49. E1 vector de <conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 45 hasta 46 caracterizado porque la relacidn se
determina por la cantidad de mARN transcrito.

50. El vector de conformidad con cualgquiera de 1las
reivindicaciones 45 hasta 46 caracterizado porque la relacién se
determina por la cantidad de proteina expresada.

51. El vector de acuerdo con de conformidad con cualguiera
de las reivindicaciones precedentes caracterizado porque el
vector es el vector definido en la figura 6.

52. El vector de —conformidad «con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 51 caracterizado porque el vector es un
vector minimamente integrado.

53. El1 vector de <conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 52, caracterizado porgque es para uso
como un medicamento.

54. La célula hospedera aislada <caracterizado porque
comprende el vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 53.

55. La célula hospedera de conformidad con la reivindicacién
54, caracterizada porque la célula es seleccionada del grupo que
consiste de células eucaridticas, preferiblemente células
mamiferas, mas preferiblemente células de primate, mas
preferiblemente células humanas.

56. La célula hospedera de conformidad con la reivindicacién
55, caracterizada porque la célula es seleccionada del grupo que
consiste de células de ovario de hémster Chino, CHO-K1, células

de rindén de hamster bebé, células de fibroblasto-3T3 de ratédn,
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lineas celulares de mono verde Africano, feocromocitoma adrenal
de rata, células AT3, células de tumor glial de rata, células
neuronales de rata y células hipocampo de rata.

57. E1 uso del vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 56, para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad asociada con
disfuncidén de catecolamina.

58. El uso de conformidad con la reivindicacidén 57, en donde
la disfuncidén de catecolamina es deficiencia de catecolamina.

59. El1 uso de conformidad con la reivindicacidén 57 en donde
la disfuncidén de catecolamina es exceso de catecolamina.

60. El uso de conformidad con la reivindicacidén 58, en donde
la deficiencia de catecolamina es deficiencia de dopamina.

61. El uso de conformidad con la reivindicacidén 59, en donde
el exceso de catecolamina es exceso de dopamina.

62. El uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 57 hasta 61 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfuncidén de catecolamina es una enfermedad,
trastorno o dafio del sistema nervioso central y/o periférico.

63. El uso de conformidad con la reivindicacidén 62, en donde
la enfermedad, trastorno o dafio del sistema nervioso central y/o
periférico es un trastorno neurodegenerativo.

64. El uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 57 hasta 63 en donde la enfermedad asociada con
disfuncién de catecolamina es una enfermedad de los ganglios
basales.

65. E1 uso de conformidad con la reivindicacién 64, en donde

la enfermedad es seleccionada del grupo que consiste de mal de
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Parkinson (PD), distonia con respuesta a DOPA, ADHD,
esquizofrenia, depresidn, parquinsonismo vascular, temblor
esencial, tensidn croénica, anormalidades del receptor genético de
dopamina, uso crdénico de opioides, cocaina, alcohol o marihuana,
insuficiencia adrenal, hipertensidn, deficiencia de
noradrenalina, trastorno de tensidén post-traumdtico, trastorno
patoldgico del juego, demencia, demencia del cuerpo de Lewy.

66. El1 uso de conformidad con la reivindicacidén 65,
caracterizado porque el trastorno neurodegenerativo es mal de
Parkinson (PD).

67. El vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 53, para uso en un método de tratamiento
de una enfermedad asociada con disfuncién de catecolamina.

68. El vector de conformidad con la reivindicacidén 67,
caracterizado porque la disfuncidén de catecolamina es deficiencia
de catecolamina.

69. El1 vector de conformidad con la reivindicacidén 67
caracterizado porque la disfuncién de catecolamina es exceso de
catecolamina.

70. El1 vector de conformidad con 1la reivindicacién 68,
caracterizado porque la deficiencia de catecolamina es
deficiencia de dopamina.

71. El1 wvector de conformidad con la reivindicacidén 69,
caréacterizado porque el exceso de catecolamina es exceso de
dopamina.

12. El wvector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 67 hasta 71 caracterizado porque la enfermedad

asociada con disfuncién de catecolamina es una enfermedad,
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trastorno o dafio del sistema nervioso central y/o periférico.

73. El vector de conformidad con la reivindicacidén 72,
caracterizado porque la enfermedad, trastorno o dano del sistema
nervioso central y/o periférico es un trastorno
neurodegenerativo.

74, El vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 67 hasta 73 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfuncidén de catecolamina es una enfermedad de los
ganglios basales.

75. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 74,
caracterizado porque la enfermedad es seleccionada del grupo que
consiste de mal de Parkinson (PD), distonia con respuesta a DOPA,
ADHD, esquizofrenia, depresidn, parquinsonismo vascular, temblor
esencial, tensidn crénica, anormalidades del receptor genético de
dopamina, uso crénico de opioides, cocaina, alcohol o marihuana,
insuficiencia adrenal, hipertensidn, deficiencia de
noradrenalina, trastorno de tensidén post-traumadtico, trastorno
patoldgico del juego, demencia, demencia del cuerpo de Lewy.

76. El vector de conformidad con la reivindicacidén 75,
caracterizado porque el trastorno neurodegenerativo es mal de
Parkinson (PD).

77. E1 método para tratar una enfermedad asociada con
disfuncién de catecolamina, caracterizado porque un paciente que
necesita del mismo, el método comprende administrar al individuo
el vector de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1
hasta 53.

78. El1 método de conformidad con la reivindicacién 77,

caracterizado porque la disfuncidén de catecolamina es deficiencia
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de catecolamina.

79. El método de conformidad con la reivindicacién 77
caracterizado porque la disfuncidén de catecolamina es exceso de
catecolamina.

80. El método de conformidad con 1la reivindicacidédn 78,
caracterizado porque la deficiencia de catecolamina es
deficiencia de dopamina.

8l. El1 método de conformidad con la reivindicacidén 79,
caracterizado porque el exceso de catecolamina es exceso de
dopamina.

82. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 77 hasta 81 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfuncidén de catecolamina es una enfermedad,
trastorno o dano del sistema nervioso central y/o periférico.

83. El método de conformidad con la reivindicacidén 82,
caracterizado porqué.la enfermedad, trastorno o dafic del sistema
nervioso ceéntral y/o periférico es un trastorno
neurodegenerativo.

84. El método de conformidad <con cualquiera de 1las
reivindicaciones 77 hasta 83 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfﬁncién de catecolamina es una enfermedad de 1los
ganglios basales.

85. El método de conformidad con 1la reivindicacién 84,
caracterizado porque la enfermedad es seleccionada del grupo que
consiste de mal de Parkinson (PD), distonia con respuesta a DOPA,
ADHD, esquizofrenia, depresidén, parquinsonismo vascular, temblor
esencial, tensidén crénica, anormalidades del receptor genético de

dopamina, uso crénico de opioides, cocaina, alcohol o marihuana,
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insuficiencia adrenal, hipertensidn, deficiencia de
noradrenalina, trastorno de tensidn post-traumdtico, trastorno
patoldgico del juego, demencia, demencia del cuerpo de Lewy.

86. El método de conformidad con la reivindicacidén 84,
caracterizado porque el trastorno neurodegenerativo es mal de
Parkinson (PD).

87. Una composicién farmacéutica para uso en un método de
tratamiento de mal de Parkinson, caracterizada porque la
composicidén que comprende un sistema de expresidén de un vector vy
una formulacidén para suministrar el vector a los ganglios
basales, en donde el sistema de expresidén de un vector comprende

a) un primer y un segundo casete de expresidén, el primer
casete de expresidn que comprende una secuencia de nucledtido que
comprende una primera secuencia promotora operablemente ligada a
una primera secuencia de nucledtidos, la primera secuencia de
nucledétidos que codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
y en donde el segundo casete de expresién comprende una secuencia
de nucleétido que comprende una segunda secuencia promotora
operablemente ligada a una segunda.secuencia de nucledtido que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, con la
condicién de que el vector no comprende a secuencia de
nucledétidos que codifica un polipéptido aromdtico de aminodcido
descarboxilasa (RADC), o

b) un primer y un segundo casete de expresidén, el primer
casete de expresidn que comprende una secuencia de nucledtido que

comprende una primera secuencia promotora operablemente ligada a
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una primera secuencia de nucledtidos, la primera secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
y en donde el segundo casete de expresidn comprende una secuencia
de nucledétido que comprende una segunda secuencia promotora
operablemente ligada a una segqunda secuencia de nucledtido que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldégicamente activo o) Qariante del mismo,
caracterizado porque el vector es un vector asociado a adeno
(AAV), o

c) un casete de expresidn que comprende un promotor, una
primera secuencia de nucledtidos, una secuencia de nucledtidos
que inicia la traduccidén tal como un sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES) y una segunda secuencia de nucledtidos, en donde
el promotor se 1liga operablemente a la primera secuencia de
nucledtido, y en donde la secuencia de nucledtidos que inicia la
traduccién liga la primera y la segunda secuencia de nucledtidos,
en donde la primera secuencia de nucledétidos codifica wun
polipéptido GTP-ciclochidrolasa 1 (GCH1) o un fragmento
bioldégicamente activo o variante del mismo, y en donde la segunda
secuencia de nucledtidos codifica un polipéptido de tirosina
hidroxilasa (TH) o un fragmehto bioldgicamente activo o variante
del mismo, o

d) un casete de expresidén que comprende una primera
secuencia ‘de nucledtidos, una secuéncia de nucledtidos que inicia
la traduccién tal como un sitio de entrada de ribosoma interno
(IRES) y una segunda secuencia de nucledétido en donde la

secuencia de nucledétidos que inicia la traduccidén liga la primera
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y la segunda secuencia de nucledtidos, y en donde la secuencia
comprende la primera secuencia de nucledtidos 1ligada a la
secuencia de nucledétidos que inicia la traduccidén ligada a la
segunda secuencia de nucledtidos estd flanqueada por repeticiones
de terminal 5’ y 3, y en donde 1la primera secuencia de
nucledétidos codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o
un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y en
donde la segunda secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido
de tirosina hidroxilasa (TH) o un fragmento bioldgicamente activo
o variante del mismo, en donde las repeticiones de terminal
comprende una secuencia capaz de dirigir la expresidén de
polipéptido operablemente ligado.

88. La composicidén de conformidad con la reivindicacién 87
a), caracterizada porque el polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1) o el fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo,
expresado por el primer casete de expresidén, es al menos 70%
idénti;o a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. '2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y caracterizado porque el polipéptido de
tirosina hidroxilasa (TH) o el fragmento bioldégicamente activo o
variante del mismo, expresado por el segundo casete de expresiodn
es al menos 70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo
gue consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID
NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO.
14. |

89. La composicidén de conformidad con la reivindicacidn 87
b) caracterizada porque el polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1

(GCH1) o el fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo
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expresado por, en donde el polipéptido o un fragmento
biolégicamente activo o variante del mismo es al menos 70%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en donde el polipéptido de tirosina
hidroxilasa (TH) o un fragmento bioldégicamente activo o variante
del mismo, expresado por el segundo casete de expresidén es al
menos 70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO.
10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

90. La composicidén de conformidad con la reivindicacidn 87
c) caracterizada porqgue el polipéptido codificado GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCHl1) o el fragmento bioldgicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, y en
donde el polipéptido codificado de tirosina hidroxilasa (TH) o el
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo es al menos
70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

91. La composicién de conformidad con la reivindicacidn 87
a) caracterizada porque el polipéptido codificado GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCHl) o el fragmento biocldégicamente activo o
variante del mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en

donde el polipéptido codificado de tirosina hidroxilasa (TH) o el
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fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, es al menos
70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.
92. La composicidén farmacéutica de conformidad con la

reivindicacién 91, caracterizada porque la formulacidn comprende

agentes de contraste MRI Dbasados en manitol, heparina o
gadolinio.
93. La composicién farmacéutica de conformidad con

cualquiera de 1las reivindicaciones 91 hasta 92 caracterizado
porgue comprende ademas factores trdéficos o inhibidores de
proteasoma reversibles.

94. La composicidn farmacéutica caracterizada porque
comprende el vector de conformidad con cualquiera de las
reiﬁindicaciones 1 hasta 53, y un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

95. La composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacidn 94, caracterizado porque se formula para
administracidén por 1inyeccidén, rocio o comprimido sublingual,

administracidén cutédnea o inhalacidn.

96. La composicidén farmacéutica de conformidad con 1la
reivindicacién 95, caracterizada porqgue la inyeccidén es
intracranial, intracerebral, intravenosa, intravitrea,
intranasal, intramuscular, intraespinal, intraperitoneal,

subcutanea, una administracién por bolo o una continua.
97. La composicidn farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 91 hasta 96, caracterizada

porque el pH de la composicién esta entre pH 4 y pH 10.
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98. La composicidn farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 91 hasta 97, caracterizada
porque la dosificacidén del vector esta entre 1.5E+10 y 2.2E+12 de
copias de genoma del vector por mililitro de materia gris
putaminal.

99. La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de 1las reivindicaciones 91 hasta 98, caracterizada
porque la administracién ocurre en intervalos de 30 minutos hasta
24 horas.

100. La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 91 hasta 98, caracterizada
porque la administracidén ocurre en intervalos de 1 hasta 6 horas.

101. La composicidn farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 91 hasta 98, caracterizada
porque la duracidén del tratamiento es desde 6 hasta 72 horas.

102. La composicidén  farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 91 hasta 98, caracterizada
porque la duracidn del tratamiento es de larga vida.

103. El método para determinar la relacidén de expresidén del
polipéptido GTP ciclohidroxilasal (SEQ ID NOs. 1, 2, 3, 4, 5 vy 6)
y polipéptido tirosina hidroxilasa {(SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 vy 14), respectivamente, o variantes de los mismos, el
polipéptido codificado por el vector como se define de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 53,
caracterizado porque comprende medir la:

a. actividad enzimatica de los polipéptidos, o

b. cantidad de BHs producido, o

c. cantidad expresada de los polipéptidos, o
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d. nivel de  mARN transcrito correspondiente a los
polipéptidos del polipéptido GTP ciclohidroxilasal y tirosina
hidroxilasa, respectivamente.

104. El1 método de conformidad con la reivindicaciédn 103,
caracterizado porque la relacidédn se determina por una combinacién
de la actividad de los polipéptidos y la cantidad presente de los
polipéptidos.

105. El kit en partes, el kit caracterizado porque comprende
la composicidén farmacéutica de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 91 hasta 102, e instrucciones para

administracioén.
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AAV ITR

160 170 180 190 200

* * * * * * * %* * %*
cgggcTGeaceaaTTeeccC T I

SOSSOOOBEDIDODIBS>DISOSBEISSSD
Promotor de sinapsina humana

210 220 230 240
*

* * * * * * *

250
* *
SOSSOSIDBDSSOOOOIODSDOSOISIOISOFOOIOOODOEEDEOE>E>OD
Promotor de sinapsina humana
260 270 280 290
* * *

300
* % % *
SOS>DO>OOODODOODDIDOOOIDODIIIBPODIDSIISDDSDSDOO55555
Promotor de sinapsina humana

310 320 330 340 350
*

* * * * * * * %* *

SOSSOOOSSSOOBOEODOOEOIDIODOIDBODIBLISDEBISEDIDID>>
Promotor de sinapsina humana

360 370 380 390 400
* * * * * * *

Fig. 6
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Bl ———
SSSSISSIIDODZDBSISDIDSBESIBBOEB>IZDISIEEESEESEESEE3S
Promotor de sinapsina humana

410 420 430 440 450
* * * * * * * * * *

s01 I
SIIDODOOSIODIDIDOIOOIIIEOIPIIIIIIE>IEES>IIS>SEEEEE>>
Promotor de sinapsina humana

460 470 480 490 500
% * * * * * * * * *

Rl
SHSOOOISZOOSOSOOISDSSOISEOSEIBSEEDBSIDSDIIIDEDI553>>
Promotor de sinapsina humana

510 520 530 540 550
* * * * * * * * * *

Il
SEEBSSSSDIESESEEEDDEIDSSDESSDEEDIIDIBDISESEEOIE>ESSSS
Promotor de sinapsina humana

560 570 580 590 600
* * *x* * * %* ¥* * * *

ss1
SESSIBSIIISESSSDOIDIIDIISIOSOSIBOEISEEEEEEEEESIS55SD
Promotor de sinapsina humana

610 620 630 640 650
* * * * * * * * * *

s01 I
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>
Promotor de sinapsina humana

660 670 680 690 700
* * * * * * * * * *
651 JATTCAAGCTGCTAGCAAGGATCCACCGGTAACATGGAGARGGGC 700
M E K G
S5SOO>>>>>>>

GTP ciclohidrolasa 1
>>>>>>
Promotor de sinapsina humana

710 720 730 740 750

* * %* * ¥ * * * * *

701 CCTGTGCGGGCACCGGCGGAGAAGCCGCGGGGCGCCAGGTGCAGCAATGE 750
P V R A P AEU KU PR GATRTCSNG

Fig. 6, cont
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SHIBIDOSSOSSOIOSIOISSOOOIDIISDIOOSISOEIOOEDO>I>D>O>O>D>D>
GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

760 770 780 790 ~ 800
* & * * * * * * * *
751 GTTCCCCGAGCGGGATCCGCCGCGGCCCGGGCCCAGCAGGCCGGCGGAGA 800
F P E R D P P R P G P S R P A E K
SE5SOSSOOSEOOEOODOIEOIOSISEODDEOSIBSDS>E>IDIS>SESSSS>5>>

GTP ciclohidroclasa 1 isoforma 1

810 820 830 840 850
* * *) * * * * * ¥* *
801 AGCCCCCGCGGCCCGAGGCCAAGAGCGCGCAGCCCGCGGACGGCTGGAAG 850
P P R P E A K S A Q P A D G W K
SOSOOOISISOIOSIOIIIIOIDOSOOOIIEDOIDISIDIDIIZBE>>S>>
GTP ciclohidrolasa 1 iscforma 1

860 870 880 890 900

* * * * * * * * * %

851 GGCGAGCGGCCCCGCAGCGAGGAGGATAACGAGCTGAACCTCCCTAACCT 900
G E R PR S E E DNETILNTULUP N L
S>S3O>>O5OODDOS5D5O5ESDS5S3DS33>555535555555>>>5>>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

910 920 930 940 950

* * * * * * * * * %*

901 GGCAGCCGCCTACTCGTCCATCCTGAGCTCGCTGGGCGAGAACCCCCAGC 950
A A A Y S S I L 8§ 8L GENUP QR
SOSSIOSIOIDDDDEDBOOSSBOOOOEDIBSIISEESESSSSSEOSS>>SD>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

960 970 980 990 1000
* * * * * * * * * *

951 GGCAAGGGCTGCTCAAGACGCCCTGGAGGGCGGCCTCGGCCATGCAGTTC 1000
Q0 G L L X TP WU RAOA S A M OQ F
SOSOSSSESIODSDBIDIOOISISIDIDOSIDIBOS>DIDODIDODIEOSDD>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1010 1020 1030 1040 1050

* * * * * * % * * *

1001 TTCACCAAGGGCTACCAGGAGACCATCTCAGATGTCCTAAACGATGCTAT 1050
F T K G Y Q ET I s§$ D VL NDAI
SSOO>S5O>SO5D5OSDOO5OOOEEO33D5D35533555555555555>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1060 1070 1080 1090 1100
* * * * * * * * * *
Fig. 6, cont
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1051 ATTTGATGAAGATCATGATGAGATGGTGATTGTGAAGGACATAGACATGT 1100
F D E D HD E M V I V KDIDMMF
SESSEEIIIIOIOIDIOOSIOSIOSOSOOSIODDOOSODIDISBOBIS>ES>5D>
GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1110 1120 1130 1140 1150

* * * * * * * %* * *

1101 TTTCCATGTGTGAGCATCACTTGCGTTCCATTTGTTGGAAAGGTCCATATT 1150

S M C E HHL VP TFV G KV HI
SS5>SO55OSO5DOOOODDSODD>ISOEDIE55D55ED5S5D>5555555>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1160 1170 1180 1190 1200

* * * * * * * %* L *

1151 GGTTATCTTCCTAACAAGCAAGTCCTTGGCCTCAGCAAACTTGCGAGGAT 1200
G YL P NKQVLGUL S KL A R I
SEOOOODOIDOSBEOIEIIEOSSESOO>SSEEEEEEEOSODESIEEO>555S

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1210 1220 1230 1240 1250

* * * * * * * * * *

1201 TGTAGAAATCTATAGTAGAAGACTACAAGTTCAGGAGCGCCTTACAAAAC 1250

V EI ¥ S RRULOQQV QET RTULTIKQ
SS5SOODSOOOSSOOSDEEEDSSESE5>EIEEE55DEB5SS5355555>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1260 1270 1280 1290 1300

* * * * * * * * * *

1251 AAATTGCTGTAGCAATCACGGAAGCCTTGCGGCCTGCTGGAGTCGGGGTA 1300
I AV AITEATLUZRUPAGUV GV
SESSSSSSEOSSSO5OOSOOD>OSOESSEES5SE55EEDE5S5555555>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1310 1320 1330 1340 1350

* * * * * * ¥ * * *

1301 GTGGTTGAAGCAACACACATGTGTATGGTAATGCGAGGTGTACAGAAAAT 1350
V VE AT HMOCMUV MU RG V Q K M
SSSS33SOSODEODSDDEIDDIDIEIDEOISISISODSEDS>SEDIS>D>D>

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1360 1370 1380 1390 1400

v* * * d* * * * % * *

1351 GAACAGCAAAACTGTGACCAGCACAATGTTGGGTGTGTTCCGGGAGGATC 1400
N §$ K TV TS TMULGV FREDP
SOSD>OOOOODOEDODIDIDOIZEESZ>EIEEOS>OSSSEESSSELH>H55

GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

Fig. 6, cont
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1410 1420 1430 1440 1450
* * * * * * * * * *
1401 CAAAGACTCGGGAAGAGTTCCTGACTCTCATTAGGAGCTAATGCATCCCC 1450
K T R £E E F L T L I R
SOSOOIIOEEDIOSIOOIISOOOOSOISISSSOIDD>
GTP ciclohidrolasa 1 isoforma 1

1460 1470 1480 1490 1500

* %* * * * * * * %* *
1451 ATCGATGATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCAC 1500
SHOSESSOSBEIDDOIDISIESDOIDIIS>EODIDBO>ISSD>
polyA tardio SV40

1510 1520 1530 1540 1550

* * * * * * * % * *
1501 AACTAGAATGCAGTGAAAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTA 1550
SOSSOOIOOSOIEDOOIBIIIDIBIODEEDBIDISIDDIDSSSZEIBSEEBDD>
polyA tardio SV40

1560 1570 1580 1590 1600

* %* * * * * * * * %
1551 TTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACARC 1600
SOESOOOIDOOIDDODOODBODDIDDIDIDOIDIIISIDIIISDIEIOIOIFI>>
polyA tardio SV40

1610 1620 1630 1640 1650
* * * %* * * * * * *
1601 AATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTT 1650
SEES553>553355550053E0>50>D5>555555555 5555555555

polyA tardio SV40

1660 1670 1680 1690 1700
* * * * %* * * * * *
1651 TTAGTCGACCGAATTGGCCGC
PSS 220> S S50 S SO S S e el
Promotor de sinapsina
>>
polyA tardio SV40

1710 1720 1730
*

* * * * *

1740 1750
* *

* *

1701
SOEOSDODIOSIDSOODOOSIEOOOOIOOIDIZIODIIEISSIEIISSEE>F>
Promotor de sinapsina

1760 1770 1780 1790 1800
* * * * * %* * * * *
Fig. 6, cont.
005



1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

11/20

SESBEBEBDEEBIDIDIDDIDIDDIIDIDDIDDSDDIBZIDIDS>S>ISS>SDO>>>
Promotor de Sinapsina Humana

1810 1820 1830 1840 1850

* * * * * % * * * *

SSOOOOOIOOISIOOO>S>ISOSSEISESOODSEO>S>ES>S55>>55>>5>
Promotor de Sinapsina Humana

1860 1870 1880 1890 1900
* * * * ¥* * * *

* *

SOODOIOISSOOEOOODSSDIOOIISIDSOOS>EEOSOOIS>SSDOO>EOD>>>
Promotor de Sinapsina Humana

1910 1920 1930 1940 1950

* * * * * * * * * *

SODOOIDDISIIDIOIOSOISDIIDDIDIDDISZSSOISZEISIIS>>E>O>>>
Promotor de Sinapsina Humana

1960 1970 1980 1990 2000
*

o * * * %* * * % %*

SOOSBOSOODISOSIDSBEDIOSDSSISIBOEEIIBBEIS>EE>EESSS>>>
Promotor de Sinapsina Humana

2010 2020 2030
*

* * * * *

2040 2050
4 *

* *

SOSSSSSOIOIDSOEDOOIOIBOSOEISSSEOEEOSOSEO>IS>O>S5>>>>>>
Promotor de Sinapsina Humana

2060 2070 2080 2090 2100
%*

* * * * % * * * *

SOODOODIODIIIDOISIODIBDZSSIIDSIZOOEZISEEEOEEE>O>O>>>>
Promotor de Sinapsina Humana

2110 2120 2130 2140 2150
%

* * * * * * * * *

SOOSSOOOOOIOOOSOSOOOSSOEOSOOIOS>OOOBDIEOSDB>ES>SE>O>>>
Promotor de Sinapsina Humana

2160 2170 2180 2190 2200
Fig. 6, cont
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* * * * * * * * * %*
2151 2T TCAAGCTGCTAGCAAGGATCCACCGGTCACCATGCCCACCCC 2200
M P T P
DOO>>> SODODO2555>
Promotor de Sinapsina Humana Tirosina hidroxilasa
2210 2220 2230 2240 2250
* * * * * * * * * *

2201 CGACGCCACCACGCCACAGGCCAAGGGCTTCCGCAGGGCCGTGTCTGAGC 2250
D ATTU?PQAIZ KGV FIRIRA AWV S E L
SES5S>>OSOODS5S5EE3>>E0055D5553353355S>S555>555>>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

2260 2270 2280 2290 2300
* * * * * * * o * *
2251 TGGACGCCAAGCAGGCAGAGGCCATCATGTCCCCGCGGTTCATTGGGCGC 2300
D A K QA AZEM AWATIMSUZPURUFTI GR
SS5O55OO5>O3>5>>5553>O55>3555SSOO3355553555>5>5>>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

2310 2320 2330 2340 2350
* * * * * * * * * *
2301 AGGCAGAGCCTCATCGAGGACGCCCGCAAGGAGCGGGAGGCGGCGGTGGC 2350
R 0 S L T EDAURIXTEIZREA BAA AWV A
SESESSOOSSSOSOODIODSIOOOIEEIESISIDIBISZEEOBEESS>>S

Tirosina hidroxilasa isoforma a

2360 2370 2380 2390 2400
* * * * * * * * * *
2351 AGCAGCGGCCGCTGCAGTCCCCTCGGAGCCCGGGGACCCCCTGGAGGCTG 2400
A A A A AV P S E P GD P L E AV
SEEODOIIIIIIIIIIOIEDIOIIIIDIIIEIEIISOIDSBIII>D>>>O>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2410 2420 2430 2440 2450
* * * * * * * * * *
2401 TGGCCTTTGAGGAGAAGGAGGGGAAGGCCGTGCTARACCTGCTCTTCTCC 2450
A F E E K E G XK A VL NULTILTF S8
SOOIOOIIIOIIOIOIISILISIIOOOOOISIIII>I>DOO>I>S5D5D>000
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2460 2470 2480 2490 2500

* * * * * * * * * *

2451 CCGAGGGCCACCAAGCCCTCGGCGCTGTCCCGAGCTGTGAAGGTGTTTGA 2500
P R AT K P S AL SR RA AUV K V F E
S3DSIDEDODOSOBIOOOBDESOSISE>ED555SEBEEEE55555555>

Tirosina hidroxilasa isoforma a
Fig. 6, cont
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2510 2520 2530 2540 2550
* * * * * * * * > *
2501 GACGTTTGAAGCCAAAATCCACCATCTAGAGACCCGGCCCGCCCAGAGGC 2550
T F E A K I H HL ETIRUPAQR P
SESOOIIOOOIIIIIOIOIIOIDIIIIIIIIIIIIOIIDIIOOIIS>SE>>D>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2560 2570 2580 2590 2600
* * * * * * * * * *
2551 CGCGAGCTGGGGGCCCCCACCTGGAGTACTTCGTGCGCCTCGAGGTGCGC 2600
R A G G P HL E Y F V RUL E V R
SISO SSSSSIDSEIEIDESSIIIIISSISISOISSBEOOLEDD>SSSDD>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2610 2620 2630 2640 2650
* * * * * * * * * *
2601 CGAGGGGACCTGGCCGCCCTGCTCAGTGGTGTGCGCCAGGTGTCAGAGGA 2650
R 6 DL A AL L S GV R QV S E D
SOOPOOOOOOD>EDDOIOESSODEDEI>SIIE>EESESIS5>5>>5355>5>>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

2660 2670 2680 2690 2700
* * %* * * * * * * *
2651 CGTGCGCAGCCCCGCGGGGCCCAAGGTCCCCTGGTTCCCAAGAAAAGTGT 2700
VYV R S P A G P K V P W F P R K V S
SEOIOSIOISOOSESIDDIIODIISIDIIISSEIIISDIISO>O>OEOODS>>>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2710 2720 2730 2740 2750
* * * #* * * * * * *
2701 CAGAGCTGGACAAGTGTCATCACCTGGTCACCAAGTTCGACCCTGACCTG 2750

E L D K CH H L VT KV F D P DL
SOOOSDIOOSISEIIIOIDIIOIIOOIIOISIDIIIIDOEIDDIOOSSDD>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2760 2770 2780 2790 2800
% * * %* * * * * * *
2751 GACTTGGACCACCCGGGCTTCTCGGACCAGGTGTACCGCCAGCGCAGGAA 2800
D L D HP G F S D Q V Y R Q R R K
SISO OIDIIDSIIIIIIIIIIIIISOSSSSSIH>S>>>>>>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2810 2820 2830 2840 2850

* * * * * * * * * *

2801 GCTGATTGCTGAGATCGCCTTCCAGTACAGGCACGGCGACCCGATTCCCC 2850
L I A E I A F Q ¥YRHGUDUPTI P R

Fig. 6, cont
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SESIOOIOIISSIIIDSIIIIIIIDIDIIIOIIIISEIDDDIDSOIDIS>ODD
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2860 2870 2880 2890 2900
* * * * * * * * * *
2851 GTGTGGAGTACACCGCCGAGGAGATTGCCACCTGGAAGGAGGTCTACACC 2900
VvV E Y T A E E I A T WX E V Y T
SS5SSSSS535535535555555S5555DOSS5SS>>S>S5555555>>5>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

2910 2920 2930 2940 2950
* * * * * * * * * *

2901 ACGCTGAAGGGCCTCTACGCCACGCACGCCTGCGGGGAGCACCTGGAGGC 2950
T L K 6 L Y A T H A C G E H L E A
SSSSBSESSESBSIIELSEEIOSSOSSSSIDBIIOISSSEOSOOO>>>>D>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

2960 2970 2980 2990 3000
* * * * * * * * % *
2951 CTTTGCTTTGCTGGAGCGCTTCAGCGGCTACCGGGAAGACAATATCCCCC 3000
F A L L E R F 8 G Y R EDDNTI P Q
SOSSOSOOIODOOIOISSSSOSOSOSEIISEIDDOOOOESSIIPDES>>>D
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3010 3020 3030 3040 3050
* * * * * * * * * *

3001 AGCTGGAGGACGTCTCCCGCTTCCTGAAGGAGCGCACGGGCTTCCAGCTG 3050
L E D V S R F L K ERTTGUF Q L
SOESOOOOEIOIIOOIOIIIIOIIDOISESOOISOODOOOSO>FOSI>S>O>D

Tirosina hidroxilasa isoforma a

3060 3070 3080 3090 3100
* * * * * * * *x * *

3051 CGGCCTGTGGCCGGCCTGCTGTCCGCCCGGGACTTCCTGGCCAGCCTGGC 3100
R P V A ¢ L L §$ A R D F L A S L A
SESOIOOEIEOIIIOISOOBODIOIIDIIDIDRIOOIDOIIODDISEEI>>D
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3110 3120 3130 3140 3150
* * * * * % * * * *
3101 CTTCCGCGTGTTCCAGTGCACCCAGTATATCCGCCACGCGTCCTCGCCCA 3150
F R V F Q ¢ T @ ¥ I R H A § 8§ P M
SESOOSOIOEDSEOOIISEOOOISIOISIISSOOOOS>SIIOIIIIS>O>>>D
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3160 3170 3180 3190 3200
* * * * * %* * * * *
Fig. 6, cont

o
fongy
=)
n)
~J
[EAN



15/20

3151 TGCACTCCCCTGAGCCGGACTGCTGCCACGAGCTGCTGGGGCACGTGCCC 3200
H s P E P D CCHETL L G H V P
SESSIISOOIISISIEESSISIOSSSIIDOOSIOOSISSSOSOSSO>I>>D>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

3210 3220 3230 3240 3250
* % * * * * * * * *

3201 ATGCTGGCCGACCGCACCTTCGCGCAGTTCTCGCAGGACATTGGCCTGGC 3250
M L A D RTU F A QU F S QDI G L A
SEBBOISESEIISOSOOIISIBIBSOSEEEI>IIIOLDSSIBI>>SD>>55>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3260 3270 3280 3290 3300
* * * * * * % %* * *
3251 GTCCCTGGEGGGCCTCGGATGAGGARATTGAGAAGCTGTCCACGCTGTACT 3300
S L G A S D EETIEI KULSTUL Y W
SESOSEDSOOSOSOSSE5SE5DO>E>EODSOSS553553555>>>>>>>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

3310 3320 3330 3340 3350
* * * * * % %* * ® *

3301 GGTTCACGGTGGAGTTCGGGCTGTGTAAGCAGAACGGGGAGGTGAAGGCC 3350
F " VvV EF 6 L C K Q N G E V K A
SESOOOIOSOSOEEIISISISISDIBIIEIIIOIEIDEIIIO>O>I>>>>>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

3360 3370 3380 3390 3400
* * * * * * * * * *
3351 TATGGTGCCGGGCTGCTGTCCTCCTACGGGGAGCTCCTGCACTGCCTGTC 3400
Y ¢6 A 6L L 8§ 8 ¥ G E L L H C L S8
SESSOOSIDSSOSIIIIIDSIIIIISSIIIISOOISSOSIEBIOE>>>>>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3410 3420 3430 3440 3450
* * * * * * %* * * *
3401 TGAGGAGCCTGAGATTCGGGCCTTCGACCCTGAGGCTGCGGCCGTGCAGC 3450
E £E P E I R A F D P E A A AV QP
PSS S LETE L LRSS S ST ST 22> > 2SS 55 > > 35 >
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3460 3470 3480 3490 3500
* * * * * * * %* * *

3451 CCTACCAAGACCAGACGTACCAGTCAGTCTACTTCGTGTCTGAGAGCTTC 3500
Y Q bp g T Y Q §S VY F V S E § T
SESOESSOOOOIOOSOOSSEOISSIOI>IEIIIIIIOSSEESIBIB>>>D>

Tirosina hidroxilasa isoforma a

Fig. 6, cont
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3510 3520 3530 3540 3550
* * * * % * * * * *
3501 AGTGACGCCAAGGACAAGCTCAGGAGCTATGCCTCACGCATCCAGCGCCC 3550

S DA XK DXL R S Y A S PRI QO R P
EESSSSOSISSIISSSSSSISIDIODOIIIDIEIIIIISDISIOEIDII>>D>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3560 3570 3580 3590 3600
* * * * * * * * * *
3551 CTTCTCCGTGAAGTTCGACCCGTACACGCTGGCCATCGACGTGCTGGACA 3600
F S VvV X F D P Y TULATI DV L D S
SEIOIDOIOIOOOIIIOIIDOIIIIIIIPIIII>IIIII>ISISISIEI>>>>>
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3610 3620 3630 3640 3650
*x * * * * * * * E 4 *
3601 GCCCCCAGGCCGTGCGGCGCTCCCTGGAGGGTGTCCAGGATGAGCTGGAC 3650
P 0O AV R R S L E GV Q D E L D
P LSS S LSS ST TS S5 S S E 35555 5 5 555 >S5S DS Cede
Tirosina hidroxilasa isoforma a

3660 3670 3680 3690 3700
* * * * * * * * * *
3651 ACCCTTGCCCATGCGCTGAGTGCCATTGGCTAACTAGTGGATCCGTCGAC 3700
T L A H A L S A I

SEIOOIOOIIIIIIIIEIIIIDIIIOD>D> SOOSS>>
Tirosina hidroxilasa isoforma a WPRE
3710 3720 3730 3740 3750
* * * * * * * * * ¥*

3701 AATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACTGGTATTCTTAA 3750
SOSS>DODSDSSSDSEEEDOBODODSDDIDIDSIEESISES>S>>555>>

WPRE

3760 3770 3780 3780 3800

* * * % * * * * * *
3751 CTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGT 3800
SO>S>>O>5>SO05D50OD3DEODIBSBSBBIBSISSSSSSSSSESS>>>>
WPRE

3810 3820 3830 3840 3850

* * * * * * * ¥* * &,

3801 ATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAA 3850
SOSBSOOSODOOOOODIIOOOEIZOOSEEISESSSESSSEEDSEEEESESS

WPRE
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3860 3870 3880 3890 3900
* * & * * * * * * *
TCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACG 3900
SESOBDSSBISBOSEOBDEODEIOOIDBESEEEIBESDSDEISI>E>S>>S>
WPRE

3910 3920 3930 3940 3950

v* * * * * * * * * %
TGGCGTGGTCTGCACTGTGTTTGCTGACGCARCCCCCACTGGTTGGGGCA 3950
SESSSSOSOSODSEDDOSDOSOEOOEO>>3DI5SIDDSEESSSE555555>
WPRE

3960 3970 3980 3990 4000

* * * * * * * * * ¥
PTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCT 4000
SOOSBOIDOSIBODIDIDIDDDIDDIFDIDBEDDIBIEEIOBOIOS>I>>E55>>
WPRE

4010 4020 4030 4040 4050

* * * * * ¥* * * * %*
ATTGCCACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGG 4050
SOOOODOOSO>EOOEOOSSOOBE>S>ES>SSOSSSES555S5>5555>55>
WPRE

4060 4070 4080 4090 4100

* * * * * * * * * *
GGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTGTTGTCGGGGARGCTGA 4100
SS5S3O335SSDDODEODESDSSSE55S55535535D5555555355555>
WPRE

4110 4120 4130 4140 4150

* * * * * * % * * *
CGTCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGG 4150
SESSBOISSBEODEBEODSDEDSDISDSSSDISEESEEESBEEESS>>35>
WPRE

4160 4170 4180 4190 4200

* * * * * * * * % *

ACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTC 4200
SEES>SSOOOOOOISSEEOOOBOBEOOBEIIDISDDDBEESZEEESSS>>

WPRE

4210 4220 4230 4240 4250

* * * * * * * * ¥* *

CCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCC 4250
SEOOEIIIIIIISIPEIORISEISIRPBSEEIEOISIIIISEEISIEI>S

WPRE Fig. 6, cont
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4301
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4401
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4501
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18/20

4260 4270 4280 4290 4300

* * * * * * * * * *
CTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCCTCCCCGCCTGGAATTCGA 4300
SEOSSISO>IDOIEOIISOESEOOEOSEESEEDSEEEEEEESE>S>3>5S>
WPRE

4310 4320 4330 4340 4350
* * * * * * * * ¥* *
GCTCGGTACAGCTTATCGATACCGTCGACTTCGAGCAACTTGTTTATTGC 4350
>>> SSDSDBDODEDESEBS>O>D>
WPRE SV40 pA
4360 4370 4380 4390 4400
* * * * * * * * * *

AGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACARATA 4400
SOSSEOSISISZEOOIDIBODISOFEIII>IPIZIOIIIEIEIZESS>>>>

SV40 pA

4410 4420 4430 4440 4450

* * * * % * * * * %*
AAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAAT 4450
SESOOOOOOSOOIEOEISOOIOODOSISOOEOESOI>SEIISEBSE>S>S5>
SV40 pA

4460 4470 4480 4490 4500
* * * * * * * * * *
GTATCTTATCATGTCTGGATCGTCTAGCATCGAAGATCCCCCGATC TG
<<
AAV ITR
SOSSOSIOOOSSEOOEOOIISBSOOBOO>>535>
Sv40 pA
4510 4520 4530 4540 4550
* * * * * * %* * * *

€LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLRLL
AAV ITR

4560 4570 4580
* *

* * *

4590 4600
* *

* * *

LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
AAV ITR

4610 4620
*

* * *

4630 4640
*

* * *

CLLLLLLLLLLLLLLLLLLL LKL LLLLLLLLLLLLLLLLLLLKL
AAV ITR Fig. 6, cont
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Prueba Corridor (% de recuperaciones izquierdas totales)

19/20

1007 Grupos

[]0.7% [9.1E8gc] GCH1-TH (n=10)
[] 3.4% [4.6E9gc]) GCH1-TH (n=10)
W 9.8% [1.3E10gc] GCH1-TH (n=10)
M 100% [1.3E11gc] GCH1-TH (n=10)
[] Ctrl Intacto (n=10)

754
%
]
T
§Q o -seemresnemnesnaneanraras
25

0 l—"‘—l'—f"‘l—T_‘_

Linea base de lesion, Pre AAV 12 semanas después de

Fig. 7

inyecciéon de AAV

()
Lo
gy
o ey
]
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Concentracion de dopamina extracelular [nM]

14

12

10

20/20

Grupos
.Ctrl Intacto (n=4)

¥* []100% [1.3E11g¢] GCH1-TH (n=4)
[16-OHDA sélo lesién (n=4)

__-L_—_I_

|
Microdialisis en estado de estudio
(6 meses después de inyeccion de
AAV)

Fig. 8
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10

15

20

160

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un sistema de expresidn
de un vector que comprende una secuencia que codifica dos
polipéptidos, tales como tirosina hidroxilasa (TH) y GTP-
ciclohidrolasa 1 (GCH1). Los dos polipéptidos deberian ser
preferencialmente expresados en una relacidén entre 3:1 y 15:1,
tal como entre 3:1 y 7:1. La invencidén es Util en el tratamiento
de trastornos deficientes de catecolamina, tales como trastornos
deficientes de dopamina incluyendo pero no limitados a mal de
Parkinson. Por 1lo tanto, 1la presente invencidén proporciona un
método para suministrar el constructo de vector con objeto de
limitar 1la produccidén incrementada de la catecolamina a las

células que necesitan del mismo.
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

LISTADO DE SECUENCIAS

Genepod Therapeutics AB
Constructo de Vector rAAV Novedoso
P2220PC0O0

61/259,502
2009-11-09

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

22

PatentIn versidén 3.5

1
25C
PRT

Homo sapiens

CARACTERiSTICAS_DIVERSAS
(1) ..(250)
GTP ciclohidrolasa 1

1

Met Glu Lys

1

Arg

Ser

Pro

Glu

65

Ser

Arg

Ile

Met

Leu
145

Gln

Cys

Arg

Ala

50

Leu

Leu

Ala

Ser

Val
130

Val

Val

Ser

Pro

35

Asp

Asn

Gly

Ala

Asp
115

Ile

Pro

Leu

Gly

Asn

20

Ala

Gly

Leu

Glu

Ser

100

Val

Val

Phe

Gly

Pro

Gly

Glu

Trp

Pro

Asn

85

Ala

Leu

Lys

Val

Leu
165

Val

Phe

Lys

Lys

Asn

70

Pro

Met

Asn

Asp

Gly
150

Ser

Arg

Pro

Pro

Gly

55

Leu

Gln

Gln

Asp

Ile
135

Lys

Lys

Ala

Glu

Pro

40

Glu

Bla

Arg

Phe

Ala
120

Asp

Val

Leu

Pro

Arg

25

Arg

Arg

Ala

Gln

Phe

105

Ile

Met

His

Ala

Ala

10

Asp

Pro

Pro

Ala

Gly

90

Thr

Phe

Phe

Ile

Arg
=170

Glu

Pro

Glu

Arg

Tyr

75

Leu

Lys

Asp

Ser

Gly
155

Ile

Lys

Pro

Ala

Ser

60

Ser

Leu

Gly

Glu

Met
140

Tyr

Val

Pro

Arg

Lys

45

Glu

Ser

Lys

Tyr

Asp
125

Cys

Leu

Glu

Arg Gly Ala

Pro

30

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

110

His

Glu

Pro

Ile

15

Gly

Ala

Asp

Leu

Pro

95

Glu

Asp

His

Asn

Tyr
175

Pro

Gln

Asn

Ser

80

Trp

Thr

Glu

His

Lys
160

Ser

006182



Arg Arg

Ile Thr

Thr His

210

Thr Val

225

Arg Glu

<2.0>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Leu

Glu

195

Met

Thr

Glu

213
PRT
Homo

Gln

180

Ala

Cys

Ser

Phe

Val

Leu

Met

Thr

Leu
245

sapiens

Gln

Arg

Val

Met

230

Thr

Glu

Pro

Met

215

Leu

Leu

Arg

Ala

200

Arg

Gly

Ile

CARACTERISTICAS_DIVERSAS
(1)..(213)
GTP ciclohidrolasa 1 Isoforma GCH-2

2

Met Glu Lys

1

Arg Cys

Ser Arg

Pro Ala
50

Glu Leu

65

Ser Leu

Arg Ala

Ile Ser

Met Val

130

Leu Val

Ser

Pro

35

Asp

Asn

Gly

Ala

Asp

115

ile

Pro

Gly

Asn

20

Ala

Gly

Leu

Glu

Ser

100

Val

Val

Phe

Pro

Gly

Glu

Trp

Pro

Asn

85

Ala

Leu

Lys

Val

Val

Phe

Lys

Lys

Asn

70

Pro

Met

Asn

Asp

Gly

Arg

Pro

Pro

Gly
55

Leu

Gln

Gln

Asp

Ile

135

Lys

Ala

Glu

Pro

40

Glu

Ala

Arg

Phe

Ala

120

Asp

Val

Leu

185

Gly

Gly

Val

Arg

Pro

Arg

Arg

Arg

Ala

Gln

Phe

105

Ile

Met

His

Thr

Val

Val

Phe

Ser
250

Ala

10

Asp

Pro

Pro

Ala

Gly

90

Thr

Phe

Phe

Ile

Lys

Gly

Gln

Arg
235

Glu

Pro

Glu

Arg

Tyr

75

Leu

Lys

Asp

Ser

Gly

Gln

Val

Lys

220

Glu

Lys

Pro

Ala

Ser
60

Ser

Leu

Gly

Glu

Met

140

Tyr

Ile

Val

205

Met

Asp

Pro

Arg

Lys

45

Glu

Ser

Lys

Tyr

Asp

125

Cys

Leu

Ala

190

Val

Asn

Pro

Arg

Pro

30

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

110

His

Glu

Pro

Val

Glu

Ser

Lys

Gly

15

Gly

Ala

Asp

Leu

Pro

95

Glu

Asp

His

Asn

Ala

Ala

Lys

Thr
240

Ala

Pro

Gln

Asn

Ser

80

Trp

Thr

Glu

His

Lys

D

o
A
0

e



145

Gln Val

Arg Arg

Ile Thr

Thr Serx
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Met Giu
1

Arg Cys

Ser Arg

Pro Ala
50

Glu Leu
65

Ser Leu

Arg Ala

Ile Ser

Met Val

130

Leu Val
145

Leu

Leu

Glu
195

Ala

209

PRT
Homo

Gly

Gln
180

Leu
165

Val

150

155

160

Ser Lys Leu Ala Arg Ile Val Glu Ile Tyr Ser

170

175

Gln Glu Arg Leu Thr Lys Gln Ile Ala Val Ala

185

Ala Leu Arg Pro Ala Gly Val

Glu

Pro

sapiens

200

CARACTERTSTICAS_DIVERSAS
(1) ..(209)
GTP ciclohidrolasa 1 Isoforma GCH-3

3

Lys

Ser

Pro

35

Asp

Asn

Gly

Ala

Asp

115

Ile

Pro

Gly

Asn
20

Ala

Gly

Leu

Glu

Ser

100

Val

Val

Phe

Pro
5

Gly

Glu

Trp

Pro

Asn

85

Ala

Leu

Lys

Val

vVal

Phe

Lys

Lys

Asn

70

Pro

Met

Asn

Asp

Gly
150

Arg

Pro

Pro

Gly

55

Leu

Gln

Gln

Asp

Ile

135

Lys

Ala

Glu

Pro

40

Glu

Ala

Arg

Phe

Ala

120

Asp

Val

Pro

Arg
25

Arg

Arg

Ala

Gln

Phe

105

Ile

Met

His

Ala
10

Asp

Pro

Pro

Ala

Gly

90

Thr

Phe

Phe

Ile

180

Gly Val val Val Glu Ala

Glu

Pro

Glu

Arg

Tyr

75

Leu

Lys

Asp

Ser

Gly
155

Lys

Pro

Ala

Ser

60

Ser

Leu

Gly

Glu

Met
140

Tyr

205

Pro

Arg

Lys

Glu

Ser

Lys

Tyr

Asp

125

Cys

Leu

Arg

Pro
30

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

110

His

Glu

Pro

Gly
15

Gly

Ala

Asp

Leu

Pro

95

Glu

Asp

His

Asn

Ala

Pro

Gln

Asn

Ser

80

Trp

Thr

Glu

His

Lys
160



Gln Val Leu Gly Leu

165

Arg Arg Leu Gln Val

180

Ile Thr Glu Ala Leu

195

- Thr

<210> 4

<21i> 233
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400> 4

Met Glu Lys
1

Arg Cys Ser

Ser Arg Pro
35

Pro Ala Asp
50

Glu Leu Asn
65

Ser Leu Gly

Arg Ala Ala

Ile Ser Asp
115

Met Val Ile
130

Leu Val Pro
145

Gln Val Leu

Gly

Asn

20

Ala

Gly

Leu

Glu

Ser

100

Val

Val

Phe

Gly

Homo sapiens

Pro

5

Gly

Glu

Trp

Pro

Asn

85

Ala

Leu

Lys

Val

Leu
165

Ser Lys Leu

170

Gln Glu Arg Leu Thr Lys Gln Ile

Arg Pro Ala

200

CARACTERISTICAS_DIVERSAS
(1)..(233)
GTP ciclohidrolasa 1 Isoforma GCH-4

Val Arg Ala

Phe

Lys

Lys

Asn

70

Pro

Met

Asn

Asp

Gly

150

Ser

Pro

Pro

Gly

55

Leu

Gln

Gln

Asp

Ile

135

Lys

Lys

Glu

Pro

40

Glu

Ala

Arg

Phe

Ala

120

Asp

Val

Leu

185

Gly Val Gly Val Val

Pro

Arg

25

Arg

Arg

Ala

Gln

Phe

105

Ile

Met

His

Ala

Ala

10

Asp

Pro

Pro

Ala

Gly

Thr

Phe

Phe

Ile

Arg
170

Lys

Pro

Ala

Ser

60

Ser

Leu

Gly

" Glu

Met
140

Tyr

Val

205

Pro

Arg

Lys

45

Glu

Ser

Lys

Tyr

Asp

125

Cys

Leu

Glu

Ala Arg Ile Val Glu Ile

Ala
190

Val

Arg

Pro

30

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

110

His

Glu

Pro

Ile

Tyr
175

Val

Glu

Gly

15

Gly

Ala

Asp

Leu

Pro

95

Glu

Asp

His

Asn

Tyr
175

Ser

Ala

Ala

Ala

Pro

Gln

Asn

Ser

80

Trp

Thr

Glu

His

Lys

160

Ser
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Arg

Ile

Thr

Cys
225

Arg

Thr

Lys

His

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

Leu

Glu
195

Ser

Leu

5
241
PRT

Rattus norvegicus

Gln

180

Ala

Asn

Phe

Val

Gln

Leu Arg

Lys

Val

Tyr

Ala
230

Glu

Pro

Asn

215

Ile

Arg

Ala

200

Lys

Leu

CARACTERISTICAS_DIVERSAS
(1)..(241)
GTP ciclohidrolasa 1

5

Met Glu Lys

1

Glu

Pro

Pro

Ala

65

Gly

Thr

Phe

Phe

Ile

145

Arg

Leu

Glu

Arg

50

Tyr

Leu

Lys

Asp

Ser

130

Gly

Ile

Pro

Ala

35

Ser

Ser

Leu

Gly

Glu

115

Met

Tyr

Val

Pro

Arg

Lys

Glu

Ser

Lys

Tyr

100

Asp

Cys

Leu

Glu

Arg Gly Val

5

Pro

Gly

Glu

Ile

Thr

85

Gln

His

Glu

Pro

Ile

.Gly
Ala
Asp
Leu
70

Pro
Glu
Asp
His
Asn

150

Tyr

Ala

Gln

Asn

55

Arg

Trp

Thr

Glu

His

135

Lys

Ser

Arg

Ser

Pro

40

Glu

Ser

Arg

Ile

Met

120

Leu

Gln

Arg

Leu

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Arg

25

Ala

Leu

Leu

Ala

Ser

105

Val

vVal

Val

Arg

Thr Lys Gln Ile Ala Val Ala

190

Val Gly Val Val Val Glu Ala

205

Leu Ser Pro Leu Leu Ser Ser

Thr

10

Pro

Asp

Asn

Gly

Ala

90

Asp

Ile

Pro

Leu

Leu

Asn

Ala

Ala

Leu

Glu

75

Thr

Val

Val

Phg

Gly

155

Gln

220

Gly

Glu

Trp

Pro

60

Asp

Ala

Leu

Lys

vVal

140

Leu

Val

Phe

Lys

Lys

45

Asn

Pro

Met

Asn

Asp

125

Gly

Ser

Gln

Pro

Ser

30

Ala

Leu

Gln

Gln

Asp

110

Ile

Arg

Lys

Glu

Glu

15

Arg

Gly

Ala

Arg

Phe

95

Ala

Asp

Val

Leu

Arg

Arg

Pro

Arg

Ala

Gln

80

Phe

Ile

Met

His

Ala

160

Leu

0606186



Thr

Val

Val

Phe

225

Ser

Lys

Gly

Gln
210

Arg

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gln

Val
195

Lys

Glu

6
241
PRT

Ile
180

Val

Met

Asp

165

Ala

Ile

Asn

Pro

Mus musculus

Val

Glu

Ser

Lys
230

Ala

Ala

Lys
215

Thr

Ile

Thr
200

Thr

Arg

CARACTERiSTICAS_DIVERSAS
(1)..(241)
GTP ciclohidrolasa 1

6

Met Glu Lys

1

Glu

Pro

His

Ala

65

Gly

Thr

Phe

Phe

Ile

Leu

Glu

Arg

50

Tyr

Leu

Lys

Asp

Ser
130

Gly

Pro

Ala

35

Ser

Ser

Leu

Gly

Glu
115

Met

Tyr

Pro

Arg

20

Lys

Glu

Ser

Lys

Tyr

100

Asp

Cys

Leu

Arg Gly Val

5

Pro

Gly

Glu

Ile

Thr

85

Gln

His

Glu

Pro

Gly

Ala

Glu

Leu

70

Pro

Glu

Asp

His

Asn

Ala

Gln

Asn

55

Leu

Trp

Thr

Glu

His
135

Lys

Arg

Ser

Pro

40

Gln

Ser

Arg

ile

Met
120

Leu

Gin

Thr
185

His

Val

Glu

Cys
Pro
25

Ala
Val
Leu
Ala
Ser
105

Val

val

Val

170

Glu

Met

Thr

Glu

Thr
10

Pro

Asp

Asn

Gly

Ala

90

Asp

Ile

Pro

Leu

Ala

Cys

Ser

Phe
235

Leu

Met

Thr
220

Leu

Gln

Val
205

Met

Thr

Asn Gly Phe

Ala

Ala

Leu

Glu

75

Thr

Val

Val

Phe

Gly

Glu

Trp

Pro

60

Asp

Ala

Leu

Lys

Val
140

Leu

Lys

Lys

45

Lys

Pro

Met

Asn

Asp
125

Gly

Ser

Pro
190

Met

Leu

Leu

Ser

Ser

30

Ala

Leu

Gln

Gln

Asp

110

Ile

Arg

Lys

175

Ala

Arg

Gly

Ile

Glu

15

Arg

Gly

Ala

Arg

Tyr

95

Ala

Asp

Val

Leu

Gly

Gly

Val

Arg
240

Arg

Pro

Arg

Ala

Gln

80

Phe

Ile

Met

His

Ala

o

-

et



145

Arg Ile

Thr Lys

Val Gly

Vali Gin
210

Phe Arg
225

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Met Pro
1

Ala Val

Arg Phe

Arg Glu
50

Gly Asp

65

Val Leu

Ser Arg

Leu Glu

Val

Gln

Val

195

Lys

Glu

5
496
PRT

Glu

Ile

180

Val

Met

Asp

Ile

165

Ala

Ile

Asn

Pro

Homo sapiens

150

Tyr

Val

Glu

Ser

Lys
230

Ser

Ala

Ala

Lys

215

Thr

Arg

Ile

Thr

200

Thr

Arg

CARACTERiSTICAS_DIVERSAS
(1)..(496)
Tirosina 3-hidroxilasa

Thr

Ser

Ile

35

Ala

?IO

Asn

Ala

Thr
115

Pro

Glu
20

Gly

Ala

Leu

Leu

Val
100

Arg

Asp

Leu

Arg

vVal

Glu
Leu
85

Lys

Pro

Ala

Asp

Arg

Ala

Ala

70

Phe

Val

Ala

Thr

Ala

Gln

Ala
55

Val

Ser

Phe

Gln

Thr

Lys

Ser

40

Ala

Ala

Pro

Glu

Arg
120

Arg

Thr

185

His

val

Glu

Pro

Gln
25

Leu

Ala

Phe

Arg

Thr

105

Pro

Leu

170

Glu

Met

Thr

Glu

155

Gln

Ala

Cys

Ser

Phe
235

Val

Leu

Met

Thr

220

Leu

Gln Ala Lys

10

Ala

Ile

Ala

Glu

Ala
90

Arg

Glu

Glu

Ala

Glu

75

Thr

Glu

Ala

Ala

Asp

Val
60

Lys

Lys

Ala

Gly

Gln

Gln

Val

205

Met

Thr

Gly

Ile

Ala

45

Pro

Glu

Pro

Lys

Gly
125

Glu

Pro

190

Met

Leu

Leu

Phe

Met
30

Arg

Ser

Gly

Ser

Ile

110

Pro

Arg
175

Ala

Arg

Gly

Ile

Arg
15

Ser

Lys

Glu

Lys

Ala

95

His

His

160

Leu

Gly

Gly

Val

Arg
240

Arg

Pro

Glu

Pro

Ala

80

Leu

His

Leu

006
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Glu

Leu

145

Pro

His

Gly

Ile

Thr

225

Gly

Leu

Glu

Pro

Phe

305

Met

Pro

Leu

Leu

Val

385

His

Tyr

130

Ser

Lys

His

Phe

Ala

210

Ala

Leu

Leu

Asp

Val

290

Arg

His

Met

Ala

Tyr

370

Lys

Cys

Phe

Gly

Val

Leu

Ser

185

Phe

Glu

Tyr

Glu

Val

275

Ala

Val

Ser

Leu

Ser

355

Trp

Ala

Leu

Val

Val

Pro

Val

180

Asp

Gln

Glu

Ala

Arg

260

Ser

Gly

Phe

Pro

Ala

340

Leu

Phe

Tyr

Ser

Arg

Arg

Trp

165

Thr

Gln

Tyr

Ile

Thr

245

Phe

Arg

Leu

Gln

Glu

325

Asp

Gly

Thr

Gly

Glu
405

Leu

Gln

150

Phe

Lys

Val

Arg

Ala

230

His

Ser

Phe

Leu

Cys
310

Pro

Arg

Ala

Val

Ala

390

Glu

Glu

135

Val

Pro

Phe

Tyr

His

215

Thr

Ala

Gly

Leu

Ser

295

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu

375

Gly

Pro

Val

Ser

Arg

Asp

Arg

200

Gly

Trp

Cys

Tyr

Lys

280

Ala

Gln

Cys

Phe

Asp

360

Phe

Leu

Glu

Arg

Glu

Lys

Pro

185

Gln

Asp

Lys

Gly

Arg

265

Glu

Arg

Tyr

Cys

Ala

345

Glu

Gly

Leu

Ile

Arg

Asp

Val

170

Asp

Arg

Pro

Glu

Glu

250

Glu

Arg

Asp

Ile

His

330

Gln

Glu

Leu

Ser

Arg
410

Gly

Val

155

Ser

Leu

Arg

Ile

Val

235

His

Asp

Thr

Phe

Arg

315

Glu

Phe

Ile

Cys

Ser

395

Ala

Asp

140

Arg

Glu

Asp

Lys

Pro

220

Tyr

Leu

Asn

Gly

Leu

300

His

Leu

Ser

Glu

Lys

380

Tyr

Phe

Leu

Ser

Leu

Leu

Leu

205

Arg

Thr

Glu

Ile

Phe

285

Ala

Ala

Leu

Gln

Lys

365

Gln

Gly

Asp

Ala

Pro

Asp

Asp

190

Ile

Val

Thr

Ala

Pro

270

Gln

Ser

Ser

Gly

Asp

350

Leu

Asn

Glu

Pro

Ala

Ala

Lys

175

His

Ala

Glu

Leu

Phe

255

Gln

Leu

Leu

Ser

His

335

Ile

Ser

Gly

Leu

Glu
415

Leu

Gly

160

Cys

Pro

Glu

Tyr

Lys

240

Ala

Leu

Arg

Ala

Pro

320

Val

Gly

Thr

Glu

Leu

400

Ala

UHRE



Ala Ala Val

Val Ser Glu
435

Ser Arg Ile
450

Ala Ile Asp
465

Gly Val Gln

<210> 8
<211> 528
<212> PRT
<213> Homo
<220>

<221>

<222>

<223>

<400> 8

Met Pro Thr
1

Ala Val Ser

Gly Gln Gly
35

Thr Ala Ala
50

Phe Ile Gly
65

Glu Ala Ala

Asp Pro Leu

Leu Asn lLeu
115

Arg Ala Vval
130

Glu Thr Arg
145

Gln

420

Ser

Gln

Val

Asp

Pro

Phe

Arg

Leu

Glu
485

sapiens

Pro

Glu

20

Ala

Pro

Arg

vVal

Glu

100

Leu

Lys

Pro

Asp

5

Leu

Pro

Ala

Arg

Ala

85

Ala

Phe

Val

Ala

Tyr

Ser

Pro

Asp

470

Leu

Ala

Asp

Gly

Ala

Glin

70

Ala

Val

Ser

Phe

Gln
150

Gln

Asp

Phe

455

Ser

Asp

Thr

Ala

Pro

Ser

55

Ser

Ala

Ala

Pro

Glu

135

Arg

Asp

Ala

440

Ser

Pro

Thr

CARACTERiSTICAS_DIVERSAS
(1)..(528)
Tirosina 3-monooxigenasa

Thr

Lys

Ser

40

Tyr

Leu

Ala

Phe

Arg

120

Thr

Pro

Gln

425

Lys

Val

Gln

Leu

Pro

Gln

25

Leu

Thr

Ile

Ala

Glu

105

Ala

Phe

Arg

Thr

Asp

Lys

Ala

Ala
490

Gln

10

Ala

Thr

Pro

Glu

Ala

90

Glu

Thr

Glu

Ala

Tyr

Lys

Phe

Val

475

His

Ala

Glu

Gly

Thr

Asp

75

Vail

Lys

Lys

Ala

Gly
155

Gln

Leu

Asp

460

Arg

Ala

Lys

Ala

Ser

Pro

60

Ala

Pro

Glu

Pro

Lys

140

Gly

Ser

Arg

445

Pro

Arg

Leu

Gly

Ile

Pro

45

Arg

Arg

Ser

Gly

Ser

125

Ile

Pro

Val

430

Ser

Tyr

Ser

Ser

Phe

Met

30

Trp

Ser

Lys

Glu

Lys

110

Ala

His

His

Tyr

Tyxr

Thr

Leu

Ala
495

Arg

15

vVal

Pro

Pro

Glu

Pro

95

Ala

Leu

His

Leu

Phe

Ala

Leu

Glu

480

Ile

Arg

Arg

Gly

Arg

Arg

80

Gly

Val

Ser

Leu

Glu
160



Tyr

Ser

Lys

His

Phe

225

Ala

Ala

Leu

Leu

Asp

305

Val

Arg

His

Met

Ala

385

Tyr

Lys

Cys

Phe

Gly

Val

Leu

210

Ser

Phe

Glu

Tyr

Glu

290

Val

Ala

val

Ser

Leu

370

Ser

Trp

Ala

Leu

Val

Val

Pro

195

Val

Asp

Gln

Glu

Ala

2775

Arg

Ser

Gly

Phe

Pro

355

Ala

Leu

Phe

Tyr

Ser

Arg

Arg

180

Trp

Thr

Gln

Tyr

ile

260

Thr

Phe

Arg

Leu

Gln

340

Glu

Asp

Gly

Thr

Gly

420

Glu

Leu

165

Gln

Phe

Lys

Val

Arg

245

Ala

His

Ser

Phe

Leu

325

Cys

Pro

Arg

Ala

Val

405

Ala

Glu

Glu

Val

Pro

Phe

Tyr

230

His

Thr

Ala

Gly-

Leu

310

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

390

Glu

Gly

Pro

Val

Ser

Arg

Asp

215

Arg

Gly

Trp

Cys

Tyr

295

Lys

Ala

Gln

Cys

Phe

375

Asp

Phe

Leu

Glu

Arg

Glu

Lys

200

Pro

Gln

Asp

Lys

Gly

280

Arg

Glu

Arg

Tyr

Cys

360

Ala

Glu

Gly

Leu

Ile

Arg

Asp
185

Val

Asp

Arg

Pro

Glu

265

Glu

Glu

Arg

Asp

Ile

345

His

Gln

Glu

Leu

Ser

425

Arg

Gly

170

vVal

Ser

Leu

Arg

Ile

250

Val

His

Asp

Thr

Phe

330

Arg

Glu

Phe

Ile

Cys

410

Ser

Ala

10

Asp

Arg

Glu

Asp

Lys
235

Pro.

Tyr

Leu

Asn

Gly

315

Leu

His

Leu

Ser

Glu

395

Lys

Tyr

Phe

Leu

Ser

Leu

Leu

220

Leu

Arg

Thr

Glu

Ile

300

Phe

Ala

Ala

Leu

Gln

380

Lys

Gln

Gly

Asp

Ala

Pro

Asp

205

Asp

Ile

Val

Thr

Ala

285

Pro

Gln

Ser

Ser

Gly

365

Asp

Leu

Asn

Glu

Pro

Ala

Ala

190

Lys

His

Ala

Glu

Leu

270

Phe

Gln

Leu

Leu

Ser

350

His

Ile

Ser

Gly

Leu

430

Glu

Leu

175

Gly

Cys

Pro

Glu

Tyr

255

Lys

Ala

Leu

Arg

Ala

335

Pro

Val

Gly

Thr

Glu

415

Leu

Ala

Leu

Pro .

His

Gly

Ile

240

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro

320

Phe

Met

Pro

Leu

Leu

400

Val

His

Ala

‘
.
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Ala

Ser

465

Arg

Ile

Val

Val

450

Glu

Ile

Asp

Gln

<213>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

435

Gin

Ser

Gln

Val

Asp
515

497
PRT
Homo

Pro
Phe
Afg
Leu

500

Glu

Tyr

Ser

Pro

485

Asp

Leu

sapiens

Gln

Asp

470

Phe

Ser

Asp

Asp

455

Ala

Ser

Pro

Thr

440

Gln

Lys

Val

Gln

Leu
520

CARACTERTSTICAS_DIVERSAS
(1)..(497)
Tirosina hidroxilasa

Met Pro Thr

1

Ala

Arg

Arg

Gly

65

Met

Ser

Leu

Glu

Val

Phe

Glu

50

Asp

Leu

Arg

Glu

Tyr
130

Ser

Ile

35

Ala

Pro

Asn

Ala

Thr

115

Phe

Pro

Glu
20

Gly

Ala

Leu

Leu

Val

100

Arg

Val

Asp

Leu

Arg

Val

Glu

Leu

85

Lys

Pro

Arg

Ala

Asp

Arg

Ala

Ala

70

Phe

Val

Ala

Leu

Thr

Ala

Gln

Ala

55

Val

Ser

Phe

Gln

Glu
135

Thr

Lys

Ser

40

Ala

Ala

Pro

Glu

Arg

120

Val

Thr

Asp

Lys

Ala
505

Ala

Pro

Gln
25

Leu

Ala

Phe

Arg

Thr

105

Pro

Arg

Tyr

Lys

Phe

490

Val

His

Gln

10

Ala

Ile

Ala

Glu

Ala

90

Phe

Arg

Arg

11

Gln

Leu

475

Asp

Arg

Ala

Ala

Glu

Glu

Ala

Glu

75

Thr

Glu

Ala

Gly

Ser

460

Arg

Pro

Arg

Leu

Lys

Ala

Asp

Val

60

Lys

Lys

Ala

Gly

Asp
140

445

Val

Ser

Tyr

Ser

Ser
525

Gly

Ile

Ala

45

Pro

Glu

Pro

Lys

Gly

125

Leu

Tyr

Tyr

Thr

Leu

510

Ala

Phe

Met

30

Arg

Ser

Gly

Ser

Ile

110

Pro

Ala

Phe

Ala

Leu

495

Glu

Ile

Arg
15

Ser

Lys

Glu

Lys

Ala

95

His

His

Ala

Val

Ser

480

Ala

Gly

Gly

Arg

Pro

Glu

Pro

Ala

80

Leu

His

Leu

Leu

006192



Leu

145

Pro

His

Gly

Ile

Thr

225

Gly

Leu

Glu

Pro

Phe

305

Met

Pro

Leu

Leu

Val

385

His

Ala

Ser

His

Phe

Ala

210

Ala

Leu

Leu

Asp

Val

29C

Arg

His

Met

Ala

Tyr

370

Lys

Cys

Ala

Gly
Val
Leu
Ser
195
Phe
Glu
Tyr
Glu
Val
275
Ala
Val
Ser
Leu
Ser
355
Trp
Ala

Leu

Val

Val

Pro

Val
180

Asp-

Gln

Glu

Ala

Arg

260

Ser

Gly

Phe

Pro

Ala

340

Leu

Phe

Tyr

Ser

Gln
420

Arg

Trp

165

Thr

Gln

Tyr

Ile

Thr

245

Phe

Arg

Leu

Gln

Glu

325

Asp

Gly

Thr

Gly

Glu

405

Pro

Glin

150

Phe

Lys

Val

Arg

Ala

230

His

Ser

Phe

Leu

Cys

310

Pro

Arg

Ala

Val

Ala

390

Glu

Tyr

Val

Pro

Phe

Tyr

His

215

Thr

Ala

Gly

Leu

Ser

295

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu

375

Gly

Pro

Gln

Ser

Arg

Asp

Arg

200

Gly

Trp

Cys

Tyr

Lys

280

Ala

Gln

Cys

Phe

Asp

360

Phe

Leu

Glu

Asp

Glu

Lys

Pro

185

Gln

Asp

Lys

Gly

Arg

265

Glu

Arg

Tyr

Cys

Ala

345

Glu

Gly

Leu

Ile

Gln
425

Asp

Val

170

Asp

Arg

Pro

Glu

Glu

250

Glu

Arg

Asp’

Ile

His

330

Gln

Glu

Leu

Ser

Arg

410

Thr

12

Val

155

Ser

Leu

Arg

Ile

Val

235

His

Asp

Thr

Phe

Arg

315

Glu

Phe

Ile

Cys

Ser

395

Ala

Tyr

Arg

Glu

Asp

Lys

Pro

220

Tyr

Leu

Asn

Gly

Leu

300

His

Leu

Ser

Glu

Lys

380

Tyr

Phe

Gln

Ser

Leu

Leu

Leu

205

Arg

Thr

Glu

Ile

Phe

285

Ala

Ala

Leu

Gln

Lys

365

Gln

Gly

Asp

Ser

Pro

Asp

Asp

190

Ile

Val

Thr

Ala

Pro

270

Gln

Ser

Ser

Gly

Asp

350

Leu

Asn

Glu

Pro

Val
430

Ala

Lys

175

His

Ala

Glu

Leu

Phe

255

Gln

Leu

Leu

Ser

His

335

Ile

Ser

Gly

Leu

Glu

415

Tyr

Gly

160

Cys

Pro

Glu

Tyr

Lys

240

Ala

Leu

Arg

Ala

Pro

320

Val

Gly

Thr

Glu

Leu

400

Ala

Phe

o
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Val

Ser

Ala

465

Gly

Gly

Ser

Arg

450

Ile

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Glu Ser Phe Ser Asp

435

Ile Gln-Arg Pro Phe

455

Asp Val Leu Asp Ser

470

Gln Asp Glu Leu Asp

10
501
PRT

485

Homo sapiens

Ala

440

Ser

Pro

Thr

CARACTERISTICAS DIVERSAS
(1)..(501)
Tirosina hidroxilasa

10

Met Pro Thr

1

Ala

Gly

Ala

Pro

65

Glu

Pro

Lys

Gly

Leu
145

Val

Gln

Arg
50

Ser

Gly

Ser

Ile

Pro

130

Ala

Ser

Ser
35

Lys

Glu

Lys

Ala

His

115

His

Ala

Pro

Glu
20

Pro

Glu

Pro

Ala

Leu.

100

His

Leu

Leu

Asp Ala Thr

Leu

Aig

Arg
Gly
Met
85

Ser
Leu

Glu

Leu

Asp

Phe

Glu

Asp

70

Leu

Arg

Glu

Tyr

Ser
150

Ala

Ile

Ala
55

Pro

Asn

Ala

Thr

Phe

135

Gly

Thr

Lys

Gly

40

Ala

Leu

Leu

Val

Arg

120

Val

Val

Lys

Val

Gln

Leu

Pro

Gln

25

Arg

Val

Glu

Leu

Lys

105

Pro

Arg

Arqg

Asp

Lys

Ala

Ala
490

Gln
10

Ala

Arg

Ala

Ala

Phe

90

Val

Ala

Leu

Gln

13

Lys

Phe

Val

475

His

Ala.

Glu

Gln

Ala

Val

75

Ser

Phe

Gln

Glu

Val
155

Leu

Asp
460

Arg
445

Pro

Ser

Tyr

Arg Arg Ser

Ala

Lys

Ala

Ser

Ala
60

Ala

Pro

Glu

Arg

Val

140

Ser

Leu

Gly

Tle

Leu

45

Ala

Phe

Arg

Thr

Pro

125

Arg

Glu

Ser

Phe

Met

30

Ile

Ala

Glu

Ala

Phe

110

Arg

Arg

Asp

Tyr

Thr

Leu

Ala
495

Arg

15

Val

Glu

Ala

Glu

Thr

95

Glu

Ala

Gly

Val

Ala

Leu

Glu

480

Ile

Arg

Arg

Asp

Val

Lys

80

Lys

Ala

Gly

Asp

Arg
160

006134



Ser

Leu

Leu

Leu

Arg

225

Thr

Glu

Ile

Phe

Ala

305

Ala

Leu

Gln

Lys

Gln

385

Gly

Asp

Ser

Pro

Asp

Asp

Ile

210

Val

Thr

Ala

Pro

Gln

290

Ser

Ser

Gly

Asp

Leu

370

Asn

Glu

Pro

Val

Ala

Lys

His

195

Ala

Glu

Leu

Phe

Gln

275

Leu

Leu

Ser

His

Ile

355

Ser

Gly

Leu

Glu

Tyr

Gly

Cys

180.

Pro

Glu

Tyr

Lys

Ala

260

Leu

Arg

Ala

Pro

Val

340

Gly

Thr

Glu

Leu

Ala

420

Phe

Pro

165

His

Gly

Ile

Thr

Gly

245

Leu

Glu

Pro

Phe

Met

325

Pro

Leu

Leu

Val

His

405

Ala

Val

Lys

His

Phe

Ala

Ala

230

Leu

Leu

Asp

Val

Arg

310

His

Met

Ala

Tyr

Lys

390

Cys

Ala

Ser

Val

Leu

Ser

Phe

215

Glu

Tyr

Glu

Val

Ala

295

Val

Ser

Leu

Ser

Trp

375

Ala

Leu

Val

Glu

Pro

Val

Asp

200

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

280

Gly

Phe

Pro

Ala

Leu

360

Phe

Tyr

Ser

Gln

Ser

Trp

Thr

185

Gln

Tyr

Ile

Thr

Phe

265,

Arg

Leu

Gln

Glu

Asp

345

Gly

Thr

Gly

Glu

Pro

425

Phe

Phe

170

Lys

Val

Arg

Ala

His

250

Ser

Phe

Leu

Cys

Pro

330

His

Ala

Val

Ala

Glu

410

Tyr

Ser

14

Pro

Phe

Tyr

His

Thr

235

Ala

Gly

Leu

Ser

Thr

315

Asp

Thr

Ser

Glu

Gly

395

Pro

Gln

Asp

Arg

Asp

Arg

Gly

220

Trp

Cys

Tyr

Lys

Ala

300

Gln

Cys

Phe

Asp

Phe

380

Leu

Glu

Asp

Ala

Lys
Pro
Gln
205
Asp
Lys
Gly
Arg
Glu
285
Arg
Tyr
Cys
Ala
Glu
365
Gly
Leu
Ile

Gln

Lys

Val

Asp

190

Arg

Pro

Glu

Glu

Glu

270

Arg

Asp

Ile

His

Gln

350

Glu

Leu

Ser

Arg

Thr

430

Asp

Ser
175

Leu

'Arg

Ile

Val

His

255

Asp

Thr

Phe

Arg

Glu

335

Phe

Ile

Cys

Ser

Ala

415

Tyr

Lys

Glu

Asp

Lys

Pro

Tyr

240

Leu

Asn

Gly

Leu

His

320

Leu

Ser

Glu

Lys

Tyr

400

Phe

Gln

Leu

[ |
o
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Arg Ser
450

Pro Tyr
465

Arg Ser

Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>
Met Pro

1

Ala Val

Gly Gln

Thr Ala
50

Phe Ile
65

Glu Ala

Asv Pro

Leu Asn

Arg Ala

130

Glu Thr
143

435

440

Tyr Ala Ser Arg Ile Gln

455

Thr Leu Ala Ile Asp Val

470

Leu Glu Gly Val Gln Asp

485

Ala Ile Gly
500

11
528
PRT
Homo sapiens

CARACTERTSTICAS_DIVERSAS

(1) ..(528)

Tirosina 3-monooxigenasa

11

Thr Pro Asp Ala

Ser Glu Leu Asp
20

Gly Ala Pro Gly
35

Ala Pro Ala Ala

Gly Arg Arg Gln
70

Ala Val Ala Ala

85

Leu Glu Ala Val
100

Leu Leu Phe Ser
115

Val Lys Val Phe

Arg Pro Ala Gln
150

Thr

Ald

Pro

Ser

55

Ser

Ala

Ala

Pro

Glu

135

Arg

Thr

Lys

Ser

40

Tyr

Leu

Ala

Phe

Arg

120

Thr

Pro

15

Arg Pro Phe

Leu Asp Ser

475

Glu Leu Asp

Pro

Gln

25

Leu

Thr

Ile

Ala

Glu

105

Ala

Phe

Arg

490

Gln

10

Ala

Thr

Pro

Glu

Ala

90

Glu

Thr

Glu

Ala

Ala

Glu

Gly

Thr

Asp

75

Val

Lys

Lys

Ala

Gly
155

Ser
460

Pro

Thr

Lys

Ala

Ser

Pro

60

Ala

Pro

Glu

Pro

Lys

140

Gly

445

Val

Gln

Leu

Gly

Ile

Pro

45

Arg

Arg

Ser

Gly

Ser

125

Ile

Pro

Lys

Ala

Ala

Phe

Met

30

Trp

Ser

Lys

Glu

Lys

110

Ala

His

His

Phe

Val

His
495

Arg

15

Val

Pro

Pro

Glu

Pro

95

Ala

Leu

His

Leu

Asp

Arg

480

Ala

Arg

Arg

Gly

Arg

Arg

80

Gly

Val

Ser

Leu

Glu
160
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Tyr

Ser

Lys

His

Phe

225

Ala

Ala

Leu

Leu

Asp

305

Val

Arg

His

Met

Ala

385

Tyr

Lys

Cys

Phe

Gly

Val

Leu
210

Ser

Phe

Glu

Tyr

Glu

290

Val

Ala

Val

Ser

Leu

370

Ser

Trp

Ala

Leu

Val

Val

Pro

195

Val

Asp

Gln

Glu

Ala

275

Arg

Ser

Gly

Phe

Pro

355

Ala

Leu

Phe

Tyr

Ser
435

Arg
Arg
180

Trp

Thr

Gln
Tyr
Ile
260
Thr
Phe
Arg
Leu
Gln
340
Glu
Asp
Gly
Thr
Gly

420

Glu

Leu

165

Gln

Phe

Lys

Val

Arg

245

Ala

His

Ser

Phe

Leu

325

Cys

Pro

Arg

Ala

Val

405

Ala

Glu

Glu

Val

Pro

Phe

Tyr

230

His

Thr

Ala

Gly

Leu

310

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

390

Glu

Gly

Pro

Val

Ser

Arg

Asp
215

Arg

Gly

Trp

Cys

Tyr

295

Lys

Ala

Gln

Cys

Phe

375

Asp

Phe

Leu

Glu

Arg

Glu

Lys

200

Pro

Gln

Asp

Lys

Gly

280

Arg

Glu

Arg

Tyr

Cys

360

Ala

Glu

Gly

Leu

Ile
440

Arg

Asp

185

Val

Asp

Arg

Pro

Glu

265

Glu

Glu

Arg

Asp

Ile

345

His

Gln

Glu

Leu

Ser

425

Arg

Gly

170

Val

Ser

Leu

Arg

Ile

250

Val

His

Asp

Thr

Phe

330

Arg

Glu

Phe

Ile

Cys

410

Ser

Ala

16

Asp

Arg

Glu

Asp

Lys

235

Pro

Tyr

Leu

Asn

Gly

315

Leu

His

Leu

Ser

Glu

395

Lys

Tyr

Phe

Leu

Ser

Leu

Leu
220

Leu

Arg

Thr

Glu

Ile

300

Phe

Ala

Ala

Leu

Gln

380

Lys

Gln

Gly

Asp

Ala

Pro

Asp

205

Asp

Ile

Val

Thr

Ala

285

Pro

Gln

Ser

Ser

Gly

365

Asp

Leu

Asn

Glu

Pro
445

Ala
Ala
190

Lys

His
Ala
Glu
Leu
270
Phe
Gln
Leu
Leu
Ser
350
His
Ile
Ser
Gly
Leu

430

Glu

Leu

175

Gly

Cys

Pro

Glu

Tyr

255

Lys

Ala

Leu

Arg

Ala

335

Pro

Val

Gly

Thr

Glu

415

Leu

Ala

Leu

Pro

His

Gly

Ile

240

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro

320

Phe

Met

Pro

Leu

Leu

400

Val

His

Ala

(@]
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Ala

Ser

465

Arg

Ile

Val

Val

450

Glu

Ile

Asp

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
223>

<400>

Gln Pro

Ser Phe

Gln Arg

Val Leu
500

Asp Glu
515

12
528
PRT

Tyr

Ser

Pro

485

Asp

Leu

Homo sapiens

Gln

Asp

470

Phe

Ser

Asp

Asp

455

Ala

Ser

Pro

Thr

Gln

Lys

Val

Gln

Leu
520

CARACTERTSTICAS_DIVERSAS
(1)..(528)
Tirosina 3-monooxigenasa

12

Met Pro Thr Pro

1

Ala

Gly

Thr

Phe

65

Glu

Asp

Leu

Arg

Giu
145

Val

Gln

Ala

50

Ile

Ala

Pro

Asn

Ala
130

Thr

Ser Glu
20

Gly Ala
35

Ala Pro

Gly Arg

Ala Val

Leu Glu

100

Leu Leu
115

Val Lys

Arg Pro

Asp

Leu

Pro

Ala

Arg

Ala

85

Ala

Phe

Val

Ala

Ala

Asp

Gly

Ala

Gln

70

Ala

Val

Ser

Phe

Gln
150

Thr

Ala

Pro

Ser

55

Ser

Ala

Ala

Pro

Glu
135

Arg

Thr

Lys

Ser

40

Tyr

Leu

Ala

Phe

Arg
120

Thr

Pro

Thr

Asp

Lys

Ala

505

Ala

Pro

Gln

25

Leu

Thr

Ile

Ala

Glu

105

Ala

Phe

Arg

Tyr

Lys

Phe

490

vVal

His

Gln

10

Ala

Thr

Pro

Glu

Ala

90

Glu

Thr

Glu

Ala

17

Gln

Leu

475

Asp

Arg

Ala

Ala

Glu

Gly

Thr

Asp
75

Val

Lys

Lys

Ala

Gly
155

Ser

460

Arg

Pro

Arg

Leu

Lys

Ala

Ser

Pro

60

Ala

Pro

Glu

Pro

Lys
140

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser

Ser
525

Gly

Ile

Pro

45

Arg

Arg

Ser

Gly

Ser
125

Ile

Pro

Tyr

Tyr

Thr

Leu

510

Ala

Phe

Met

30

Trp

Ser

Lys

Glu

Lys

110

Ala

His

His

Phe

Ala

Leu

495

Gilu

Ile

Arg

15

Val

Pro

Pro

Glu

Pro

95

Ala

Leu

His

Leu

Val

Ser

480

Ala

Gly

Gly

Arg

Arg

Gly

Arg

Arg

Gly

Val

Ser

Leu

Glu
160
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Tyr

Ser

Lys

His

Phe

225

Ala

Ala

Leu

Leu

Asp

305

Val

His

Met

Ala

385

Tyr

Lys

Cys

Phe

Gly

Val

Leu

210

Ser

Phe

Glu

Tyr

Glu

290

Val

Ala

Val

Ser

Leu

370

Ser

Trp

Ala

Leu

Val

Val

Pro

195

Val

Asp

Gln

Glu

BAla

275

Arg

Ser

Gly

Phe

Pro

355

Ala

Leu

Phe

Tyr

Ser

Arg
Arg
180
Trp
Thr
Gln
Tyr
Ile
260
Thr
Phe
Arg
Leu
Gln
340
Glu
Asp
Gly
Thr
Gly

420

Glu

Leu
165
Gln
Phe
Lys
Val
Arg
245
Ala
His
Ser
Phe
Leu
325
Cys
Pro
Arg
Ala
Val
405

Ala

Glu

Glu

Val

Pro

Phe

Tyr

230

His

‘Thr

Ala

Gly

Leu

310

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

390

Glu

Gly

Pro

Val
Ser
Arg
Asp
215
Arg
Gly
Trp
Cys
Tyr
295
Lys
Ala
Gln
Cys
Phe
375
Asp
Phe

Leu

Glu

Arg

Glu

Lys

200

Pro

Gln

Asp

Lys

Gly

280

Arg

Glu

Arg

Tyr

Cys

360

Ala

Glu

Gly

Leu

Ile

Arg

Asp

185

Val

Asp

Arg

Pro

Glu

265

Glu

Glu

Arg

Asp

Ile

345

His

Gln

Glu

Leu

Ser

425

Arg

Gly

170

Val

Ser

Leu

Arg

ile

250

Val

His

Asp

Thr

Phe

330

Arg

Glu

Phe

Ile

Cys

410

Ser

Ala

18

Asp

Arg

Glu

Asp

Lys

235

Pro

Tyr

Leu

Asn

Gly

315

Leu

His

Leu

Ser

Glu

395

Lys

Tyr

Phe

Leu

Ser

Leu

Leu

220

Leu

Arg

Thr

Glu

Iie

300

Phe

Ala

Ala

Leu

Gln

380

Lys

Gln

Gly

Asp

Ala

Pro

Asp

205

Asp

Ile

Val

Thr

Ala

285

Pro

Gln

Ser

Ser

Gly

365

Asp

Leu

Asn

Glu

Pro

Ala

Ala

190

Lys

His

Ala

Glu

Leu

270

Phe

Gln

Leu

Leu

Ser

350

His

Ile

Ser

Gly

Leu

430

Glu

Leu

175

Gly

Cys

Pro

Glu

Tyr

255

Lys

Ala

Leu

Arg

Ala

335

Pro

Val

Gly

Thr

Glu

415

Leu

Ala

Leu

Pro

His

Gly

Ile

240

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro

320

Phe

Met

Pro

Leu

Leu

400

Val

His

Ala

- 006G tag



Ala

Ser

465

Arg

Ile

Val

Val

450

Glu

Ile

Asp

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

435

Gln

Ser

Gln

Val

Asp

515

13
498
PRT

Rattus norvegicus

Pro

Phe

Arg

Leu

500

Glu

Tyr

Ser

Pro

485

Asp

Leu

Gln

Asp

470

Phe

Ser

Asp

Asp

455

Ala

Ser

Pro

Thr

440

Gln

Lys

Val

Gln

Leu
520

CARACTERISTICAS_DIVERSAS
(1) ..(498)
Tirosina 3-hidroxilasa

13

Met Pro Thr

1

Ala

Arg

Arg

Pro

65

Ala

Leu

His

Leu

Val

Phe

Glu

50

Gly

Val

Ser

Leu

Glu
130

Ser

Ile

35

Ala

Asn

Leu

Arg

Glu

115

Tyr

Pro

Glu
20

Gly

Ala

Pro

Asn

Ala

100

Thr

Phe

Ser

Gln

Arg

Ala

Leu

Leu

85

Val

Arg

Val

Ala

Asp

Arg

Ala

Glu

70

Leu

Lys

Pro

Arg

Pro

Ala

Gln

Ala

55

Ala

Phe

Val

Ala

Phe
135

Ser

Lys

Ser

40

Ala

Val

Ser

Phe

Gln

120

Glu

Thr

Asp

Lys

Ala

505

Ala

Pro

Gln
25

Leu

Ala

Val

Leu

Glu

105

Arg

Val

Tyr
Lys
Phe
490

Val

His

Gln
10

Ala

Ile

Ala

Phe

Arg

Thr

Pro

Pro

19

Gln

Leu

475

Asp

Arg

Ala

Pro

Glu

Glu

Ala

Glu

75

Gly

Phe

Leﬁ

Ser

Ser

460

Arg

Pro

Arg

Leu

Lys

Ala

Asp

Val

60

Glu

Thr

Glu

Ala

Gly
140

445

Val

Ser

Tyr

Ser

Ser
525

Gly

Val

Ala

45

Ala

Arg

Lys

Ala

Gly

125

Asp

Tyr

Tyr

Thr

Leu
510

Ala

Phe

Thr
30

Arg

Ser

Asp

Pro

Lys

110

Ser

Leu

Phe

Ala

Leu

495

Glu

Ile

Arg
15

Ser

Lys

Ser

Gly

Ser

95

Ile

Pro

Ala

Val

Ser

480

Ala

Gly

Gly

Arg

Pro

Glu

Glu

Asn

80

Ser

His

His

Ala

-
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Leu

145

Glu

Cys

Fro

Glu

Tyr

225

Lys

Gln

Leu

Arg

Ala

305

Pro

Val

Gly

Thr

Glu

385

Leu

Thr

Leu

Asp

His

Gly

Ile

210

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro

290

Phe

Met

Pro

Leu

Val

370

Leu

His

Ala

Ser

Lys

His

Phe

195

Ala

Ala

Leu

Leu

Asp

275

Val

Arg

His

Met

Ala

355

Tyr

Lys

Ser

Ala

Ser

Val

Leu

180

Ser

Phe

Glu

Tyr

Glu

260

Val

Ala

Val

Ser

Leu

340

Ser

Trp

Ala

Leu

Val
420

Val

Pro
165

‘Val

Asp
Gln
Glu
Ala
245
Arg
Ser
Gly
Phe
Pro
325
Ala
Leu
Phe
Tyr
Ser

405

Gln

Arg

150

Trp

Thr

Gln

Tyr

Ile

230

Thr

Tyr

Arg

Leu

Gln

310

Glu

Asp

Gly

Thr

Gly

390

Glu

Pro

Arg

Phe

Lys

Val

Lys

215

Ala

His

Cys

Phe

Leu

295

Cys

Pro

Arg

Ala

Val

375

Ala

Glu

Tyr

Val

Pro

Phe

Tyr

200

His

Thr

Ala

Gly

Leu

280

Ser

Thr

Asp

Thr

Ser

360

Glu

Gly

Pro

Gln

Ser

Arg

Asp

185

Arg

Gly

Trp

Cys

Tyr

265

Lys

Ala

Gln

Cys

Phe

345

Asp

Phe

Leu

Glu

Asp
425

Asp

Lys

170

Pro

Gln

Glu

Lys

Arg

250

Arg

Glu

Arg

Tyr

Cys

330

Ala

Glu

Gly

Leu

Val

410

Gln

20

Asp.

155

Val

Asp

Arg

Pro

Glu

235

Glu

Glu

Arg

Asp

Ile

315

His

Gln

Glu

Leu

Ser

385

Arg

Thr

Val

Ser

Leu

Arg

Ile

220

vVal

His

Asp

Thr

Phe

300

Arg

Glu

Phe

Ile

Cys

380

Ser

Ala

Tyr

Arg

Glu

Asp

Lys

205

Pro

Tyr

Leu

Ser

Gly

285

Leu

His

Leu

Ser

Glu

365

Lys

Tyr

Phe

Gln

Ser

Leu

Leu

190

Leu

His

Val

Glu

Ile

270

Phe

Ala

Ala

Leu

Gln

350

Lys

Gln

Gly

Asp

Pro
430

Ala

Asp

175

Asp

Ile

Val

Thr

Gly

255

Pro

Gln

Ser

Ser

Gly

335

Asp

Leu

Asn

Glu

Pro

415

Val

Arg

160

Lys

His

Ala

Glu

Leu

240

Phe

Gln

Leu

Leu

Ser

320

His

Ile

Ser

Gly

Leu

400

Asp

Tyr
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Phe Val

Ala Ser
450

Leu Ala

465

Glu Gly

Ile Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Ser Glu Ser Phe

435

Arg Ile Gln Arg

Ile Asp Val Leu

470

Val Gln Asp Glu

14
498
PRT

485

Mus musculus

Asn

Pro

455

Asp

Leu

Asp

440

Phe

Ser

His

CARACTERTSTICAS_DIVERSAS
(1) ..(498)
Tirosina 3-hidroxilasa

14

Met Pro Thr

1

Ala Val

Arg Phe

Arg Glu

50

Pro Gly

65

Ala Val

Leu Ser

His Leu

Leu Glu

130

Leu Leu

Ser

Ile

35

Ala

Asn

Leu

Arg

Glu

115

Tyr

Ser

Pro

Glu

20

Gly

Ala

Pro

Asn

Ala

100

Thr

Phe

Ser

Ser

Gln

Arg

Ala

Leu

Leu

85

Leu

Arg

Val

Val

Ala

Asp

Arg

Ala

Glu

70

Leu

Lys

Pro

Arg

Arg

Ser

Thr

Gin

Ala

55

Ala

Phe

Val

Ala

Phe

135

Arg

Ser

Lys

Ser

40

Ala

Val

Ser

Phe

Gln

120

Glu

Val

Ala

Ser

Pro

Thr

Pro
Gln
25

Leu
Ala
Val
Leu
Glu
105
Arg

Val

Ser

Lys

Val

His

Leu
490

Gln

10

Ala

Ile

Ala

Phe

Arg

90

Thr

Pro

Pro

Asp

21

Asp

Lys

Thr

475

Ala

Pro

Glu

Glu

Ala

Glu

75

Gly

Phe

Leu

Ser

Asp

Lys

Phe

460

Ile

His

Lys

Ala

Asp

Val

60

Glu

Thr

Glu

Ala

Gly

140

Val

Leu Arg Asn Tyr

445

Asp Pro Tyr Thr

Gln Arg Ser Leu

480

Ala Leu Ser Ala

Gly

Val

Ala

45

Ala

Arg

Lys

Ala

Gly

125

Asp

Arg

Phe

Thr

30

Arg

Ser

Asp

Pro

Lys
110

Ser

Leu

Ser

495

Arg

15

Ser

Lys

Ala

Gly

Ser

95

Ile

Pro

Ala

Ala

Arg

Pro

Glu

Glu

Asn

80

Ser

His

His

Ala

Arg
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145

Glu

Cys

Pro

Glu

Tyr

225

Lys

Gln

Leu

Arg

Ala

305

Pro

Val

Gly

Thr

Glu

385

Leu

Thr

Phe

Asp

His

Gly

Ile

210

Thr

Gly

Leu

Glu

Pro

290

Phe

Met

Pro

Leu

Val

370

Leu

His

Ala

Val

Lys

His

Phe

195

Ala

Lys

Leu

Leu

Asp

275

Val

Arg

His

Met

Ala

355

Tyx

Lys

Ser

Ala

Ser

Val

Leu
180

Ser

Phe

Glu

Tyr

Glu

260

Val

Ala

Val

Ser

Leu

340

Ser

Trp

Ala

Leu

Val

420

Glu

Pro
165
Val
Asp
Gln
Glu
Ala
245
Arg
Ser
Gly
Phe
Pro
325
Ala
Leu
Phe
Tyr
Ser
405

Gln

Ser

150

Trp

Thr

Gln

Tyr

Ile

230

Thr

Tyr

His

Leu

Gln

310

Glu

Asp

Gly

Thr

Gly

390

Glu

Pro

Phe

Phe

Lys

Ala

Lys

215

Ala

His

Cys

Phe

Leu

295

Cys

Pro

Arg

Ala

Val

375

Ala

Glu

Tyr

Ser

Pro
Phe
Tyr
200
Gln
Thr
Ala
Gly
Leu
280
Ser
Thr
Asp
Thr
Ser
360
Glu
Gly
Pro

Gln

Asp

Arg

Asp
185

Arg

Gly

Trp

Cys

Tyr

265

Lys

Ala

Gln

Cys

Phe

345

Asp

Phe

Leu

Glu

Asp

425

Ala

Lys
170

Pro

Gln

Glu

Lys

Arg

250

Arg

Glu

Arg

Tyr

Cys

330

Ala

Glu

Gly

Leu

Val

410

Gln

Lys

22

155

Val

Asp

Arg

Pro

Glu

235

Glu

Glu

Arg

Asp

Ile

315

His

Gln

Glu

Leu

Ser

395

Arg

Thr

Asp

Ser

Leu

Arg

Ile

220

Val

His

Asp

Thr

Phe

300

Arg

Glu

Phe

Ile

Cys

380

Ser

Ala

Tyr

Lys

Glu

Asp

Lys

205

Pro

Tyr

Leu

Ser

Gly

285

Leu

His

Leu

Ser

Glu

365

Lys

Tyr

Phe

Gln

Leu

Leu

Leu
190

Leu

His

Ala

Glu

Ile

270

Phe

Ala

Ala

Leu

Gln

350

Lys

Gln

Gly

Asp

Pro

430

Arg

Asp
175

Asp

Ile

Val

Thr

Ala

255

Pro

Gln

Ser

Ser

Gly

335

Asp

Leu

Asn

Glu

Pro

415

Val

Asn

160

Lys

His

Ala

Glu

Leu

240

Phe

Gln

Leu

Leu

Ser

320

His

Ile

Ser

Gly

Leu

400

Asp

Tyr

Tyr
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Ala

Leu
465

23

435 440 445

Ser Arg Ile Gln Arg Pro Phe Ser Val Lys Phe Asp Pro Tyr Thr
450 455 460

Ala Ile Asp Val Leu Asp Ser Pro His Thr Ile Arg Arg Ser Leu
470 475 480

Glu Gly Val Gln Asp Glu Leu His Thr Leu Thr Gln Ala Leu Ser Ala
485 490 495

Ile Ser

<210> 15

<211> 145

<212> ADN

<213> wvirus asociado con adeno 2

<220>

>

<221> CARACTERTSTICAS_DIVERSAS
<222> (1)..(145)
<223> secuencia terminal izgquierda

<400> 15

ttggccactc cctcetetgeg cgectegeteg ctecactgagg ccgggecgace aaaggtcgec

cgacgcccgg gctttgeccg ggecggectca gtgagcgage gagcgcgcag agagggagtg

gccaactcca tcactagggg ttect

<210> 16
<211> 145
<212> ADN

<213> virus asociado con adeno 2

<220>
<221> CARACTERISTICAS_DIVERSAS
222>  (1)..(145)

<223> secuencia terminal derecha

<400> 16

aggaacccct agtgatggag ttggccactc cctctctgeg cgctcgeteg ctcactgagg

ccgcecggge aaagcccgqgg cgtcgggega cctttggteg cccggectca gtgagcgage

gagcgcgcag agagggagtg gccaa

<210> 17
<211> 484
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERiSTICAS_DIVERSAS

<222> (1)..(484)

<223> Secuencia promotora de Synapsin 1 (SYN1)

<400> 17

ctagactcta gctgcagagg gacctgcgta tgagtgcaag tgggttttag gaccaggatg

60

120

145

60

120

145



aggcggggtg
cccattceccce
ggcgegtgeg
gcgcgecace
actccectte
cacgcgaggce
tcagcgectge
tcga

<210> 18
<211> 748

<212> ADN
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400> 18
atggagaagg

gggttcccey
cggcccgagy
gaggaggata
tcgetgggceyg
gccatgcagt
atatttgatg
tgtgagcatc
caagtccttg

gttcaggagc
ggagtcgggg

atgaacagca

cgggaagagt

<210> 19
<211> 155
<212> ADN
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

<400> 19

ggggtgccta
aaattgcgceca
cactgccagc
gccgcectcag
ccggcecacct
gcgagatagg

ctcagtctgce

Homo sapiens

. {748)

gcectgtgeg
agcgggatcc
ccaagagcgc
acgagctgaa
agaaccccca
tcttcaccaa
aagatcatga
acttggttcc
gcctcagcaa

gccttacaaa
tagtggttga

gaactgtgac

tcctgactcet

Virus de simio

. (155)

cctgacgacc
tcecectatea
ttcagcaccg
cactgaaggc
tggtcgcgte
ggggcacggg

ggtgggcagc

CARACTERISTICAS_DIVERSAS
(1)
GTP ciclohidrolasa 1

ggcaccggcg
gccgcggcecce
gcagcccgeg
cctecectaac
gcggcaaggg
gggctaccag
tgagatggtg
atttgttgga
acttgcgagg

acaaattgcet
agcaacacac

cagcacaatg

cattagga

40

CARACTERTSTICAS_DIVERSAS
(1).
secuencia de poli-adenilacién temprana

(GCH1),

24

gaccccgacc
gagaggggga
cggacagtgce
gcgctgacgt
cgcgcecgecyg
cgcgaccatc

ggaggagtcg

gagaagccgc
gggcccagca
gacggctgga
ctggcagccg
ctgctcaaga
gagaccatct
attgtgaagg
aaggtccata
attgtagaaa

gtagcaatca
atgtgtatgg

ttgggtgtgt

cactggacaa
ggggaaacag
cttcgececcece
cactcgccgg
ccggcccagce
tgcgetgegg

tgtcgtgect

ggggcgcecag
ggccggcgga
agggcgageg
cctactcgte
cgcectggag
cagatgtcct
acatagacat
ttggttatct
tctatagtag

cggaagcctt
taatgcgagg

tcecgggagga

gcacccaacc
gatgcggcga
gcctggegge
tccceecgeaa
cggaccgcac
cgccggegac

gagagcgcag

variante de transcripto 1

gtgcagcaat
gaagcccccyg
gcccegcage
catcctgage
ggcggccteg
aaacgatgct
gttttccatg
tcctaacaag
aagactacaa

gcggcectgcet
tgtacagaaa

tccaaagact

ttcgagcaac ttgtttattg cagcttataa tggttacaaa taaagcaata gcatcacaaa

tttcacaaat aaagcatttt tttcactgca ttctagttgt ggtttgtcca aactcatcaa

120

180

240

300

360

420

480

484

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
660

720

748

60

120

066205
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tgtatcttat catgtctgga tcgtctagca tcgaa

<210> 20
<211> 192
<212> ADN
<213>

<220>
<22.>
222>
<22Z>

<400> 20
cagacatgat

aatgctttat
ataaacaagt
gggaggtttt
<210> 21
<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<z21>
<222>
<223>
<400> 21

atgcccaccc
ctggacgcca
ctcatecgagg
ccctecggage
gtgctaaacc
aaggytgt=ztg
ccgcgagetg
ctgaccgccec
cccaaggtcec
accaagttcg
cagcgcagga
cgtgtggagt
ggcctctacg
ttcagcgget
gagcgcacgg
gccagectgg

atgcactccc

gaccgcacct

1490

. (182)

Virus de simio 40

CARACTERfSTICAS_DIVERSAS
(1) .
secuencia de poli-adenilacién tardia

aagatacatt gatgagtttg gacaaaccac aactagaatg cagtgaaaaa

ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgctttatt

taacaacaac aattgcattc attttatgtt

tt

Homo sapiens

. (1490)

ccgacgccac
agcaggcaga

acgcccgceaa
ccggggaccce
tgctettcte
agacgtttga
ggggccccca
tgctcagtygg
cctggttccece
accctgacct
agctgattgce
acaccgccga
ccacgcacgc
accgggaaga
gcttccagcet
ccttecegegt
ctgagccgga

tcgcgecagtt

CARACTERfSTICAS_DIVERSAS
(1y.
Tirosina hidroxilasa

cacgccacag
ggccatcatg

ggagcgggag
cctggaggcet
ccecgagggcec
agccaaaatc
cctggagtac
tgtgcgececag
aagaaaagtg
ggacttggac
tgagatcgcc
ggagattgcec
ctgcggggag
caatatcccc
gcggcctgtg
gttccagtgce
ctgctgccac

ctcgcaggac

(TH),

tgtaaccatt

tcaggttcag

ataagctgca

ggggaggtgt

variante de transcripto 2

gccaagggcet
tccecegeggt

gcggcggtgg
gtggcctttg
accaagccct
caccatctag
ttcgtgegece
gtgtcagagg
tcagagctgg
cacccgggcet
ttccagtaca
acctggaagg
cacctggagg
cagctggagg
gccggectge

acccagtata

gagctgctgg

attggcctygg

tcecgecaggge
tcattgggcg

cagcagcggce
aggagaagga
cggegetgte
agacccggec
tcgaggtgeg
acgtgcgcecag
acaagtgtca
tctcggacca
ggcacggcga
aggtctacac
cctttgettt
acgtctcccg
tgtcegeeeg
tcecgecacge
ggcacgtgcc

cgtccctggg

cgtgtctgag
caggcagagc

cgctgcecagte
ggggaaggcce
ccgagetgtg
cgcccagagg
ccgaggggac
cceegegyggyg
tcacctggtc
ggtgtaccgc
ccecgattccece
cacgctgaag
gctggagcgce
cttcctgaag
ggacttcctg
gtcctegececce
catgctggcec

ggcctcggat

155

60

120

180

192

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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gaggaaattg agaagctgtc cacgectgtac tggttcacgg tggagttcgg gcectgtgtaag 1140
cagaacgggg aggtgaaggc ctatggtgcc gggctgcectgt cctecctacgg ggagctcectg 1200
cactgcctgt ctgaggagec tgagattcgg gecttcecgacce ctgaggetge ggecgtgcag 1260
ccctaccaag accagacgta ccagtcagtc tacttcgtgt ctgagagcectt cagtgacgcec 1320
aaggacaagc tcaggagcta tgcctcacgce atccagcegcecc ccttcectceccgt gaagttcgac 1380
ccgtacacgc tggccatcga cgtgctggac agcccccagg ccgtgeggeg ciccectggag 1440
ggtgtccagg atgagctgga cacccttgecc catgcgctga gtgccattgg 1490
<210> 22

<21.> €10

<21Z> ADN

<21:z>

<220>

<221> CARACTERiSTICAS_DIVERSAS

<222> (1)..(610)

<223> secuencia de elemento regulador post-transcripcional del virus de hepatitis
B Woodchuck (WHVS)

<400> 22

cgtcgacaat caacctctgg attacaaaat ttgtgaaaga ttgactggta ttcttaacta 60
tgttgctcct tttacgctat gtggatacgc tgctttaatg cctttgtatc atgctattge 120
ttccegtatg getttecattt tcectceccteccectt gtataaatcce tggttgectgt ctcectttatga 180
ggagttgtgg cccgttgtca ggcaacgtgg cgtggtgtge actgtgtttg ctgacgcaac 240
ccccactggt tggggcattg ccaccacctg tcagcectectt tccgggactt tcgcectttecce 300
cctccctatt geccacggegg aactcatcge cgectgectt gecccgcectget ggacagggge 360
tcggectgttg ggcactgaca attccgtggt gttgtcgggg aagctgacgt cctttccatg 420
gctgctecgee tgtgttgcca cctggattcet gcgcgggacg tccttetget acgtcectte 480
ggccct.caat ccagcggacce ttccttcccecg cggectgetg ccggectctge ggectettec 540
gcgtettcecge cttcecgeccte agacgagtecg gatctcecctt tgggccgcct cceccgectgg 600
aattcgagct 610

virus de hepatitis B Woodchuck

000207
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B4 the applicant D the inventor
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[] the agent

[ the common representative
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Where a translation of the international application must be fumished to an elected Office, that translation
must contain & translation of any annexes to the international preliminary report on patentability. It is the
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For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume Il of the
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and industrial applicability described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of international
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PCT/EP2010067155 09.11.2010 09.11.2009

| Inlemational Patent Classification {tPC) or national classification and IPC
INV. A61K48/00

‘ Applicant

Genepod Therapeutics Ab

1. This report is the international preliminary examination report, established by this International Preliminary Examining
Authority under Article 35 and transmitted to the applicant according to Article 36.

2. This REPORT consists of a total of 8 sheets, inciuding this cover sheet.

3. This reportis also accompanied by ANNEXES, comprising:
a. B (sent to the applicant and to the Intemational Bureau) a total of 23 sheets, as follows:

B sheets of the description, claims and/or drawings which have been amended andér sheets containing
rectifications authorized by this Authority, unless those sheets were superseded or cancelled, and any
accompanying letters (see Rules 46.5, 66.8, 70.16, 91.2, and Section 607 of the Administrative
Instructions).

[0 sheets containing rectifications, where the decision was made by this Authority not to take them into account
because they were not authorized by or notified to this Authority at the time when this Authority began to
draw up this repont, and any accompanying letters (Rules 66.4bis, 70.2(e), 70.18 and 91.2).

[0 superseded sheets and any accompanying letters, where this Authority either considers that the
superseding sheets contain an amendment that goes beyond the disclosure in the international application
as filed, or the superseding sheets were not accompanied by a letter indicating the basis for the
amendments in the application as filed, as indicated in item 4 of Box No. | and the Supplemental Box (see
Rule 70.16(b)).

b. 0 (sent to the International Bureau only) a total of (indicate type and number of electronic carrier(s)) , containing a

sequence listing, in electronic form only, as indicated in the Supplemental Box Relating to Sequence Listing (see
‘ paragraph 3bis of Annex C of the Administrative Instructions).

4. This report contains indications relating to the following items:

X Box No. | Basis of the report
0 BoxNo.lt  Priority
CJ BoxNo. lil  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
2l Box No. IV Lack of unity of invention
B BoxNo.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement
(0 Box No.Vl Certain documents cited
O Box No. Vil Certain defects in the international application
& Box No. Vill Certain observations on the international application
Date of submission of the demand Date of complstion of this report
09.09.2011 21.02.2012
— F o
Name and mailing address of the intemational Authorized officer - guuy i é
p-eliminary examining authority: P ?
European Patent Office i Q‘
D-80298 Munich Sommer, Birgit H ‘-0) H
Tel. +49 89 2399 - 0 Ly i
Fax: +49 89 2399 - 4465 Telephone No. +49 89 2389-7099 "-f.,,..m-"’s

Form PCGTAPEA/409 (Cover Sheet) (July 2011)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2010067155

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
M the international application in the language in which it was filed
O atranslation of the international application into , which is the language

of a translation furnished for the purposes of:

(] international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
O publication of the international application (under Rule 12.4(a))
[0 international preliminary examination (under Rules 55.2(a) andfor 55.3(a) and (b))

2. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as "originally filed"” and are not annexed to this report):

Description, Pages
1-86 as originally filed

Sequence {istings, SEQ ID NO
1-22 as originally filed

Claims, Numbers
1-84 filed with the letter of 07-09-2011

Drawings, Sheets
141-11A1 as originally filed

& asequence listing - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.

3. @ The amendments have resulted in the cancellation of;

O the description, pages

& the claims, Nos. 85-105

O the drawings, sheetsfigs

[J the sequence listing (specify):

[J any table(s) related to sequence listing (specify):

4. B This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since either they are considered to go beyond the disclosure as filed, or they were not
accompanied by a letter indicating the basis for the amendments in the application as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rules 70.2(c) and {(c-bis)):

O the description, pages

™ the claims, Nos. 21

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify).

00n213

Form PCTAPEA/409 (July 2011)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2010067155

5. 0 This report has been established:

[0 taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this Authority
under Rule 91 (Rules 66.1(d-bis) and 70.2(e)).

O without taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to this
Authority under Rule 91(Rules 66.4bis and 70.2(e)).

6. 0 Supplementary international search report(s) from Authority(ies) hashave been received and taken into
account in establishing this report (Rule 45bis.8(b) and (c)).

’ Box No. IV Lack of unity of invention

1. 0J In response fo the invitation to restrict or pay additional fees, the applicant has, within the applicable time
limit:

O restricted the claims.

[J paid additional fees.

] paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee.

O paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid.

O neither restricted the claims nor paid additional fees.

2. ® This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to
Rule 68.1, not to invite the applicant to restrict or pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3
is:

O complied with.
' ® not complied with for the following reasons:

see separate sheet

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:
& all parts.

O the parts relating to claims Nos. .

000214

Form PCTAPEA/409 (July 2011)
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ON PATENTABILITY PCT/EP2010067155

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial
applicabiiity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-84
No: Claims

Inventive step (IS) Yes: Claims 1-84
No: Claims

Industrial applicability (I1A) Yes: Claims 1-84
No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet

Box No. VIiI Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or
fumished:

a. (means)
] on paper
& in electronic form

b. (time)
® in the international application as filed
[0 together with the international application in electronic form
[0 subsequently to this Authority for the purposes of search and/or examination
O to this Authority as an amendment on

2. [J In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,

the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

If item 4 in Box No. | applies, the sequence listing, which forms part of the basis of the report, may be marked
"superseded.”

000716

Form PCTAPEA/409 (July 2011)



L 4

INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/067155

Reference is made to the following documents:
D1 WO 97/18319 At

The present application discloses an AAV2 vector expressing GTP cyclohydrolase 1
(GCH1) and tyrosine hydroxylase (TH) under control of two human synapsin
promoters and comprising an additional WPRE sequence. Said vector is useful for the
treatment of Parkinson's disease.

Re item IV:
1 The amended claims were restricted to subject-matter relating to the first

group of inventions mentioned in the Intemational Search Report (ISR).
Therefore, the present set of claims comply with the requirements of unity as
set forth in the PCT regulations (Article 34(3), Rule 13 PCT).

However, the description still relates to the three groups of inventions
mentioned in the International Search Report (ISR) which are not so linked as
to form a single general inventive concept. The technical problem underlying
all groups of inventions seems to be the provision of further one-vector
expression systems for the simultaneous coexpression of GCH1 and TH. The
application solves this problem by providing vectors comprising GCH1 and TH
encoding sequences either under control of two separate promoters, linked by
an IRES sequence and controlled by a single promoter or linked by an IRES
sequence and controlled by terminal repeats, respectively. it is not apparent
which common technical feature among said three types of vectors defines an
inventive contribution over the prior art. Consequently, any of the three types
of vectors disclosed in the application represents a separate invention and the
application as a whole is still non-unitary.

Re ltem V:

2 Amended claims 1-84 are novel in view of the available prior art (Article 33(2)
PCT).

3 D1, which is considered as most relevant prior art, discloses the simultaneous

coexpression of TH and GTP cyclohydrolase for the treatment of Parkinson's
disease and suggests a viral vector, e.g. an AAV vector, or a nonviral vector
for said purpose, optional with two promoters or with an IRES sequence. As
example, D1 discloses a retroviral vector comprising a GCH1-IRES-TH
sequence under control of a retroviral LTR (D1, e.g. page 5, line 36 - page 6,
line 28; page 8, line 8 - page 9, line 10; claims, example 5).

[l
]
H
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The problem is formulated as the provision of further one-vector expression

systems for the simultaneous coexpression of GCH1 and TH under control of
two promoters.

The application solves this problem by disclosing an AAV2 vector comprising
a first expression cassette comprising a GCH1 encoding sequence controlled
by a human synapsin 1 promoter and a second expression sequence
comprising a TH encoding sequence controlied by a human synapsin 1
promoter and an additional WPRE sequence.

The use of a bicistronic AAV vector for the coexpression of GCH1 and TH
controlled by two separate promoters is already suggested in general in D1.
D1 also discloses the order of the transgenes GCH1-TH used in the present
application.

Nevertheless, the specific one-vector expression system claimed in the
present application, i.e. an AAV vector comprising a first synapsin 1 promoter,
a GCH-1 coding sequence, a second synapsin 1 promoter, a TH encoding
sequence and a WPRE sequence exhibits unknown or unexpected effects in
comparison to those vectors disclosed or suggested in the prior art. As
outlined in applicant's letter of 09.09.2010, the WPRE element increases the
expression of TH such that the claimed vector provides the continuous
expression of both GCH-1 and TH in an optimal stoichiometry required for in
vivo L-DOPA synthesis. Furthermore, the small, strong endogenous synapsin
promoter enables cloning of the full length TH cDNA in the size limited AAV
vector.

Therefore, an inventive step can be acknowledged for the subject-matter of
claims 1-84 (Article 33(3) PCT).

4 Claims 59-68 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv) / 67.1(iv) PCT. The patentability
can be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for example,
does not recognise as patentable claims to the use of a compound in medical
treatment, but may allow claims to a product, in particular substances or
compositions for use in a first or further medical treatment.

Re Item VIil;

5 Claims 1, 10, 19, 20, 69 and 82 lack clarity due to the general terms
"biologically active fragment or variant thereof' without any functional or
structural limitations. This is not suitable to clearly define the scope of the
claims as the subject-matter is not sufficiently defined by technical features. A

- 8007216
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protein or nucleic acid in general has to be regarded as a chemical compound
which must be clearly characterized by reference to technical features but not
merely by its function or by a result to be achieved. Moreover, any protein can
exhibit non-specific biological activities, e.g. it can function as an antigen.
Unless no specific definition of the intended activity for the protein is present
in said claims, their subject-matter is not clear (Article 6 PCT)

6 Claim 9 attempts to define the subject-matter in terms of a result to be
achieved. Such a formulation is not allowable because it appears possible to
define the subject-matter in more concrete terms, viz. in terms of how the
effect is to be achieved (Article 6 PCT).

7 The definition of the TH:GCH1 ratio in claims 27 and 28 is open to
interpretation and thus unclear since no test system is mentioned in said
claims which allows verifying said functional definition.

8 The subject-matter of claims 39-43, 49-53 and 59-63 is unclear since it is
open to interpretation which diseases are associated with catecholamine
dysfunction (Article 6 PCT). It is left to the skilled person to determine for
which disease and how the claimed vector can be used.
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Claims

1. A one-vector expression system comprising:
- a first and a second expression cassette,

5
wherein said first expression cassette comprises
a nucleotide sequence comprising
a first promoter sequence operably linkad to
‘ a first nucleotide sequence,
10 sald first nucleotide sequence encoding a GTP-

cyclohydrolase 1 (GCH1; EC 3.5.4.18) polypeptide or
biologically active fragment or variant thereof, and

wherein said second expression cassette comprises
16 a nucleotide sequence comprising
a second promoter sequence operably linked to
a second nucleotide sequence
said second nucleotide sequence encoding a tyrosine
hydroxylase (TH; EC 1.14.16.2) polypeptide or a biologically
20 active fragment or variant thersof, and

‘ wherein the vector is an adeno associated vector (AAV) and

whereln said second nuclectide sequence Is operably linked to a Woedchuck
= 25 hepatitis virus post-transcriptional regulatory element (\WWPRE), and

wherein both said first and said second promoter are Synapsin1 promoters.

2. The vector of claim 1 wherein the GTP-cyclohydrolase 1 (GCH1; EC 3.5.4.16)

30 polypeptide or the biologically active fragment or variant thereof is at least 70%
identical to a polypeptide selected from the group consisting of SEQ ID NO. 1, SEQID
NO; 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 and SEQ ID NO. 6, and wherein
said tyrosine hydroxylase (TH; EC 1.14.16.2) poiypeptide or a biologically active
fragment or variant thereof is at least 70% identical to a polypeptide selected from the

14

3
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group consisting of SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10,
SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO. 14.

3, The vector of claim 1, wherein sald vector does not comprise a nucleotide
sequence encoding an aromatic amino acid decarboxylase (AADC) polypeptide.

4. The vector of claim 1, wherein said vector has a packaging capacity from 1 to 40
kb, for example from 1 to 30 kb, such as from 1 to 20 kb, for example from 1 to 15
kb, such as from 1 to 10, for example from 1 to 8 kb, such as from 2 to 7 kb, for
example from 3 to 6 kb, such as from 4 to 6 kb.

5. The vector of claim 1, whereln said vector has a packaging capacity from 4.5 to 4.8
kb.

6. The vector of claim 1, wherein the adeno assoclated vector (AAV) is an AAV2
vector.

7. The vector of claim 6 wherein the capsid of the AAV2 vector is packaged in an AAV
capsid other than an AAVZ capsid.

8. The vector of claim 7 wherein the AAV2 vector is packaged in an AAVS capsid.

9. The vector of any of claims 1 to 8, wherein sald vector Is functional in mammalian
cells.

10. The vector of claim 1, wherein said biologically active fragment comprises at least
50 contiguous amino acids, whereln any amino acid specified in the selected
sequence is altered to a different amino acid, provided that no more than 15 of the
amino acid residues in the sequence are so altered.

11. The vector of claim 10, wherein said biologically active fragment is the catalytic
domain of tyrosine hydroxylase.

006223
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12. The vector of claim 1, wherein said biologically active variant is a mutated tyrosine
hydroxylase polypeptide, wherein one or more of the residues §19, S31, $40 or
S404 have been altered to another amino acid residue.

13. The vector of any of claims 1 to 12, whereln saild GTP-cyctohydrolase 1 (GCH1)
polypeptide is at least 70% identical to a polypeptide salectsd from the group
consisting of SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5 and SEQ ID NO. 8, more preferably at least 75% identical to a polypeptide

‘ selected from the group consisting of SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NQ. 3,

10 SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 and SEQ ID NO. 6, more preferably at least 80%
identical to a polypeptide selected from the group consisting of SEQ ID NO. 1, SEQ
ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQID NO. 5 and SEQ ID NO. 8, more

il preferably at least 85% identical to a polypeptide selected from the group

consisting of SEQ 1D NO. 1, SEQ 1D NO. 2, SEQ ID NO, 3; SEQ ID NO. 4, SEQ ID

15 NO. § and SEQ ID NO. 6, more preferably at least 80% identical to a polypeptide
selected from the group consisting of SEQ ID NO. 1, SEQ iD NO. 2, SEQ ID NO. 3,
SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO, § and SEQ ID NO. 8, more preferably at least 95%
dentical to a polypeptide selected from the group consisting of SEQ 1D NO. 1, SEQ
ID NO. 2, SEQID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 and SEQ ID NO. 6, more

20 preferably at least 86% identical to a polypeptide selected from the group
consisting of SEQ ID NO. 1, SEQID NO. 2, SEQ ID NO. 3. SEQ ID NO. 4, SEQID

. NO. § and SEQ ID NO. 6, more preferably at least 97% identical to a polypeptide

selected from the group consisting of SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 3,
SEQ ID NQ. 4, SEQ ID NO. 5 and SEQ ID NO. 6, more preferably at least 98%

w7 25 identlcal to a polypeptide selected from the group conslsting of SEQ 1D NO. 1, SEQ
ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 and SEQ ID NO. 8, more
preferably at least 89% identical to a polypeptide selected from the group
consisting of SEQ 1D NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQID NO. 4, SEQ ID
NQ. § and SEQ ID NO. 6, more preferably 100% identical fo a polypeptide selected

30 from the group consisting of SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQID
NO. 4, SEQ ID NO. 5 and SEQ ID NO. 8.

[¢1]

14. The vector of any of claims 1 to 13, wherein said tyrosine hydroxylase (TH)
polypeptide Is at least 70% Identical to a polypeptide selected from the group
35 consisting of SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
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ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO. 14, more preferably at
ieast 75% identical to a pclypeptide selected from the group consisting of SEQ ID
NO. 7, SEQID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQID NO. 11, SEQID
NO. 12 SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO. 14, more prefsrably at least 80% identical
10 @ polypeptide selected from the group consisting of SEG: ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ 1D NO. 8, SEQ ID NQ. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13
and SEQ ID NO. 14, more preferably at leaet 85% identical to a polypeptide
selected from the group consisting of SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. §,
SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ 1D NO. 12 SEQ D NO. 13 and SEQ ID NO.
14, more preferably at least 90% identical to a polypeptide selected from the group
cansisting of SEQ ID NQ. 7, SEQ D NO. 8, SEQID NO. 9. SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO. 14, more preferably at
least 95% identical {o a palypeptide selected from the group consisting of SEQ ID
NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID
NO. 12 SEQ 1D NO. 13 and SEQ ID NO., 14, more preferably at least 96% identical
10 a polypeptide selected from the group consisting of SEQ /D NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ 1D NO. 12 SEQ ID NO. 13
and SEQ ID NO. 14, more preferably at least 87% identical to a polypeptide
selected from the group consisting of SEQ ID NO. 7, SEQ iD NO. 8, SEQ ID NO. 8§,
SEQ 1D NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO.
14, more preferably at lcast 98% identical to a pelypeptide selected from the group
consisting of SEQ 1D NO. 7, SEQ ID NQ. 8, SEQ ID NO. 9: SEQ ID NO. 10, SEQ
D NO. 11, SEQ ID NO, 12 SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO. 14, more preferably at
teast 98% identical to a polypeptide selected from the group consisting of SEQ 1D
NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQID
NO. 12 SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO. 14, more preferably 100% identical to a
polypeptide selected from the group consisting of SEQ 1D NO. 7, SEQ ID NO. 8,
SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13
and SEQ ID NO, 14,

15. The vector of claim 1, wherein said first expression cassettz or said second

expression cassette further comprises a polyadenylation sequence.

16. The vector of claim 1, wherein said first expression cassett2 and said second

expression cassette further comprises polyadenylation sequences.
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17. The vector of any of claims 15 or 16, wherein said polyadenylation sequence is a
5V40 polyadenylation sequence.

5 18. The vector of any of claims 15 to 17, wherein the 5' of sald polyadenyiation
sequence is operably linked to the 3° of said first and/or said second nucleotide
sequence.

‘ 19. The vector of claim 1, wherein said first nucleotide sequence encoding a GTP-
10 cyclohydrolase 1 (GCH1) polypeptide or a blologically active fragment or variant
thereof comprises the sequence of SEQ ID NO. 18,

hat 20. The vector of claim 1, wherein said second nucleotide sequence encoding a
tyrosine hydroxylase (TH) polypeptide or a biologically active fragment or variant
15 thereof comprises the sequence of SEQ ID NO, 21.

21. The vector of claim 1, wherein said Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional
regulatory element comprises a sequence that has at least 85 percent sequence
identity, preferably at least 90 to 95 percent sequence idertity, more preferably at

20 least 99 percent sequence identity to SEQ 1D NO: 22.
22. The vector of claim 1, wherein said Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional
‘ regulatory element comprises the sequence of SEQ 1D NC. 22.
— 25 23. The vector of any of claims 1 to 22 wherein the expression cassettes of said vector

comprises a §' terminal repeat and a 3’ terminal repeat.

24, The vector of claim 23, wherein the 5' and 3' terminal repeats are selected from
inverted Terminal Repeate [ITR] and Long Terminal Repeats [LTR].

30
25. The vector of claim 23, wherein the 5’ and 3’ terminal repeats are AAV Inverted
Terminal Repeats [ITR]. .
26. The vector of claim 25, wherein said Inverted Terminal Repeats comprises the
35 sequences of SEQ ID NO. 15 and SEQ ID NO. 16.
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27. fhe vector of any of claims 1 to 26 wherein the TH:GCH1 ratio is at least 3:1, such
as at least 4:1, for example at least 5:1, such as at least 6:1, for example at least
7:1, such as at least 10:1, for example 15:1, such as 20:1, for example 25:1, such
as 30:1, for example 35:1, such as 40:1, for example 45:1, such as 50:1.

28. The vector of any of claims 1 to 27 wherein the TH:GCH1 ratio is 7:1.

29. The vector of any of claims 27 to 28 wherein the ratio is determined by measuring
fhe activity of the expressed TH and GCH1 anzymes.

. 10

30. The vector of any of claims 27 to 28 wherein the ratio is deiermined by measuring
the amount of Tetrahydroblopterin (BH,).

31. The vector of any of claims 27 to 28 wherein the ratio is deiermined by the amount
18 of mRNA transgcribed.

32. The vector of any of claims 27 to 28 wherein the ratio Is determined by the amount
of protein oxpressed.

20 33. The vector according to any of the proceeding claims wherein said vector is the
vector defined in figure &,

‘ 34, The vector of any of claims 1 to 33 wherein said vector is a minimally integrating
vactor.

35. The vector of any of the claims 1 to 34, for use as a medicement.
36. An isolated host cell comprising the vector of any of claims 1 to 35,
'30 37. The host cell of claim 36, wherein said cell is selected from the group consisting of
eukaryotic cells, preferably mammalian cells, more preferably primate cells, more

preferably human celis.

38. The host ceil of claim 37, wherein the cell is selected from the group consisting of
35 Chinese hamster ovary cells, CHO-K1, baby hamster kidney cells, mouse
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fibrobiast-3T3 cells, African green monkey cell lines, rat adrenal
pheochromocytoma, AT3 cells, rat glial tumor celis, rat nevronal cells and rat
hippocampal cells.

5 39. Use of the vector of any of claims 1 to 35, for the preparation of a medicament for
the trestment of a disease associated with catecholamine dysfunction.

40. The use of claim 39, wherein the catecholamine dysfuncticn is catecholamine
deficiency.

41. The use of claim 39 wherein the catecholamine dysfunction is catecholamine
BXCOSS,

42. The use of claim 40, wherein the catecholamine deficiency is dopamine deficiency.

15
43. The use of claim 41, wherein the catacholamine excess is dopamine excess.
44. The use of any of claims 39 to 43 wherein said disease associated with
catecholamine dysfunclion is a disease, disorder or damage of the central and/or
20 peripheral nervous system.

45, The use of claim 44, wherein sald disease, disorder or darage of the central
and/or peripheral nervous system is a neurodegenerative disorder.

~ 25 48. The use of any of claims 39 to 45 wherein sald disease associated with
catecholamine dysfunction is a disease of the basal ganglia.

47.The use of any of claims 39 to 46, wherein said disease i3-selected from the group
congisting of Parkinsan's Disease (PD), DOPA responsive dystonia, ADHD,

30 schizophrenia, depression, vascular parkinsonism, assential tremor, chronic stress,
genetic dopamine receptor abnormalities, chronic opoid, cocaine, alcohol or
marijuana use, adrenal insufficiency, hyperlension, noradranaline deficiency, post-
traumnatic strass disorder, pathological gambling disorder, Jementia, Lewy body
dementia.

35
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48. The use of any of claims 39 to 46, wherein said neurodegenerative disorder is
Parkinson's Disaase (PD).

49. The vector of any of claims 1 to 35, for use in a method of treaiment of a disease
5 associated with catecholamine dysfunction.

50. The vector of claim 49, wherein the catecholamine dysfunction is catecholamine

deficiency.

10 51. The vector of claim 49 wherein the catecholamine dysfunction Is catecholamine

2XCess.

- 52. The vector of claim 50, wherein the catecholamine deficiercy is dopamine
deficiency.

15
§3. The vector of claim 51, wherein the catecholamine excess is dopamine excess.

54. The vector of any of claims 49 to 53 wherein said disease assoclated with
catecholamine dysfunction is a disease, disorder or damage of the central and/or

20 peripheral nervous system.

o 55. The vector of claim 54, wherein said disease, disorder or damage of the central
and/or peripheral nervous system is a neurodegenerative disorder.

et 25 56. The vector of any of claims 46 to 55 wherein said disease associated with
catecholamine dysfunction is a disease of the basal ganglia.

57. The vector of any of claims 48 to 55, wherein said disease is selected from the
group consisting of Parkinaon’s Disease (PD), DOPA rasponsiva dystonia, ADHD,
30 schizophrenia, depression, vascular parkinsonism, essential tremor, chronic stress,
genetic dopamine receptor abnormalities, chronic opoid, cocaine, alcohol or
marijuana use, adrenal insufficiency, hypertension, noradrenaline deficiency, post-
traumatic stress disorder, pathological gambling disorder, cementia, Lewy body
dementia.

35
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§8. The vector of any of claims 49 t0 56, wherein said neurodegenerative disorder is
Parkinson's Disease (PD).

59. A method of treating a disease associated with catecholamine dysfunction, in a
5 patient in need thereof, said method comprising administering to said individual the

x:/ector of any of claims 1 to 35.

60. The method of claim 69, wherein the catecholamine dysfunction ie catecholamine
. deficiency.

10
81. The method of claim 59 wherein the catecholamine dysfunction is catecholamine
excess.
62. The method of claim 60, wherein the catecholamine deficiency is dopamine
16 deficiency.

63. The method of claim 61, wherein the catecholamine excess is dopamine excess,

64. The method of any of claims 59 to 63 wherein said disease associated with
20 catecholamine dysfunction is a disease, disorder or damage of the central and/or
peripheral nervous system.

’ 65. The method of claim 64, wherein sald disease, disorder or damage of the central
and/or peripheral nervous system is a neuradegenerative disorder.

66. The method of any of claims 59 to 65 wherein said disease associated with
catecholamine dysfunction is a disease of the basal ganglia.

67. The method of any of claims 59 to 68, wherein said disease is selected from the
30 group consisting of Parkinson's Disease (PD), DOPA responsive dystonla, ADHD,
schizophrenia, depression, vascular parkinsonism, essential tremor, chronic stress,
genetic dopamine receptor abnormalities, chronic opoid, cccaine, aicohol or
marijuana use, adrenal insufficiency, hypertension, noradrenaline deficiency, post-
traumatic stress disorder, pathological gambiling disorder, dementia, Lewy body

35 dementia.
006228
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68. The method of any of claime 59 ta 66, wherein said neurccegenerative digorder is
Parkinson’'s Disease (PD).

L] 69. A phammaceutical composition for use in a method of treatment of Parkinson's
Diseass, said composition comprising a one-vector expression system and a
formulation for delivering said vector to the basal ganglla, wherein said one-vector
expreasion system comprises:

‘ 10 - afirst and a second expression cassette,

wherain said first expression cassette comprices
e 8 nucleotide sequence comprising
a first promoler sequence operably linkzd to
15 a first nucleotide sequence,
said first nucleotide sequence encoding a GTP-
cyclohydrolase 1 (GCH1; EC 3.5.4.16) polypeptide or a
biclogically active fragment or variant thereof, and

20 wherain sald second expresslon cassette comprises
a nucleotide sequence comprising
a second promoter sequence operably linked to
. a second nucleotide sequence
said second nuclectide sequence encoding a tyrosine
25 ' hydroxylase (TH; EC 1.14.16.2) polypeptide or a biologically
active fragment or variant thereof, and

wherein sald second nucleotide sequence is operably linked

{o a Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional
30 regulatory element (WPRE), and

wherein the vector is an adeno associated vector (AAV) and

wherein both said first and seid second promoter are Synapsin1 promoters.
36
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70. The composition of claim 69 wherein the GTP-cyciohydrolase 1 (GCH1)
polypeptide or the biologically active fragment or variant thereof s at least 70%
identical to a polypeptide selected from the group consistirg of SEQ ID NO. 1, SEQ
ID NO. 2, SEQID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 and SEQ ID NO. 8, and
wherein said tyrosine hydroxylase (TH) polypeptide or a bidlogically active fragment
or variant thereof is at least 70% identical to a polypeptide selected from the group
consisting of SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 and SEQ ID NO. 14.

71. The pharmaceutical composition of any of claims 69 to 70, wherein the formulation
comprises manitol, heparin or gadolinium based MRI contrast agents.

72. The pharmaceutical composition of any of claims 69 to 71 further comprising
trophlc factors or reversible proteasome inhibitors.

73. The pharmaceutical composition of any of claims 69 to 72, and a pharmaceutically
acceptable carrier or diluent,

74. The pharmaceutical composition of any of claims 69 to 73, formulated for
mdministration by injection, sublingual tablet or spray, cutaneous administration or

inhalation.

76. The pharmaceutical composition of claim 74, wherein the injection is intracranial,
intracerebral, intravenous, intravitreous, intranasal, intramuscular, intraspinal,
intraperitoneal, subcutaneous, a bolus or a continuous administration.

76. The pharmaceutical compaosition according to any of ciaims 69 to 75, wherein the
pH of the composition is between pH 4 and pH 10.

77. The pharmaceutical composition according to any of claims 69 to 76, wherein the
dosage of the vector is between 1.5E+10 and 2.2E+12 vector geanome copies per

milliliter putaminal grey matter.
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78. The pharmaceutical compasition according to any of claims 69 to 76, wherein
administration occurs at intervals of 30 minutes to 24 hours.

79. The pharmaceutical composition according to any of claims 69 to 76, wherein
administration occurs at intervals of 1 to 6 hours.

80.' The pharmaceutical composition according to any of claims 69 to 76, wherein the
duration of the treatment is from 6 to 72 hours.

81. The pharmaceutical composition according to any of claims 69 to 76, wherein the
duration of the treatment is life long.

82.A method for determining the expression ratlo of GTP cyclohydroxylase?
polypeptide (SEQ ID NOs. 1, 2, 3, 4, 5 and 6) and tyrosine hydroxylase polypeptide
(SEQID NOs. 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 and 14), respectively, or variants thereof, said
polypeptide encoded by the vector as defined in any of claims 1 to 34, comprising
measuring the:

a. enzymatic activity of the polypeptides, or

b. amount of BH, produced, or

¢. amount expressed of said polypeptides, or

d.level of transcribed mRNA carresponding to the polypeptides of GTP
cyclohydroxylase1 polypeptide and tyrosine hydroxylase, respectively.

83. The method of claim 82, wherein the ratio is determined by a combination of the
activity of sald polypeptides and the amount present of said polypeptides.

84.:A kit in parts, said kit comprising the pharmaceuticai composition of any of claims
69 to 83, and instructions for administration.
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7 September 2011 By fax: D049 89 2399-4465

Filing a Demand ~ Responsa to Written Opinion Vat No.: ok 271490601
International Patent Application No. PCT/EP2010/067155

Applicant: Genepod Therapeutics AB

Our raf,: P2220FC0O0

Enciosed please find a damand for preliminary examination in respect of the above PCT applicstion.

Please debit from our EPO deposit account no, 28030052 the handling fee and mxamination fee as specl-
fied in the fee calculation sheet.

Request

The applicant respectfully requests that the Examiner acknowledges the patentabllity of the claims
amended as described below. In case the Examiner intends to issuc a preliminary report on patentability
‘ not acknowledging patentability of the claimed invention, the applicant requests eithar

« atelephone interview (Rule 66.6 PCT) or
* asacond Written Opinion.

Claims

Pleage find enclosed an amended set of claims which replaces the claims currently on file. The daims
have been amended as follows:

Claim 1 has been amended by deleting features a, ¢ and d. Claim 1, feature-b has been maintained but
reformatted with indentatlons % Improve clarity. Additiongily the grammar of the claim has been cor-
rected to comply with the altered structure of the claim. Claim 1 has been further amended by defining
the EC-numbers:for the GTP-cyclohydrelase 1 (GCH1) and tyrosine hydroxylase (TH) polypeptides. Thie
amendment has:basis from page 83, lines 3 and 55 respectively.
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Claim 1 has also been amended to define that the second nuclelc acid encoding TH is operably linked to a
Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element (WPRE), seid amendment having basls
In original claims 38, 39 and 40.

Finally claim 1 has bean amendad by defining that both the first and the second promoter are synapsin
promoters, sald amendment having basis in claim 26 of the application as originally filed.

Claims 1a, 1c, 14, 2, 4, 5, 9-14, 23-25, 27-31, 38-39 and 88, 90-91 have baen deleted, and any subse-
quent claims renumbered accordingly. Applicant réserves his rights to pursue the deleted claims at a later

_. stage.

Original claim 3 corresponding to amended claim 2, has been amended by defining the EC-numbers of
the GCH-1 and TH enzymes, having basis mutatis mutandis with the equivalent amendment of claim 1.
Additionally said claim has been amended for enhanced clarity by deleting the phrases "...expressed by,
wherein saki poiypeptide or biclogically active fragment or variant thereof...” and the corresponding “...
expressed by sald second expression cassetta...”.

Original claim 89, corresponding to amended claim 70 has been amended in analogy with original claim 3
and thus has basis accordingly.

New dependent claim 21 has basis on page 19, lines 24-32, and also on page 20, line 23 to page 21, line
8, In particular on page 20, line 32-34 and page 21, lines 4-5 and 7. As new claim 21 defines a spedes of
the subject matter of original claim 40, which has been searched, the subject matter of new claim 21 has
also been searched.

. Claim 87, corresponding to renumbered claim 69, has been amended In analogy with claim 1, and thus
has basis accordingly.

It Is submitted that the above amendments fulfil the requirements of Art. 34(2)(b) PCT.

Unity of Invention

Examiner Is of the opinion that the appiication as filed lack unity of Invention. The applicant disagrees.
However, in order to progress prosecution of the present application claims have been amended to excise
the subject matter of original claims 1c, 1d, 2, 4, 87¢, 87d, 88, 90 and 91 have been deieted.

Hence, the applicant submits that the subject matter of the amended set of clalims exclusively relates to
what Examiner:refers to as “Iinvention 1%, Accordingly 1ssues relating to what Examiner consider being
invention 2 wili-not be further addressed herein.

Applicant reserves his rights to pursue the deleted claims at a later stage.

006233
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Navelty
The applicant gratefully notes that Examiner has acknowledged novelty of original claims 3 and 89 {com=

pletely).

Amended claims 1 and 69 (corresponding to original claims 1 and §7 respectively) have been amended
as indicated above and now Inciude the subject matter of sald original claims 3 and 89, respactively.

D1; WO 1997718319 (Somatix / Leff & Mandel)
Examiner has rejected original claim 1 and 87, features a and b as lacking novelty over document D1,
. Claim 1 feature a hag been canceiled, while fezture b is maintained in the amended set of claims.

D1 discloses one or more retroviral- or agenoviral vector constructs for the expression of GCH1 and TH
where the axpression is controlied by LTR:s. AAV vectors are also listed as one out of saveral useful vec-

- tor types. However AAV vectors are not mentioned smong the preferred embodiments and the data pre-
santed Is performed solely with retroviral vactors. A disclosure is novelty-destroying only if the teaching it
contains is reproducible (T206/83). Thus, as the disclosure of AAV vectors in D1 is made entirely without
data supporting use of a biclstronic AAV vector for expression of TH and GCH-1, D1 does not constitute
an enabling discdosure of AAV vectors comprising a construct for the expression of GCH1 and TH.

Moreover, D1 does not disclose a one-vector AAY expression system whereln the expression Is directed
by synapsin promoters, and wherein the nucleotide encoding TH is operably linked to a Woodchuck Hepa-
titis Virus post transcriptional regulatory element (WPRE).

Accordingly, amended ciaims 1 and 69 are novel over D1.

‘ D2: WO 2002/29065 (Oxford Blomedica / Kingsman et al)
Examiner in the ISR/WO point 2.2 indicates that original claim 1 and 87, lack novelty over document D2.
Claim 1 features a, ¢ and d have been cancelied, while fezture b is maintaines in the amended set of

claims.

D2 discloses multicistronic lantiviral vectors comprising TH and GCH1 coding regions linked by [RES and
controlled by a CMV promoter, D2 also suggests replacing the IRES with multiple intemal promoters.

D2 does not disdose an AAV vactor wherein the expression of the polypeptides GCH-1 and TH both
individually are directed by synapsin promoters, and wharein the nuclectide encoding TH is operably
linked to a Woodchuck Hepatitis Virus post transcriptional regulatory element {WPRE),

Accordingly DZ dees not disclose the AAV vector of amended claims 1 and §9. Hence claims 1 and 69 are

novel cver D2.

Thus in summary the applicant submits that emended claims 1 and 69 fulfil the requirements of

Art. 33(2) PCT. 006234

3711

ration: 09.09.20M 09:4:3:29 - 09.09.2011 09:47:00. This page 3 of 30 was completed at 09.09.2011 09:43:50
Received at the EPO on Sep 09, 2011 09:47:00, Page 3 of 30

3 09/09/2011



Printed: 21/09/201%: ISOREPLY EP2010067155

09709 2011 00:42 FAX 33320384 HOIBERG A/S + EPO NONCHEN @oo4

HSIBERG

Ewropean patent & trademark attorneys

Inventive step
Examiner is of the opinion (ISR/WO points 2.1, first sentence and 2.3, last sentence) that D1 represents

the most relevant piece of prior art for original claim 1, feature b which forms the basls for amended
claim 1. Examimer furthermore considars the specific TH and GCH-1 sequences, the use of polyadenyia-
tion saquences land the use of terminal repeats to be cbvious and that claim 1 thus facks inventive step
over D1 in view of "common general knowiedge”.

The applicant disagrees, As discussed herein above, D1 discloses one or more retroviral- or adenoviral
. vactor constructs for the expression of GCH1 and TH. It is stated that any promoter known to those of
skill in the art coukd be used to direct expression.

D1 also mentions AAV vectors as one out of several useful vector types, withcut providing any experi-
mental evidencs.

D1 does not address the probiem of obtaining an optimal stoichlometric ratio cetween the TH and GCH-1

enzymes,

The strategy applied in D1 [s to utllize either a two-vector design or single multi-cistronic vectors. The
use of separste viral vectors each coding for one of the genes has 8 number cf limitations. First, the
product becomes in reality two drugs, each having its own production variation. Second, although at a
global sczle the expression pattern of the two genes might icok similar, the number of coples of the two
vectors in an Individusl cell varies dramatically, thus resulting in lost control over THiGCH-1 stoichiome-
try resulting in varying levels of DOPA synthesised through the TH and GCH-1 enzymes. In addition, the
effect might be:aggravated with many cells receiving only one of the genes and which therefore display

‘ very limited DOPA synthesis, if any.

An siternative approach however is to merge the genes into a single vector as in the present invention,
as the two genes then will always be expressed in the same cell, and there wliil just be one "product”.
This approach however has historically been hindered by gene sequences beir.g too large to fit into cer-
tain vector constructs, such as a recombinant AAY vector. E.g. document D4 cited by the Examiner (page
57-58) states that a two-vector system is preferred for expressing two different genes In an AAV vector
as even the use of small transcription alements may be too large to fit into an AAV vector.

The packaging capacity of AAV is optimized around the size of the wild-type AAV genome {4.7 kb). If the
recombinant ganome significantly exceeds this size, the production titers and in vivo efficacy are both

severely impaired.

While the dopamine synthesls pathway is commoniy considered to inciude two major enzymes, TH and
AADC, the inventors have shown herein that gene therapy using a vector or vectars that express TH and
GCH1, without expressing AADC, can provide symptomatic and therapeutic redief. This Ig of utmost im-
portance, as tha limited packaging capacity of an AAY vector prohibits or limits the Inclusion of all three

4/1 006235
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geneas, TH, GCH1, and AADC. Moreover, the cormbination of the two genes TH and GCH1 is not possibile
with traditional: bi-cistronic vector genome ¢onstruction. While it might be posstble to truncate the TH
enzyme at the N-terminal to reduce the size of the gene, this comes at the expense of removing the in-
trinsic safety miechanism of feedback inhibition and phosphorylation. Such truncated enzyme would con-
tinue to be efficient even at times when cytosolic DA concentrations would approach toxic levels. ‘This Is
not the case with the full length TH cDNA ag utilized in the invention of the present patent application,
which utilizas & dual expression cassatte approach where each expression cassette accommodates 2 syn-
apsin promoter. With the synthetic fusion promoters traditionally used in gene therspy such as tha syn-
thetic chicken B-actin promoter containing a rabbit gamma-globulin intron, praceded with an enhancer
’ elemant from the cytomegalovirus promoter (termed as the chicken B-actin, CBA, promoter) this vector
construct design would not be possible due to size restrictions. The us2 of a amall, strong endogenous
promoter has allowed the novel and inventive plasmid design approach of the present invention. -

~ It Is a main object of the present invention to provide a vector construct that delivers optimized propor-
tions of TH and: GCH1.

The Examiner appears to have rejected the pending claims on the basis that the skllled person would
have had a reasonable expectation of success in applying the disclosure of D1 taken alone or in combina-
tion with any of the disclosures in documents D3 to D7.

D1 is not an emabling disclosure

As discussed above, document D1 is aimed at producing L-DOPA In vive by producing TH and GCH-1

without addition of tetrahydrobiopterin (BH,). D1 does so by coexpressing TH.and GCH-1 using separate

viral vectors, or vectors where TH and GCH-1 are present on the same vector. D1 presents data (exam-

ple 1) where the cDNA for the relevant enzymes, separated by an IRES, is cloned into MFG-s which is a
. retroviral vactor, No experimental data is provided demonstrsting cloning of the construct into an Adeno-

Assoclatad Vactor (AAV).

In analogy with the case discussed in T385/07, D1 - tited sgainst the present application - does not pro-
vide any experimental evidence that TH and GCH-1 can be co-expressed In an AAV vector to randar an
optimised intraceliular stoichiometry and concentration of the two enzymes thus expressed.

The applicant below presents a problem and solution approach to determine the issue of inventiveness of
the present invention In the light of D1,

Difrerence
The differences between amended claim 1 of the present application and the teachings of D1 are:

(i) The use of gne AAY vector for expressing both GCH-1 and TH, (il) the use of synapsin promotars op-
erably linked to TH and GCH-1 respectively, (iii) a WPRE element operably {inked to the nucieotide encod-

066736

ing TH (see e.g. fig. 2).
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Technical effect
(i) The technical effect conferred by the use of a one AAV vactor system Is its suitability for neuron-

specific gane therapy, the continuous expression of both GCH-1 and TH In the transfected cells, and the
thus resulting aptimal stoichiometry between the two enzymes required for in vivo L-DOPA synthasis.

(ii) The technical effect conferred by the small, strong andogenous synapsin promoter is that the con-
struct of the present invention can be accommodated and is functional in the size fimited AAV vector.

The technical efect conferred by (i) the presence of the WPRE element operably linked to the nuclectide
encading TH, is that the expression ratlo between the two polynucieotides of the Invention, Is shifted such
that the expression of TH is increased in relation to the expression of GCH-1 resuiting in an optimal stoi-
chiometry between the enzymes required for in vivo L-DOPA synthesis.

Objective Techaical Problem
The objective technical problem to be solved can thus be taken as the provision of a vector capable of

rendering optimal In vivo production of L-DOPA with the aim of treating a discase associated with cate-
cholamine dysfunction in a subject.

Solution
The solution to:the posed problem is to provide the vector of claim 1 to the subject. This is supported and

clearly shown in examples 1 and 2 and corresponding figures 3-5 togethar with the figure legends on
pages 13-14.

Obviousness
The solution is by no means cbvious to the person skilled In the art presented with the teachings of Di,

as D1 fails to presents any data besed on adeno associated viral vectors, and additionally is totally silent
regarding the optimal stoichiometry of GCH-1 and TH - the enzymes required for production of L-DOPA.

Additionally, document D1 was published in 1997, I.e. 12 years prior to the filing date of the present ap-
plication. D1 acknowledges the prablem of providing continuous fiow of L-DOPA to a patient in need
thereof. However, the scientific community has not been able to achieve this long felt need before the
advert of the invention of the present application.

Hance the solution to the problem s not obvious to the person skilled In the art presented with document
D1. Accordingly the present invention as currently claimed is novel and inventive over D1.

gven If the skilled person were to apply the teachings of D1 to one or more of documents D2 to D4 as
indicated by the Examiner, he would not arrive 8t the solution of the present invention as none of docu-
ments D2 through D4 neither discloses the arrangement of the individual elements of the present vector
construct, nor the purpose of obtaining an optimal stoichiometry of TH to GCH-1 enzyme for the efficient
in vivo production of L-DOPA with the aim of treating diseases associated witt: catecholamine dysfunction.

Q06737
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D2: WO 2002729065 (Oxford Biomedica / Kingsman et al)

As mentioned herein above, this document discloses multicistronic lentiviral vectors compsising TH and
GCH1 coding reglons linked by IRES and controlled by 3 CMV promoter. D2 also suggests replacing the
IRES with intemal promoters. D2 discloses {8.g. claim 39) a bicistronic cassette comprising a nucleotide
sequence which encodes tyrosine hydroxylase and a nucleotide sequence which encodes GTP-
cyclohydrolase I operably linked by one or more IRES(s). The construct of D2 using an IRES would not
generate the optimal stoichiometry of the expressed enzymes GCH-1 and TH.

Amended claim 1 does not define using an IRES.

Additionally, D2 does nnt disclose or even hints that the construct could be inserted in an AAV vector and
how to structure the elements of the expreasion cassettes,

~ D2 does not mention using synapsin promoters or operably linking the TH cocing region to a Woodchuck
Hepatitls Virus post transcriptional regulatory element (WPRE).

Finally, D2 Is totally slient regarding how to obtain the optimal stoichlometry of the enzymes GCH-1 and
TH.

Accordingly the skillad person presented with the teachings of D1, and setting out to arrive at the Inven-
tion of present claim 1, would find no guidance in document D2.

Accordingly claim 1 as currently amended Is inventive over D1 in combination with D2.

. D3: Kiigler et al (2003) Virology 311(1):89-95

This document presents a study of the effect of h&YN and mCMV promotors ir: what the authors denote
as a bicistronic AAV-2 vector. The authors describe independent axpression of a functional transgene
{Bcl-X) and the fluorescant reporter EGFP from a construct controlied by cellular promoters. D3 further-
more discloses synepsin 1 promoters as useful since these would be sufficiently small to fit into a bi-
cistroni¢c AAV vector. The construct of D3 also comprises 8 WPRE post-transer ptional regulatory element,
an Sv40 polyadenyilation site as well as terminal repeats, The construct of D3 additionglly compriges an
intron between the first functional transgene and the SV40.

The Examiner is of the opinion that it would be obyious for the skilled person presented with D1, to com-
bine the teachings of this document with those of D3, and thus to arrive at the present invention,

The applicant once again wish to emphasize that the construct of the present invention has the ad-

vantage of being capable of directing expression to yield the optimal ratio between the TH and GCH-1
enzymes.
Qan~3¢k
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D3 comprises an intron, which is not the case with the present invention. Inclusion of an intron may re-
sult in alterad expression and thus cause unpredictable and unwanted effects on the stoichiometry of

enzymes thus expressed.

D3 mentions that the reporter gene may be oparably linked to a WPRE element to increase fluorescent
labeliing, howewer the WPRE is mentioned as optional and no connection is made between inclusion of
WPRE and the possibility of rendering a specific stoichiometry between two polypeptides expressed by the
construct of D3.

Furthermore, D3 on page 94, right hand column, first paragraph describes that ™...small promoters and
polyadenylation sites allowing expression of two transgenes under control of identical transcriptional con-
trol elements should be favorable simply because both transgenes will be expressed independently but
with identical kingtics.” (our emphasis). As discussed herein above, GCH1 and TH are nof expressed with
Identical kinetics using the construct of the present invention partly due to tha arrangement of the encod-
ing genes, andithe operably linked WPRE slement. Accordingly D3 teaches away from 8 construct capable
of yielding an aptimal and non-identical stoichiometry between the expressed enzymes.

In summary, the skilled persaon presented with the teachings of D1 in combination with D3, would not
arrfve at the invention of present claim 1, as D3 does not teach continuous in vive production of L-DOPA
by applying an optimal ratio between the enzymes TH and GCH-1 essentlal for L-DOPA production.

Accordingly the present invention as currently claimed Is inventive over D1 in combination with D3.

D4: Shevisova et al {2005) Exp Physiol 90(1):53-59.
The Examiner is of the opinion that D4 Is equally relavant for assessing inventive step of the present In-
vention as document D3, when taken in combination with document D1.

Document D4 is from the same research group, and is partly based on the resutts of D3. In relation to
D3, document D4 further elaborates on the efficacy of hSYN, mCMV and other promoters in AAV vectors,
including the use of AAVS capsids for enhancing spread in brain tissue. However, D4 reports (p. 55, left
hand column) that expression levels ware suhstantially reduced using AAVS capsids. The authors of D4 In
fact states that- .. .AAV vectors packaged into the serotype 5 capsid are reletively inefficient in transduc-
ing neurones [..] but are excellently suited for astrocyte-specific transgene exprssaion.” Hence D4 teach-
es away from using cross-packaged AAV vectors for transducing neurons.

D4 mentions use of WPRE control elements (figure 1), however as in D3, no connection is made between
the Inciusion of WPRE and the rendered stoichiometry between two genes thus expressed.

Finally document D4 concludes (page 57-58) that *As co-expression of several interacting proteins may
be desirable [..] AAV genome size may constitute restrictions even if small trenscriptione! units are used.
Therefore, we demonstrate that this problem may be overcome by the use of a double transduction ap-
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Ripach: after imtravitreal injection of two diffarent AAV-2 vectars, one expressing EGFP, the ather DsRed
[..] the majority of RGCs was found to express both transgenes”.

Accordingly D4 teaches away from using a bicistronic AAV one-vector system for expressing multiple
functional transgenes. Again, D4 does not disclese simultaneous expression of two polypeptides with
therapeutic potential such as GCH1 and TH.

In summery, the present invention as currently ¢laimed is inventive over D1 In combination with D4,

‘ D5: Bjsriclund et al (2009) J Neurochem, 111(2): 355-367
Examiner Is of the gpinion that the orlginal method claims 103 and 104 amount to routine experimental
procedure as evidenced by document DS5. The applicant disagrees. Original claims 103-104 corresponding
to claims 82-83 in tha amended set of claims, refer specifically to the ratio between the polypeptides
e expressed from the vector of claim 1. The vector of claim 1 is novel and inventive as evidenced herein
above, Accordingly, the method claims 82-83 are novel and inventive by virtue of the vector claims to
which they refer (See GL C-IV 11.13).

D6: US 2003/059941 (Prockop et al)
This document discloses trensduction of cells with retrovire/ vector constructs comprising TH and GCH-1
linked by an IRES and flanked by 5’ and 3’ LTR:s, The vector inciudes an Sv40 promoter but it is men-
tioned that any promoter could be used, but na specific disclosure s made of 3 hSYN promoter. D6 also
discloses methads of treating PD by administering the vector to a patient.

Examiner has cited this document as relevant for novelty of what Examiner refers to as “invention 2”. As
the subject matter classified as “invention 2” has been excisad from the amended set of claims, D6 Is no
‘ longer relevant as prior art document and will not be further discussed herein.

D7: WO 96/05319 (Arch Development Corporation)
This document discloses bicistronic vectors with elther an IRES site or the promater in tha 5‘ retroviral
LTR, which controls expression cf both an upstream and a downstream cistron.

Examiner has dited this document as relevant for noveity of what Examiner refers to as “invention 2*. As
the subject matter classified as “invention 2” has bean excised from the amerded set of claims, D7 is no
fonger relevant:as prior art document and will not be further discussed herein,

Thus in summary, claim 1 and analogous daim 68 both fulfil the requirements of Art. 33(3)PCT.
Claims dependent thereon are also inventive by virtue of the independent claims upon which they refer
(GL C-IV 11,13).

905740
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Patentabllity
Examiner states that the subject matter of originel claims 77-86, corresponding to renumbered claims

58-67, falls under the provisions of Rule 39.1(iv) and 67.1(iv)PCT. Applicant rowever maintains these
claims as the ciaim format is allowabie in the USA which is designated In this PCT application.

Clarity
Examiner has In in itam 5 of the ISR/WO raised a clarity objection relating to the use of the tarm *blolog-

Ically active fragment thereof” in pending claims 1-4, 18-20, 36, 37, 87-90 and 103.
‘ Claims 1z, 1¢, 1d, 2 and 4 and 88-99 have been cancelled.

Independent claims 1 and 87 (renumbered cdaim &9} have been amended to define that the fragment or
variant Is a fragment or variant the specified EC-numbers: EC 3.5.4.16 (GCH1) and EC 1.14.16.2 (TH).
~ Additionally both independent claims define that the fragment or variant is bidlogically active. As the ac-
tivity of EC 3.5.4.16 (GCH1) and EC 1.14.16.2 (TH) are well known, it Is submitted that the person skilled
in the art would have no difficulty In understanding the meaning of the phrase “biologically active frag-
ment or variant thereof”. Accordingly, the applicant submits that said claims now fulfil the requirements

of Art. 6 PCT.

Accordingly, dependent (original) ciatms 18-20, 36, 37 and 103 corresponding to daims 10-12, 19, 20
and 85 in the amended set of claims respectively, are also clear and concise by virtue of the Independent

claims to which they refer.

Examiner has raised a further clarity issue relating to the definition of the TH:GCH retio of original claims

45-50 correspunding to amended claims 28-33. Examiner is of the opinion that this ratio is inherent from
. the structure of the vector used and Is thus a functionat definition which is less preferred. The applicant
disagrees. Functional definitions are allowed provided that tests are provided for verifying the functional
definition. Such tests are defined in e.g. original daims 47-50 and thus the clarity rejection should be

withdrawn.

Finally Examiner objects to original claim 105 as defining presentation of information and that the combi-
nation of a eontainer and & pharmaceutical composition cannot be distinguishad from an already known
kit with the same content.

The appllcant disagrees. The kit of original claim 105, corresponding te amended ¢claim 84 comprisas the
defined pharmaceutical composition of any of claims 69-81, said composition comprising the one-vector
expression system which is novel over cited prior art (see above). As the kit comprises a novel and in-
ventive pharmaceutical composition, the kit is also novel and Inventive by definition. Accordingly appli-
cant respectfully requests that the darity rejection raised should be withdrawa.

005741
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Conclusion
By the above explanations, the claims of the present patent application are believed to be in the order of

scceptance ang we look forward to recelving an International Prelimingry Report on Patentability reflect-
ing this opinion. Accordingly, the Examiner is respectfully asked to take the above observations into con-
sideration when 2xamining this international patent application in more detail in PCT Chapter I1. If any
matters are considered to remain outstanding, we are looking forward to receiving a second Written
Opinion from the International Preliminary Examination Authority.

‘ Yours sincerely
HEBIBERG AfS

Rt

Peter Holm
Patent Attorney
MSe, PHD

Y

Amended claims '
Demand in¢l. fee calculation sheet
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de expresidén de un vector caracterizado porgque
comprende:

- un primer y un segundo casete de expresidn,

en donde el primer casete de expresidn comprende

una secuencia de nucledtidos que comprende

una primera secuencia promotora operablemente ligada a

una primera secuencia de nucledtidos,

la primera secuencia de nucledétidos que codifica un
polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1; EC 3.5.4.16) o un

. fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, y

en donde el segundo casete de expresidén comprende

una secuencia de nucledtidos que comprende

una segunda secuencia promotora operablemente ligada a

una segunda secuencia de nucledtidos

la segunda secuencia de nucledétidos que codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH; EC 1.14.16.2) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y

‘ en donde el vector es un vector asociado a adeno (AAV) vy

en donde la segunda secuencia de nucledtidos estéa
operablemente ligada a un elemento regulador post-transcripcional
del virus de hepatitis de la marmota (WPRE), y

en donde tanto el primero como el segundo promotor son
promotores de Sinapsina 1.

2. El vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el polipéptido de GTP-ciclohidrolasa 1
(GCH1; EC 3.5.4.16) o el fragmento bioldgicamente activo o

variante del mismo es al menos 70% idéntico a un polipéptido
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seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, y en
donde el polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH; EC 1.14.16.2) o
un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo es al
menos 70% idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO.
10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

3. El1 vector de conformidad con 1la reivindicacidén 1,
caracterizado porque el vector no comprende una secuencia de
nucledétidos que codifica un polipéptido aromdtico de aminoacido
descarboxilasa (AADC).

4. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el vector tiene una capacidad de empaquetado
desde 1 hasta 40 kb, por ejemplo desde 1 hasta 30 kb, tal como
desde 1 hasta 20 kb, por ejemplo desde 1 hasta 15 kb, tal como
desde 1 hasta 10, por ejemplo desde 1 hasta 8 kb, tal como desde
2 hasta 7 kb, por ejemplo dede 3 hasta 6 kb, tal como desde 4
hasta 5 kb.

5. El vector de conformidad con 1la reivindicacién 1,
caracterizado porque el vector tiene una capacidad de empaquetado
desde 4.5 hasta 4.8 kb.

6. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el vector asociado a adeno (AAV) es un
vector AAV2.

7. El1 vector de conformidad con la reivindicacidén 6,
caracterizado porque la cépsida del vector AAV2 se empagueta en
una capsida AAV diferente de una céapsida AAV2.

8. El vector de conformidad con 1la reivindicacién 7,
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caracterizado porque el vector AAV2 se empagueta en una capsida
AAV5S.,

9. El1 vector de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 8, caracterizado porque el vector es
funcional en células mamiferas.

10. E1 vector de conformidad con 1la reivindicacién 1,
caracterizado porque el fragmento biocldégicamente activo comprende
al menos 50 aminoacidos contiguos, en donde cualgquier aminoédcido
especificado en la secuencia seleccionada se altera a un
aminodcido diferente, con la condicién de que no mas de 15 de los
residuos de aminocdcidos en la secuencia se alteran.

11. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 10,
caracterizado porque el fragmento bioldgicamente activo es el
dominioc catalitico de tirosina hidroxilasa.

12. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la variante bioldgicamente activa es un
polipéptido de tirosina hidroxilasa mutado, en donde uno o més de
los residuos S19, S31, S40 o S404 se han alterado a otro residuo
de aminoéacido.

13. E1 vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 12, caracterizado porque el polipéptido
GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) es al menos 70% idéntico a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1,
SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID
NO. 6, mids preferiblemente al menos 75% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, méas

preferiblemente al menos 80% idéntico a un polipéptido
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seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 85% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 90% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 95% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 96% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente al menos 97% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 98% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, mas
preferiblemente al menos 99% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.
2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6, més
preferiblemente 100% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3,.
SEC ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 y SEQ ID NO. 6.

14, El vector de conformidad con cualquiera de las

. .

reivindicaciones 1 hasta 13, caracterizado porque el pol ae tido
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de tirosina hidroxilasa (TH) es al menos 70% idéntico a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7,
SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID
NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més preferiblemente al
menos 75% 1déntico a un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO.
10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14,
mas preferiblemente al menos 80% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mads preferiblemente al menos 85%
idénticc a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més
preferiblemente al menos 90% idéntico a un ©polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, méds preferiblemente al menos 95%
idéntico a un polipéptido seleccionade del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mé&s
preferiblemente al menos 96% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més preferiblemente al menos 97%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ‘ID NO. 10, SEQ ID

NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 4, més

1
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preferiblemente al menos 98% idéntico a un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO.
8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ
ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, mé&s preferiblemente al menos 99%
idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ ID
NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14, més
preferiblemente 100% idéntico a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9,
SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 12 SEQ ID NO. 13 y SEQ
ID NO. 14.

15. El vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el primer casete de expresidén o el segundo
casete de expresioén comprende ademas una secuencia de
poliadenilacién,

l6. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque el primer casete de expresiédn y el segundo

casete de expresidn comprende ademas secuencias de
poliadenilacidn.
17. E1 vector de conformidad con <cualquiera de las

reivindicaciones 15 o 16, caracterizado porque la secuencia de
poliadenilacién es una secuencia de poliadenilacién SV40.

18. El vector de conformidad <con cualguiera de las
reivindicaciones 15 hasta 17, caracterizado porque la 5’ de la
secuencia de poliadenilacién estd operablemente ligada a la 3’ de
la primera y/o la segunda secuencia de nucledtidos.

19. El vector de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque la primera secuencia de nucledétidos que
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codifica un polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1) o un
fragmento biolégicamente activo o variante del mismo comprende la
secuencia de SEQ ID NO. 18.

20. El1 vector de conformidad con 1la reivindicacién 1,
caracterizado porque la segunda secuencia de nucledbdtidos que
codifica un polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo comprende la
secuencia de SEQ ID NO. 21.

21. E1 vector de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque el elemento regulador post-transcripcional
del virus de hepatitis de la marmota comprende una secuencia que
tiene al menos 85 por ciento de identidad de secuencia,
preferiblemente al menos 90 hasta 95 por ciento de identidad de
secuencia, mas preferiblemente al menos 99 por ciento de
identidad de secuencia para SEQ ID NO: 22.

22. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el elemento regulador post-transcripcional
del virus de hepatitis de la marmota comprende la secuencia de
SEQ ID NO. 22.

23. El vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 22, caracterizado porque los casetes de
expresidén del yector comprenden una repeticién de terminal 5’ vy
una repeticidn de terminal 3'.

24. El1 vector de conformidad con la reivindicacién 23,
caracterizado porque las repeticiones de terminal 5’ 'y 3’ se
seleccionan de Repeticiones de Terminal Invertida [ITR] y
Repeticiones de Terminal Larga [LTR].

25. El vector de conformidad con 1la reivindicacién 23,
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caracterizado porque las repeticiones de terminal 5’ y 3’ son
Repeticiones de Terminal Invertida AAV [ITR].

26. El vector de conformidad con la reivindicacién 25,
caracterizado porque las Repeticiones de Terminal Invertida
comprende las secuencias de SEQ ID NO. 15 y SEQ ID NO. 16.

27. El1 vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 26, caracterizado porque la relacién
TH:GCH1 es al menos 3:1, tal como al menos 4:1, por ejemplo al
menos 5:1, tal como al menos 6:1, por ejemplo al menos 7:1, tal
como al menos 10:1, por ejemplo 15:1, tal como 20:1, por ejemplo
25:1, tal como 30:1, por ejemplo 35:1, tal como 40:1, por ejemplo
45:1, tal como 50:1.

28. El vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 27 caracterizado porque la relacién
TH:GCH1 es 7:1.

29. El1 vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 27 hasta 28 caracterizado porque la relacién se
determina al medir 1la actividad de las enzimas TH y GCH1
expresadas.

30. El1 vector de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 27 hasta 28 caracterizado porque la relacién se
determina al medir la cantidad de Tetrahidrobiopterina (BH,).

31. El vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 27 hasta 28 caracterizado porque la relacién se
determina por la cantidad de mARN transcrito.

32. El1 vector de conformidad «con cualquiera de las
reivindicaciones 27 hasta 28 caracterizado porque la relacién se

determina por la cantidad de proteina expresada. Qg{VﬁﬁQ .
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33. El1 vector de <conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes caracterizado porque el vector es el
vector definido en la figura 6.

34. El1 vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 33 caracterizado porque el vector es un
vector minimamente integrado.

35. El1 vector de <conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 34, caracterizado porgque es para uso
como un medicamento.

36. La célula hospedera aislada caracterizada porque
comprende el vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 35.

37. La célula hospedera de conformidad con la reivindicacidn
36, caracterizada porque la célula es seleccionada del grupo que
consiste de células eucaridticas, preferiblemente células
mamriferas, mas preferiblemente células de primate, mas
preferiblemente células humanas.

38. La célula hospedera de conformidad con la reivindicacidn
37, caracterizada porque la célula es seleccionada del grupo que
consiste de células de ovario de héamster Chino, CHO-K1, células
de rifdén de hamster bebé, células de fibroblasto-3T3 de ratdn,
lineas celulares de mono verde Africano, feocromocitoma adrenal
de rata, células AT3, células de tumor glial de rata, células
neuronales de rata y células hipocampo de rata.

39. El uso del vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 35, para la preparacién de- un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad asociada con

disfuncién de catecolamina.
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40. El1 uso de conformidad con la reivindicacién 39, en donde
la disfuncién de catecolamina es deficiencia de catecolamina.

41. El uso de conformidad con la reivindicacién 39 en donde
la disfuncidén de catecolamina es exceso de catecolamina.

42. E1 uso de conformidad con la reivindicacién 40, en donde
la deficiencia de catecolamina es deficiencia de dopamina.

43. El uso de conformidad con la reivindicacién 41, en donde
el exceso de catecolamina es exceso de dopamina.

44 . El uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 39 hasta 43 en donde la enfermedad asociada con
disfuncidén de catecolamina es una enfermedad, trastorno o dahfo
del sistema nervioso periférico y/o central.

45. El1 uso de conformidad con la reivindicacién 44, en donde
la enfermedad, trastorno o dafio del sistema nervioso periférico
y/o central es un trastorno neurodegenerativo.

46. El uso de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 39 hasta 45 en donde la enfermedad asociada con
disfuncidén de catecolamina es una enfermedad de los ganglios
basales.

47 . El uso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 39 hasta 46, en donde la enfermedad es
seleccionada del grupo que consiste de mal de Parkinson (PD),
distonia con respuesta a DOPA, ADHD, esquizofrenia, depresién,
parquinsonismo vascular, temblor esencial, tensidén crénica,
anormalidades del receptor de dopamina genética, uso crénico de
opioides, cocaina,‘de alcohol o marihuana, insuficiencia adrenal,
hipertensién, deficiencia de noradrenalina, trastorno de tensién

post-traumdtico, trastorno patoldégico del Jjuego, demencia,
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demencia del cuerpo de Lewy.

48. El uso de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 39 hasta 46, en donde el trastorno
neurodegenerativo es mal de Parkinson (PD).

49, El1 vector de conformidad <con cualquiera de las
reivindicacibnes 1 hasta 35, caracterizado porque es para uso en
un método de tratamiento de una enfermedad asociada con
disfuncidén de catecolamina.

50. El1 vector de conformidad con 1la reivindicacidén 49,
caracterizado porque la disfuncidén de catecolamina es deficiencia
de catecolamina.

51. E1 vector de conformidad con 1la reivindicacidén 49
caracterizado porque la disfuncién de catecolamina es exceso de
catecolamina.

52. E1 vector de conformidad con la reivindicacién 50,
caracterizado porque la deficiencia de catecolamina es
deficiencia de dopamina.

53. El1 vector de conformidad con la reivindicacidén 51,
caracterizado porque el exceso de catecolamina es exceso de
dopamina.

54. El1 vector de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 49 hasta 53 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfuncién de catecolamina es una enfermedad,
trastorno o dano del sistema nervioso periférico y/o central.

55. E1 vector de conformidad con 1la reivindicacién 54,
caracterizado porque la enfermedad, trastorno o dafioc del sistema
nervioso periférico y/o central es un trastorno

neurodegenerativo.
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56. El1 vector de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 49 hasta 55 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfuncién de catecolamina es una enfermedad de los
ganglios basales.

57. El vector de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 49 hasta 55, caracterizado porque la enfermedad
es seleccionada del grupo que consiste de mal de Parkinson (PD),
distonia con respuesta a DOPA, ADHD, esquizofrenia, depresién,
parquinsonismc vascular, temblor esencial, tensién crénica,
anormalidades del receptor de dopamina genética, uso crénico de
opioides, cocaina, alcchol o marihuana, insuficiencia adrenal,
hipertensién, deficiencia de noradrenalina, trastorno de tensién
post-traumatico, trastorno patoldégico del juego, demencia,
demencia del cuerpo de Lewy.

58. El vector de —conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 49 hasta 56, caracterizado porque el trastorno
neurodegenerativo es mal de Parkinson (PD).

59. El método para tratar una enfermedad asociada con
disfuncién de catecolamina, en un paciente gue necesita del
mismo, el método caracterizado porque comprende administrar al
individuo el vector de conformidad <con cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 35.

60. El método de conformidad con la reivindicacidén 59,
caracterizado porque la disfuncién de catecolamina es deficiencia
de catecolamina.

6l. El método de conformidad con la reivindicacién 59
caracterizado porque la disfuncién de catecolamina es exceso de

catecolamina. 006754
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62. El método de conformidad con 1la reivindicacién 60,
caracterizado porque la deficiencia de catecolamina es
deficiencia de dopamina.

63. El1 método de conformidad con la reivindicacién 61,
caracterizado porque el exceso de catecolamina es exceso de
dopamina.

64. E1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 59 hasta 63 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfuncién de catecolamina es wuna enfermedad,
trastorno o darfio del sistema nervioso periférico y/o central.

65. El método de conformidad con la reivindicacidén 64,
caracterizado porque la enfermedad, trastorno o dafio del sistema
nervioso periférico y/o central es un trastorno
neurodegenerativo.

66. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 59 hasta 65 caracterizado porque la enfermedad
asociada con disfuncién de catecolamina es una enfermedad de los
ganglios basales.

67. E1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 59 hasta 66, caracterizado porque la enfermedad
es seleccionada del grupo que consiste de mal de Parkinson (PD),
distonia con respuesta a DOPA, ADHD, esquizofrenia, depresién,
parguinsonismo vascular, temblor esencial, tensién <crénica,
ancrmalidades del receptor de dopamina genética, uso crdnico de
opioides, cocaina, alcohol o marihuana, insuficiencia adrenal,
hipertensién, deficiencia de noradrenalina, trastorno de tensién
post-traumético, trastorno patoldégico del juego, demencia,

demencia del cuerpo de Lewy.
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68. El método de conformidad <con <cualgquiera de las
reivindicaciones 59 hasta 66, caracterizado porque el trastorno
neurodegenerativo es mal de Parkinson (PD).

69. Una composicién farmacéutica caracterizada porque es
para uso en un método de tratamiento de mal de Parkinson, la
composicidén que comprende un sistema de expresidén de un vector y
una formulacidén para suministrar el vector a los ganglios
basales, en donde el sistema de expresidén de un vector comprende:

- un primer y un segundo casete de expresidn,

en donde el primer casete de expresidn comprende

una secuencia de nucledétidos gque comprende

una primera secuencia promotora operablemente ligada a

una primera secuencia de nucleétidos,

la primera secuencia de nucledétidos que codifica un
polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCH1l; EC 3.5.4.16) o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo, y

en donde el segundoc casete de expresidén comprende

una secuencia de nucledtidos que comprende

una segunda secuencia promotora operablemente ligada a

una segunda secuencia de nucledtidos

la segunda secuencia de nucledétidos que codifica un
polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH; EC 1.14.16.2) o un
fragmento bioldégicamente activo o variante del mismo, vy

en donde la segunda secuencia de nucledtidos esta
operablemente ligada a un elemento regulador post-transcripcional
del virus de hepatitis de la marmota (WPRE), vy

en donde el vector es un vector asociado a adeno (AAV) y

en donde tanto el primero como el segundo promotor son
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promotores Sinapsina 1.

70. La composicidén de conformidad con la reivindicacidén 69
caracterizada porque el polipéptido GTP-ciclohidrolasa 1 (GCHl) o
el fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo es al
menos 70% i1idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste de SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO.
4, SEQ ID NC. 5 y SEQ ID NO. 6, y

en donde el polipéptido de tirosina hidroxilasa (TH) o un
fragmento bicldgicamente activo o variante del mismo es al menos
70% 1idéntico a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
de SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 10, SEQ
ID NO. 11, SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 y SEQ ID NO. 14.

71. La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 70, caracterizada
porque la formulacidén comprende agentes de contraste MRI basados
en manitol, heparina o gadolinio.

2. La composicidn farmacéutica de conformidad con
cualquiera de 1las reivindicaciones 69 hasta. 71 <caracterizada
porque comprende ademas factores tréficos o inhibidores de
proteasoma reversibles.

73. La composicidn farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 72, y caracterizado
porque tiene un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

74 . La composicidén farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 73, caracterizada
porque esta formulada para administracidén por inyeccidén, rocio o
comprimido sublingual, administracidén cutédnea o inhalaciédn.

75, La composicidén farmacéutica de conformidad con la
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reivindicacién 74, caracterizada  porque la inyeccidén es
intracraneal, intracerebral, intravenosa, intravitrea,
intranasal, intramuscular, intraespinal, intraperitoneal,

subcutdnea, un bolo o una administracidén continua.

76. La composicién  farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 75, caracterizada
porque el pH de la composicidén estd entre pH 4 y pH 10.

77. La composicién  farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 76, caracterizada
porque la dosificacién del vector estd entre 1.5E+10 y 2.2E+12
copias del genoma de vector por mililitro de materia gris
putaminal.

8. La composicidn farmacéutica de conformidad con
cualquiera de 1las reivindicaciones 69 hasta 76, caracterizada
porque la administracién ocurre en intervalo de 30 minutos hasta
24 horas.

79. La composicién  farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 76, caracterizada
porque la administracién ocurre en intervalos de 1 hasta 6 horas.

80. La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 76, caracterizada
porque la duracién del tratamiento es desde 6 hasta 72 horas.

81. La composicién farmacéutica de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 69 hasta 76, caracterizada
porque la duracidén del tratamiento es de larga vida.

82. Un método para determinar la relacién de expresidn dé
polipéptido GTP ciclohidroxilasal (SEQ ID NOs. 1, 2, 3, 4, 5y 6)

y polipéptido de tirosina hidroxilasa (SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
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11, 12, 13 y 14), respectivamente, o variantes del mismo, el
polipéptido codificado por el vector como se define de
conformidad con cualquiera de las réivindicaciones 1 hasta 34,
caracterizado porque comprende medir la:

a. actividad enzimdtica de los polipéptidos, o

b. cantidad de BH; producido, o

c. cantidad expresada de los polipéptidos, o

d. nivel de  mARN transcrito éorrespondiente a los
polipéptidos del polipéptido GTP ciclohidroxilasal y tirosina
hidroxilasa, respectivamente.

83. El método de conformidad con la reivindicacién 82,
caracterizado porque la relacién se determina por una combinacidn
de la actividad de los polipéptidos y la cantidad presente de los
polipéptidos.

84. E1l kit en partes, el kit caracterizado porque comprende
la composicién farmacéutica de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 69 hasta 83, e instrucciones para

administracién.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

[ndustria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0043374

Bogota D.C., Mayo 03 de 2012 - 14:30:53

- RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

- IPOPAGO BANCO CUENTA No. PAGQ EECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 43216 03/05/2012 205.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43250 03/05/2012 3.600.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43255 03/05/2012 1.274.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43256 03/05/2012 750.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43258 03/05/2012 555.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43261 03/05/2012 100.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43268 03/05/2012 87.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43327 03/05/2012 160.000.00
RECIBO DE CA 999999999 43328 03/05/2012 185.500.00
RECIBO DE CA 999999999 43329 03/05/2012 100.000.00
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. Industria y Comercio
‘ SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 0045491

Bogota D.C., Mayo 09 de 2012 - 09:16:28

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGQ BANCQO CUENTA Nao. PAGQO FECHA PAGO VR PAGQ
RECIBO DE CA 999999999 39186 23/04/2012 30.000.00
RECIBO DE CA 999999999 44583 07/05/2012 2.184.000.00
RECIBO DE CA 899999999 44588 07/05/2012 6.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
74 50005-01-01 SOLICITUDES 19\05 REIVINI?&ICI%I ENSUNITARIA ADICIONAL 30.000.00 2.220.000.00

$2.220.000.00
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i
|
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. Mayo 9 da 2012 - 09:16:29

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
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MODELO DE UTILIDAD L—[

PATENTE DE INVENCION [ ]

AL 90 weuIoviy v o

Indicacidn que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Descripcién de [a invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

REENN

Comprobante de pago de las tasas establecidas (
Completé

De ser el caso formato de descuento)

' !ncomp[eta D

PATENTE DE INVENCION PCT D—/j MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisidn 486/00,

o

'Circular Unica

Indicacién que se solicita una PCT

Copia d& la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
!

reivindic:atorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

(de ser el caso formato de descuento)

Completa , : ‘ Incompleta [:l _

EENENN

Comprobante de pago de las tasas establecidas

DISENO INDUSTRIAL [ |

(Art. 119 Decision 486/00)

Indicacidn que se solicita Disefio industrial
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefio

] U] L]

Comprobante de pagb de las tasas establecidas

Compleﬁa [j e ‘ Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | |

(Art. 92 Decision 486/00)

Indicacidn que se solicita un esquema de trazado

Datos dé identificacién del solicitante o de la p‘e.rsona que presenta la solicitud

Representacion grafica de un esquema de trazado

0 On

Compro:bante de pago de las tasas establecidas

Completa D » ' Incompleta D
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