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CONSTRUCCIONES DE VECTORES VIRALES ADENO-ASOCIADOS DE GLUT1
RECOMBINANTES Y METODOS RELACIONADOS PARA RESTABLECER LA

EXPRESION DE GLUT1

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud
de patente provisional estadounidense n.° de serie
62/130,899, presentada el 10 de marzo de 2015, que se
incorpora a la presente en su totalidad mediante esta

referencia.

DECLARACION DE APOYO GUBERNAMENTAL

La presente invencidén se realizdé con el apoyo del gobierno
conforme a la concesidén numero R0O1 NS057482 otorgada por el
Instituto Nacional de Salud. El gobierno ©puede tener

determinados derechos con respecto a la presente invencién.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un listado de secuencias que
se presentd de forma electrbdénica en formato ASCII y se
incorpora a la presente en su totalidad mediante esta
referencia. Dicha copia de ASCII, creada el 4 de marzo de
2016, se denomina 01001-003887-WO0 SL.txt y tiene un tamano

de 189,953 bytes.
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CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidédn se refiere a construcciones de vectores
virales adeno-asociados (AAV) de Glutl recombinantes vy
métodos relacionados para restablecer la expresidédn de Glutl

en mamiferos con deficiencia de Glutl.

ANTECEDENTES

La glucosa es la principal fuente de energia para el cerebro
mamifero. El1 transportador de glucosa 1 (Glutl), también
conocido como familia portadora de solutos 2 es el
transportador de glucosa predominante expresado en la barrera
hematoencefdlica (BBB), es responsable del ingreso de 1la
glucosa en el cerebro, y es el primer miembro identificado de
la familia de transportadores de glucosa facilitados (SLC2A).
El gen humano SLC2A1 que codifica la proteina Glutl se ha
localizado en el brazo corto del cromosoma 1 (1p34.2) y tiene
una longitud de 35 kb, que contiene 10 exones que codifican
una proteina de 492 aminoacidos (SEQ ID NO:79). La proteina
se encuentra altamente conservada entre diferentes especies,
incluidos el ser humano, la rata, el ratén y el cerdo. El1l gen
Slc2al de ratdn que codifica la proteina mGlutl se localiza
en el cromosoma 4 y tiene una estructura génica muy similar a

SLC2A1 humano (Mouse Genome Informatics) (la secuencia de
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mGlutl de 492 aminodcidos es SEQ ID NO:78). E1 ADNc de Slc2al

de ratdédn (NM 011400) es >97 % i1déntico al de ADNc de SLC2AI1
humano. (Véase: Mueckler M et 4l1., 1985; Veggiotti, P et 4l.,
2013; Seidner et &al., 1998).

El sindrome de deficiencia de Glutl (DS de Glutl, OMIM
606777) es un trastorno neuroldgico infantil poco comun, pero
debilitante causado por la haploinsuficiencia del gen SLC2AI.
El sindrome de deficiencia de Glutl es un trastorno dominante
autosédmico. E1 fenotipo de paciente mads prominente incluye
convulsiones infantiles, microcefalia adquirida, retraso del
desarrollo e hipoglucorraquia (De Vivo D.C. et &41. 1991).

Los tratamientos actuales para la enfermedad incluyen el uso
de dietas cetogénicas, tales como cuerpos cetdnicos de una
fuente de energia alternativa para las neuronas en el
cerebro. Sin embargo, la dieta comprende la ingesta de
cantidades elevadas de aceites y se ha informado que solo
produce efectos leves en los sintomas neuroconductuales.
Existe la necesidad continua de mejores tratamientos,
especialmente de terapia génica para restablecer la expresidn

de Glutl en los pacientes.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere

a un vector adeno-asociado recombinante (rAAV) gque comprende
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una secuencia de acido nucleico que comprende un transgén que

codifica Glutl. En determinadas modalidades, el Glutl
comprende SEQ ID NO:78 o 79. En determinadas modalidades, el
rAAV ademéds comprende un promotor de Beta-actina de pollo, en
donde el rAAV es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica
(BBB) . En determinadas modalidades, el transgén es capaz de
expresarse en células endoteliales que recubren la
microvasculatura del cerebro. En determinadas modalidades, el
promotor de Beta-actina de pollo se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO:31, 38, 45, 54, 62 vy 70. En
determinadas modalidades, el ©rAAV es AAV8 o AAV9. En
determinadas modalidades, el rAAV ademéds comprende elementos
de ARNmi seleccionados del grupo que consiste en SEQ 1ID
NO:48, 56, 59, 64 y 73. En determinadas modalidades, el rAAV
ademds comprende repeticiones terminales invertidas (ITR) que
flanquean los elementos de ARNmi.

En determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere
a una composicidédn que comprende cualquiera de los AAV
recombinantes descritos en la presente. En determinadas
modalidades, la composicidén ademds comprende un portador
farmacéutico.

En determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere
a un kit gque comprende una cubierta de un recipiente que

comprende la composicién descrita en la presente. En
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determinadas modalidades, el recipiente es una jeringa.

En determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere
a un método para restablecer el transporte de Glutl en 1la
barrera hematoencefdlica (BBB) de un sujeto, gque comprende
administrarle al sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de
los vectores AAV recombinantes descritos en la presente, que
es capaz de cruzar la BBB y también es capaz de expresarse en
las células endoteliales que recubren la microvasculatura del
cerebro.

En determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere
a un método para tratar el sindrome de deficiencia de Glutl
en un sujeto que 1lo necesita, que comprende administrarle al
sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de los vectores AAV
recombinantes descritos en la presente, que es capaz de
cruzar la BBB y también es capaz de expresarse en las células
endoteliales que recubren la microvasculatura del cerebro.

En determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere
a un método para aliviar en un sujeto al menos uno de los
sintomas asociados con el sindrome de deficiencia de Glutl
seleccionado del grupo que consiste en hipoglucorraquia,
microcefalia adquirida, disfuncién motora atéaxica y
distdénica, en donde el método comprende administrarle al
sujeto una cantidad eficaz de cualquiera de los vectores AAV

recombinantes descritos en la presente, que es capaz de
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cruzar la BBB y que también es capaz de expresarse en las

células endoteliales que recubren la microvasculatura del
cerebro.

En determinados aspectos, las modalidades de la invencidn se
refieren a un método para tratar el DS de Glutl en un sujeto
caracterizado por el defecto o la haploinsuficiencia de un
gen SLC2A1. El1 método puede incluir administrarle al sujeto
una cantidad eficaz de un virus adeno-asociado recombinante
que posee una secuencia de é&acido nucleico (es decir, un
transgén) que codifica 1la proteina Glutl normal/de tipo
silvestre, bajo el control de una secuencia promotora qgue
expresa el producto de Glutl en las células deseadas. En
determinadas modalidades, la secuencia promotora proporciona
la expresidén del producto de Glutl en las células de la BBB.
En determinadas modalidades, la expresidn se encuentra en las
células endoteliales que recubren la microvasculatura del
cerebro. En determinadas modalidades, la expresién del gen
del transgén le proporciona a las células el producto
necesario para restablecer o mantener los niveles de Glutl
deseados en el sujeto. En otra modalidad, 1la invencidn
proporciona una composicidén para el tratamiento del DS de
Glutl. Dichas composiciones se pueden formular con un
portador y componentes adicionales adecuados para la

inyeccién.
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Otros aspectos y ventajas de la presente invencidn se

describen adicionalmente en la siguiente descripcidn

detallada de sus modalidades preferidas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras 1A-D son mapas de plésmidos de (diez)
construcciones que codifican Glutl. La figura 1A muestra dos
construcciones de  EGFP-2A-Glutl que poseen los genes
indicadores de EGFP vy Glutl, junto con la secuencia
codificante de 2A. La figura 1B muestra dos construcciones de
Glutl-2A-EGFP. La figura 1C muestra dos construcciones de
Glutl naturales. La figura 1D muestra cuatro construcciones
que poseen un sitio de unidén a ARNmi-122 (Mir-122BS), que
actla para desactivar selectivamente la expresién de Glutl en
el tejido hepatico.

Las figuras 2A-C son analisis de transferencia y graficas que
muestran la expresidén de la construccién de AAVI-hGlutl-eGFP
(SEQ ID NO: 80) y la funcidén de Glutl en un ensayo de células
CHO in wvitro. La figura 2A muestra un analisis de
transferencia Western que demuestra la expresidédn de la
construccién de AAVI-hGlutl-eGFP. La figura 2B es una grafica
que muestra la absorcidédn mejorada de la glucosa en las
células CHO transfectadas con la construccién de AAVI-hGlutl-

eGFP; lo que demuestra su capacidad de actuar en un ensayo
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funcional. La figura 2C muestra la fluorescencia de GFP de la

construccidén después de la transfeccidn en las células CHO.
Las figuras 3A-B son graficas que muestran el rendimiento
motriz mejorado después de la reintroduccidén del gen slc2al
murino en ratones con DS de Glutl. La figura 3A es una
grafica que muestra el rendimiento mejorado del cilindro
giratorio en los ratones mutantes tratados con AAVI9-mGlutl
(SEQ ID NO:35). La figura 3B es una grafica que muestra la
escalada de un poste vertical mejorada después del
restablecimiento de mGlutl en los ratones mutantes tratados.
Las figuras 4A-B son graficas que muestran la expresidn
especifica de tejido mejorada de Glutl en 1los ratones
tratados con AAV9-mGlutl (SEQ ID NO:35). La figura 4A es una
grafica que muestra la expresién del gen slc2al relativa en
los mutantes tratados y los controles pertinentes. La figura
4B es una grafica que muestra la expresidén de Glutl como un
porcentaje de la expresidén en los ratones Glutl+/+ de tipo
silvestre.

Las figuras 5A-D son analisis de transferencia y graficas que
muestran niveles aumentados de proteina Glutl y glucosa en
LCR en los ratones mutantes tratados con AAVI9-mGlutl; lo que
demuestra que el restablecimiento de Glutl mitiga 1la
hipoglucorraquia en los ratones del modelo de DS de Glutl. La

figura 5A es un analisis de transferencia Western de la
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proteina Glutl en el tejido cerebral de los ratones mutantes

con DS de Glutl tratados y los controles pertinentes. La
figura 5B es una grafica que muestra la cuantificacién de los
niveles de proteina en los ratones mutantes con DS de Glutl
tratados y los controles. La figura 5C es una grafica que
muestra las concentraciones de glucosa en sangre y LCR en
ratones tratados con AAVO9-mGlutl (SEQ ID NO:35) y controles.
La figura 5D es una grafica de caja y bigotes que muestra la
proporcidén de las concentraciones de glucosa en LCR:sangre en
los diversos ratones. Nota: N.S. - no significativo, *, P <

0.05, **, P < 0.01, ***, P < 0.001, ANOVA de una via, N 28.

DESCRIPCION DETALLADA

Las mutaciones en el gen SLC2A1 (también denominado Glutl)
producen el sindrome de deficiencia de Glutl (DS de Glutl),
un trastorno del neurodesarrollo (De Vivo D.C. et &l. 1991).
La proteina Glutl de tipo silvestre se expresa ampliamente.
Sin embargo, su sitio de accidén celular predominante parecen
ser las células endoteliales de los micro vasos cerebrales,
en donde funciona en el transporte facilitado de la glucosa a
través de la barrera hematoencefédlica. Los niveles reducidos
o la pérdida de la proteina dan lugar a un fenotipo complejo
cuyas caracteristicas distintivas incluyen la

hipoglucorraquia, el retraso del desarrollo y la microcefalia
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adquirida. Los pacientes también presentan un fenotipo motriz

que es tanto ataxico como disténico. Los ratones
haploinsuficientes para el gen slcZal presentan muchas de las
caracteristicas de la enfermedad humana. Una inactivacién
homocigota del gen slcZal murino es letal para embriones. Los
modelos de animales haploinsuficientes ©presentan muchos
aspectos de la enfermedad humana. La presente invencidn se
refiere al uso de construcciones de AAVI9-Glutl para
restablecer la expresidédn de la proteina Glutl en el cerebro.
Se espera que dichos métodos y construcciones de AAVI9-Glutl
puedan ser tratamientos eficaces para la enfermedad humana.
Para simplificar la referencia, las construcciones de
vectores descritas en la presente se denominan diversas
construcciones de AAV9-Glutl, lo que indica construcciones de
AAVY9 qgue comprenden secuencias de acido nucleico que
codifican la proteina Glutl de ratdédn o humana, entre otros
elementos. Tal como se utiliza en la presente, SLC2A1 se
refiere al gen humano, mientras que slicZal se refiere al gen

de ratdn que codifica la proteina Glutl respectiva.

DEFINICIONES

Con la finalidad de que la invencidén se pueda comprender mas
facilmente, se definen de forma especifica determinados

términos técnicos y cientificos a continuacién. A menos que
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se defina de forma especifica en otra parte de este

documento, el resto de los términos técnicos y cientificos
utilizados en la presente tienen el significado que le
otorgue comUnmente un experto en la técnica a la que
pertenece la presente invencidn.

Tal como se usa en la presente, incluido en las
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares de 1los
términos tales como “un/una” y “el/la” incluyen sus
referencias plurales correspondientes salvo que el contexto
indique claramente lo contrario.

“Activacidén”, “estimulacidén” y “tratamiento”, cuando se
aplican a células o receptores, pueden tener el mismo
significado, p. ej., activacidén, estimulacidédn o tratamiento
de wuna célula o receptor con un ligando, salvo que el
contexto indique claramente lo contrario o que se indique
explicitamente. “Ligando” comprende ligandos naturales vy
sintéticos, por ejemplo, citocinas, variantes de citocinas,
andlogos, muteinas vy compuestos de unién derivados de
anticuerpos. “Ligando” también comprende moléculas pequefias,
por ejemplo, miméticos peptidicos de citocinas y miméticos
peptidicos de anticuerpos. “Activacién” puede referirse a
activacidén celular regulada por mecanismos internos, asi como
por factores externos o ambientales. “Respuesta”, p. ej., de

una célula, tejido, 6rgano u organismo, abarca un cambio en
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el comportamiento Dbioquimico o fisioldgico, p. ej., la

concentracién, densidad, adhesidén o migracidén dentro de un
compartimento bioldgico, tasa de expresidn génica o estado de
diferenciacidén, donde el cambio se correlaciona con la
activacidén, estimulacidn o tratamiento o con mecanismos
internos como la programacidén genética.

La “actividad” de una molécula puede describir o referirse a
la unidén de la molécula a un ligando o un receptor, a la
actividad catalitica; a la capacidad de estimular 1la
expresién génica o la sefializacidén, la diferenciacién o 1la
maduracién celular; a la actividad antigénica, a la
modulacidén de las actividades de otras moléculas y similares.
"Actividad" de una molécula también se puede referir a la
actividad para modular o mantener las interacciones célula a
célula, por ejemplo, la adhesidén, o 1la actividad para
mantener una estructura de una célula, por ejemplo, membranas
celulares o) citoesqueleto. “Actividad” también puede
significar actividad especifica, por ejemplo, [actividad
catalitical]/[mg de proteinal] o [actividad inmunoldgica]l]/[mg
de proteinal], concentracidédn en un compartimento bioldgico o
similar. “Actividad” se puede referir a la modulacién de los
componentes de los Sistemas inmunitarios innatos o
adaptativos.

“Administracién” y “tratamiento”, tal como se aplican a un
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animal, ser humano, sujeto experimental, célula, tejido,

6rgano o fluido biolégico, se refieren al contacto de una
composicién o agente de diagnéstico, terapéutico,
farmacéutico exbdébgeno con el animal, ser humano, sujeto,
célula, tejido, o6rgano o fluido bioldgico. “Administracidén” vy
“tratamiento” pueden hacer referencia, por ejemplo, a métodos
terapéuticos, farmacocinéticos, de diagnéstico, de
investigacién y experimentales. El tratamiento de una célula
comprende el contacto de un reactivo con la célula, asi como
el contacto de un reactivo con un fluido, donde el fluido se
encuentra en contacto con la célula. “Administracién” vy
“tratamiento” también significan tratamientos in vitro y ex
vivo, por ejemplo, de wuna célula, mediante un compuesto
reactivo, de diagndéstico, de unidén o mediante otra célula. El
término “sujeto” incluye cualquier organismo, preferentemente
un animal, mas preferentemente, un mamifero (p. ej., rata,
ratébn, perro, gato, conejo) vy, méds preferentemente, un ser
humano, incluido un paciente humano.

“Tratar” o "tratamiento" se refiere a administrar un agente
terapéutico, tal como una composicidén que contiene cualquiera
de las construcciones de rAAV de la presente invencidén, de
forma interna o externa, a un sujeto o paciente que padece
uno o méas sintomas de la enfermedad, o que se sospecha que

tiene una enfermedad o tiene riesgo elevado de adquirir una
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enfermedad para los cuales el agente tiene actividad

terapéutica. Tipicamente, el agente se administra en una
cantidad eficaz para aliviar uno o méds sintomas de la
enfermedad en el sujeto o poblacidén tratados, ya sea mediante
la induccién de la regresidén o la inhibicidén de la evolucidn
de dichos sintomas a cualquier grado clinicamente medible. La
cantidad de agente terapéutico eficaz para aliviar cualqguier
sintoma de enfermedad en particular (también denominada
“cantidad terapéuticamente eficaz”) puede variar de acuerdo
con factores tales como el estado de la enfermedad, edad vy
peso del paciente, y la capacidad del farmaco de provocar una
respuesta deseada en el sujeto. El1 grado de alivio de un
sintoma de una enfermedad puede evaluarse mediante cualquier
medicidén clinica wutilizada tipicamente por los médicos u
otros proveedores de cuidados de la salud, para evaluar la
gravedad o estado de evolucidén de dicho sintoma. Si bien una
modalidad de la presente invencidén (por ejemplo, un método de
tratamiento o articulo de fabricacién) puede no ser eficaz
para aliviar los sintomas de la enfermedad objetivo en todos
los sujetos, deberia aliviar los sintomas de la enfermedad
objetivo en una cantidad estadisticamente significativa de
sujetos, segin se determine mediante cualquier prueba
estadistica conocida en la técnica, tal como la prueba t de

Student, la prueba chi?, la prueba U de acuerdo con Mann vy



10

15

20

15
Whitney, la prueba Kruskal-Wallis (prueba H), la prueba

Jonckheere-Terpstra y la prueba Wilcoxon.

“Tratamiento”, segin se aplica a un sujeto de investigacidn,
veterinaria o ser humano, se refiere a tratamiento
terapéutico, medidas profilacticas o preventivas, y
aplicaciones de diagndéstico e investigacién. “Tratamiento”,
cuando se aplica a un ser humano, un sujeto veterinario o de
investigacidén o una célula, un tejido o un oérgano, abarca la
transfeccidédn de cualquiera de las construcciones de rAAV o
métodos relacionados de la presente invencidén segln se
aplican a un ser humano o sujeto animal, una célula, un
tejido, un compartimiento fisioldgico o un fluido
fisioldgico.

Una “molécula de &cido nucleico aislada” hace referencia a un
ADN o ARN de origen gendmico, ARNm, ADNc o sintético o alguna
combinacién de estos, que no se relaciona con todos 1los
polinucledétidos o con una parte de estos en gque se encuentra
el polinucledétido en forma natural, ni se encuentra unida a
un polinucléotido al que no se une de forma natural. A los
efectos de la presente descripcidédn, debe entenderse gque “una
molécula de 4&cido nucleico gque comprende” una secuencia de
nucledtidos en particular no comprende cromosomas intactos.
Las moléculas de &cido nucleico aislado gque “comprenden”

secuencias de 4cido nucleico especificos pueden incluir,
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ademéas de las secuencias especificas, secuencias de

codificacidén para hasta otras diez e incluso hasta otras
veinte proteinas o partes o fragmentos de estas, o pueden
incluir secuencias reguladoras unidas de forma operativa que
controlen la expresién de la regidn de codificacidén de las
secuencias de acidos nucleicos mencionadas, y/o0 pueden
incluir secuencias de vectores.

La expresidn "secuencias de control" se refieren a secuencias
de ADN necesarias para la expresién de una secuencia
codificante unida de manera operativa en un organismo
hospedador en particular. Las secuencias de control que son
adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un

promotor, opcionalmente una secuencia operadora y un sitio de

unién al ribosoma. Se sabe que las <células eucariotas
utilizan promotores, sefiales de poliadenilacién y
potenciadores.

El &cido nucleico estd "unido de forma operativa" cuando se
encuentra en una relacidén funcional con otra secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o
lider secretor estd operativamente unido al ADN de un
polipéptido si se expresa como una preproteina que participa
en la secrecidén del polipéptido; un promotor o potenciador
estd operativamente unido a wuna secuencia codificante si

afecta la transcripcién de la secuencia o un sitio de uniédn
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al ribosoma estd operativamente unido a una secuencia

codificante si estd ubicada de modo que facilite 1la
traduccidn. Generalmente, "unido de forma operativa"
significa que las secuencias de ADN que Sse unen son
contiguas, y, en el caso de una lider secretora, contiguas y
en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen
que ser contiguos. La unidén se puede lograr mediante ligacidn
en sitios de restriccidn convenientes. En caso de que no
existan estos sitios, se usan enlazadores o adaptadores de
oligonucledbétidos sintéticos de acuerdo con la ©practica
convencional.

Tal como se usa en la presente, las expresiones “célula~,
“linea celular” y *“cultivo celular” se utilizan de manera
indistinta y todas dichas designaciones incluyen la progenie.
Por 1lo tanto, las palabras “transformantes” y “células
transformadas” incluyen la célula primaria de la presente y
los cultivos derivados de esta sin importar la cantidad de
transferencias. Se entiende también que toda la progenie
puede no ser precisamente idéntica en cuanto al contenido de
ADN, debido a mutaciones inadvertidas o deliberadas. Se
incluye la progenie mutante que tiene la misma funcidén o
actividad bioldbdgica que la evaluada en la célula
originalmente transformada. En los casos donde se pretenden

realizar las designaciones de forma separada, esto se
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comprendera a partir del contexto.

AAV recombinantes

En algunos aspectos, la invencidén proporciona AAV aislados.
Segun se utiliza en la presente con respecto a los AAV, el
término "aislado" se refiere a un AAV que se ha aislado de su
entorno natural (p. ej., de una célula hospedadora, tejido o
sujeto) o se ha producido de forma artificial. Los AAV
aislados se pueden producir mediante métodos recombinantes.
Dichos AAV se denominan en la presente "AAV recombinantes".
Los AAV recombinantes (rAAV) tienen preferentemente
capacidades de direccionamiento especifico al tejido, de modo
que un transgén del rAAV se suministrard especificamente a
uno o mas tejidos predeterminados. La capside de AAV es un
elemento importante para determinar estas capacidades de
direccionamiento especifico al tejido. Por ende, se puede
seleccionar un rAAV que tenga una capside adecuada para el
tejido diana. En algunas modalidades, el rAAV comprende
secuencias (tales como SEQ ID NO:96) que codifican la céapside
de AAVY9 que tiene wuna secuencia de aminoacidos dgque se
establece como SEQ ID NO:97 o wuna proteina gque tenga
homologia sustancial con esta.

Para el direccionamiento al tejido deseado en el contexto del
tratamiento de la DS de Glutl, un rAAV preferido es una

combinacién de la cépside de AAVY9 y una estructura principal
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de AAV2, que da como resultado los diversos rAAV descritos en

la presente (véase la tabla 1 y el listado de secuencias).

Se han descrito métodos para obtener AAV recombinantes que
tienen una proteina de céapside deseada (véase, por ejemplo,
UsS 2003/0138772, cuyo contenido se incorpora a la presente
mediante referencia en su totalidad). Se han descrito una
serie de proteinas de capside de AAV diferentes, por ejemplo,
aquellas que se describen en G. Gao, et 4&l., J. Virol,
78 (12) :6381-6388 (junio de 2004); G. Gao, et al., Proc Natl
Acad Sci EUA, 100(10):6081-6086 (13 de mayo de 2003); US
2003-0138772, Us 2007/0036760, Us 2009/0197338 cuyos
contenidos relacionados con las proteinas de capside de AAV y
secuencias de nucledtidos y aminoacidos asociadas se
incorporan a la presente mediante esta referencia. Para el
empaquetamiento deseado de las construcciones y métodos
descritos en la presente, se prefieren el vector de AAVY y la
capside. Sin embargo, cabe destacar que otros AAV adecuados,
tales como rAAVrh.8 y rAAVrh.10, u otros vectores similares,
se pueden adaptar para utilizar en la presente invencidn.
Tipicamente, los métodos comprenden cultivar una célula
hospedadora que contiene una secuencia de &acido nucleico que
codifica una proteina de capside de AAV o un fragmento de
esta; un gen rep funcional; un vector de AAV recombinante

compuesto por repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV
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y un transgén; y funciones auxiliares suficientes para

permitir el empaquetamiento del vector de AAV recombinante en
las proteinas de cépside de AAV.

Los componentes que se van a cultivar en la célula
hospedadora para empaquetar un vector de rAAV en una capside
de AAV se pueden proporcionar a la célula hospedadora en
trans. Alternativamente, uno o mas de los componentes
necesarios (p. ej., vector de AAV recombinante, secuencias
rep, secuencias cap y/o funciones auxiliares) pueden ser
proporcionados por una célula hospedadora estable que se ha
modificado genéticamente para que contenga uno o mas de los
componentes necesarios, utilizando los métodos conocidos por
los expertos en la técnica. Mas adecuadamente, dicha célula
hospedadora estable contendrd los componentes necesarios bajo
el control de un promotor inducible. Sin embargo, los
componentes necesarios pueden estar bajo el control de un
promotor constitutivo. En otra alternativa, una célula
hospedadora estable seleccionada puede contener componentes
seleccionados bajo el control de un promotor constitutivo vy
otros componentes seleccionados bajo el control de uno o méas
promotores inducibles. Por ejemplo, se puede generar una
célula hospedadora estable que se derive de células 293 (que
contienen funciones auxiliares El1 Dbajo el control de un

promotor constitutivo), pero que contienen las proteinas rep
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y/o cap bajo el control de los promotores inducibles.

El wvector de AAV recombinante, 1las secuencias rep, las
secuencias cap y las funciones auxiliares para producir el
rAAV se pueden suministrar a la célula hospedadora
empagquetadora utilizando cualquier elemento genético adecuado
(vector) . E1l elemento genético seleccionado se puede
suministrar a través de cualquier método adecuado, incluidos
los que se describen en la presente. Véanse, p. ej., K.
Fisher et 4&l1., J. Virol., 70:520-532 (1993) vy la patente
estadounidense n.° 5,478, 745.

En algunas modalidades, los AAV recombinantes se pueden
producir utilizando el método de transfeccidn triple (p. ej.,
tal como se describe detalladamente en la patente
estadounidense n.° 6,001,650, cuyo contenido relacionado con
el método de transfeccidn triple se incorpora a la presente
mediante referencia). Tipicamente, los AAV recombinantes se
producen mediante la transfeccidén de una célula hospedadora
con un vector de AAV recombinante (que comprende un transgén)
que se va a empaquetar en las particulas de AAV, un vector de
funcién auxiliar de AAV y un vector de funcidédn accesoria. Un
vector de funcidén auxiliar de AAV codifica las secuencias de
"funcidén auxiliar de AAV" (es decir, rep vy cap), gque
funcionan en trans para la repeticidn y encapsidacidén de AAV

productivos. Preferentemente, el vector de funcidén auxiliar
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de AAV apoya la produccidén del wvector de AAV eficaz sin

generar viriones de AAV de tipo silvestre detectables (es
decir, viriones de AAV que contienen genes <rep Yy cap
funcionales). Ejemplos no taxativos de vectores adecuados
para wutilizar con la presente invencidédn incluyen pHLP19,
descrito en la patente estadounidense n.° 6,001,650 y el
vector pRepb6capb, descrito en la patente estadounidense n.°
6,156,303, que se incorporan en la presente en su totalidad.
El vector de funcidén accesoria codifica las secuencias de
nucledétidos para las funciones celulares vy/o virales no
derivadas de AAV de las cuales depende AAV para la repeticiédn
(es decir, "funciones accesorias"). Las funciones accesorias
incluyen aquellas funciones necesarias para la repeticidén de
AAV, lo que incluye, entre otros, aquellos restos que
participan en la activacién de la transcripcidn génica de
AAV, el corte y empalme de ARNm de AAV de etapa especifica,
la repeticién de ADN de AAV, la sintesis de los productos de
expresién de cap y el ensamblaje de capside de AAV. Las
funciones accesorias de base viral se pueden derivar de
cualquiera de los virus auxiliares conocidos, tales como
adenovirus, virus del herpes (diferente del virus del herpes
simple tipo 1) y virus vaccinia.

Con respecto a las células hospedadoras transfectadas, el

término "transfeccidén" se utiliza para hacer referencia a la
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absorcién de ADN externo por una célula y una célula se ha

"transfectado" cuando se ha introducido ADN exdgeno dentro de
la membrana celular. Un numero de técnicas de transfeccidn
son conocidas en la técnica. Véanse, p. eJ., Graham et 4&l.

(1973) Virology, 52:456, Sambrook et &l. (1989) Molecular

Cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor
Laboratories, Nueva York, Davis et &l. (1986) Basic Methods
in Molecular Biology, Elsevier vy Chu et &l. (1981) Gene

13:197. Dichas técnicas se pueden utilizar para introducir
uno o mas acidos nucleicos exdbdgenos, tales como un vector de
integracién de nucledétidos y otras moléculas de acido
nucleico, en células hospedadoras adecuadas.

Una "célula hospedadora" se refiere a cualquier célula que
albergue, o que sea capaz de albergar, una sustancia de
interés. A menudo, una célula hospedadora es una célula de
mamifero. Una célula hospedadora se puede utilizar como un
receptor de una construccidén auxiliar de AAV, un pléasmido de
minigenes de AAV, un vector de funcidén accesoria u otro ADN
de transferencia asociado con la produccidén de  AAV
recombinantes. El término incluye la progenie de la célula
original que se ha transfectado. Por ende, una "célula
hospedadora"™, segun se utiliza en la presente, se puede
referir a una célula que se ha transfectado con una secuencia

de ADN exdbdgena. Se entiende que la progenie de una célula
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progenitora individual puede no necesariamente ser

completamente idéntica en morfologia o en el complemento de
ADN total o gendémico al progenitor original, debido a
mutaciones naturales, accidentales o deliberadas.

Con respecto a las células, el término "aislado" se refiere a
una célula que se ha aislado de su entorno natural (p. ej.,
de un tejido o un sujeto). El1 término "linea celular" se
refiere a una poblacidén de células capaces de crecimiento
continuo o prolongado y divisién in vitro. A menudo, las
lineas celulares son poblaciones de clones derivadas de una
célula progenitora Unica. Se sabe en la técnica que se pueden
producir cambios espontdneos o inducidos en el cariotipo
durante el almacenamiento o la transferencia de dichas
poblaciones de clones. Por lo tanto, las células derivadas de
la 1linea celular mencionada pueden no ser precisamente
idénticas a las células o los cultivos ancestrales, y la
linea celular mencionada incluye dichas wvariantes. Tal como
se utiliza en la presente, la expresidn "célula recombinante"
se refiere a una célula en la cual se ha introducido un
segmento de ADN exdgeno, tal como un segmento de ADN que
produce la transcripcién de un polipéptido bioldgicamente
activo o la produccidén de un acido nucleico bioldgicamente
activo, tal como un ARN.

El término "vector" incluye cualquier elemento genético, tal
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como un pléasmido, fago, transposédn, cbsmido, cromosoma,

cromosoma artificial, wvirus, wviridén, etc., que es capaz de
repeticién cuando estd asociado con los elementos de control
adecuados y que puede transferir secuencias génicas entre las
células. Por 1lo tanto, el término incluye <clonacidén, vy
vehiculos de expresidén asi como vectores virales. En algunas
modalidades, se considera que los vectores Utiles son
aquellos vectores en los cuales el segmento de acido nucleico
que se wva a transcribir se ubica bajo el control
transcripcional de un promotor. Un "promotor" se refiere a
una secuencia de ADN reconocida por la magquinaria sintética
de la célula, o la maquinaria sintética introducida,
necesaria para iniciar la transcripcidén especifica de un gen.
Las frases "ubicado operativamente", "unido operativamente",
"bajo control"™ o "bajo control transcripcional" significan
que el promotor se encuentra en la ubicacidén y la orientacidn
correctas con relacién al &cido nucleico para controlar el
inicio de la polimerasa de ARN y la expresidén del gen. La
expresidén "construccidén o vector de expresidén" significa
cualquier tipo de construccidédn genética que contenga un acido
nucleico en la cual la totalidad o parte de la secuencia que
codifica el acido nucleico es capaz de transcribirse. En
algunas modalidades, la expresidén incluye la transcripciédn

del &cido nucleico, por ejemplo, para generar un producto de
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polipéptido bioldgicamente activo o ARN inhibidor (p. ej.,

ARNhp, ARNmi) de un gen transcrito.

Vectores de AAV recombinantes

Los "vectores de AAV (rAAV) recombinantes" descritos en la
presente estdn compuestos, tipicamente, como minimo, de un
transgén (p. ej., que codifica Glutl) vy sus secuencias
reguladoras, vy repeticiones terminales invertidas (ITR) de
AAV 5' y 3'. Es este vector de AAV recombinante que se
empaqueta en una proteina de capside y se envia a una célula
diana seleccionada. En algunas modalidades, el transgén es
una secuencia de 4cido nucleico, heterdéloga para las
secuencias del vector, gque codifica un polipéptido, una
proteina, una molécula de ARN funcional (p. ej., ARNmi,
inhibidor de ARNmi) u otro producto génico de interés (p.
ej., Glutl). La secuencia codificante de acido nucleico esté
unida operativamente a los componentes reguladores de una
forma que permite la transcripcidén, la traduccidén vy/o la
expresién de los transgenes, en una célula de un tejido
diana.

Las secuencias de AAV del vector pueden comprender las
secuencias de repeticién terminal invertida 5' y 3' que
actian en cis (véase, p. ej., B. J. Carter, en "Handbook of
Parvoviruses", ed., P. Tijsser, CRC Press, pags. 155 168

(1990)). Las secuencias de ITR tienen tipicamente alrededor
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de 145 bp de 1longitud. Preferentemente, practicamente 1la

totalidad de las secuencias que codifican las ITR se utilizan
en la molécula, aunque se puede permitir cierto grado de
modificacidén leve de estas secuencias. (Véanse, p. ej.,
textos tales como Sambrook et &l., "Molecular Cloning. A
Laboratory Manual", 2° ed., Cold Spring harbor Laboratory,
Nueva York (1989); y K. Fisher et 4l1., J. Virol., 70:520 532
(1996)). Un ejemplo de dicha molécula es un pléasmido "que
actia en cis" que contiene el transgén, en donde la secuencia
de transgén seleccionada y los elementos reguladores
asociados estidn flangqueados por las secuencias de ITR de AAV
5" y 3'. Las secuencias de ITR de AAV se pueden obtener a
partir de cualquier AAV conocido, 1lo gque incluye los tipos de
AAV de mamifero identificados actualmente.

Ademds de los elementos identificados arriba para 1los
vectores de AAV recombinantes, el vector también puede
incluir elementos de control convencionales que estan unidos
operativamente al transgén de una forma gque permite su
transcripcidn, traduccién y/o expresién en una célula
transfectada con el vector de plésmido o infectada con el
virus producido por la invencidédn. Tal como se utiliza en la
presente, las secuencias "unidas operativamente" incluyen las
secuencias de control de expresidén que son contiguas con el

gen de interés y las secuencias de control de expresidén que
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actlan en trans o a cierta distancia para controlar el gen de

interés. Las secuencias de control de expresidén incluyen
secuencias apropiadas de inicio de transcripcién,
terminacidn, promotoras y potenciadoras; sefiales de
procesamiento eficientes de ARN como por ejemplo sefiales de
escisién y poliadenilacién (polid) ; secuencias que
estabilizan ARNm citoplésmico; secuencias que potencian 1la
eficiencia de la traduccidén (es decir, secuencia de consenso
de Kozak); secuencias que potencian la estabilidad de 1la
proteina; y, cuando asi se desea, secuencias que potencian la
secrecidén del producto codificado. Se conocen en la técnica y
se pueden utilizar una gran cantidad de secuencias de control
de expresidn, incluidos promotores que son naturales,
constitutivos, inducibles y/o especificos del tejido.

Seguin se wutiliza en la presente, una secuencia de acido
nucleico (p. ej., secuencia de codificacién) y las secuencias
reguladoras estdn unidas operativamente cuando estdn unidas
de forma covalente de modo que la expresidébn o la
transcripcidén de la secuencia de acido nucleico queda bajo la
influencia o el control de las secuencias reguladoras. Si se
desea que las secuencias de acido nucleico se traduzcan a una
proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN estéan
unidas operativamente si la induccidén de un promotor en las

secuencias reguladoras 5' produce la transcripcién de 1la
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secuencia de codificacidén y si la naturaleza de la uniédn

entre las dos secuencias de ADN no (1) produce la
introduccidén de una mutacidn marco-cambio, (2) interfiere con
la capacidad de la regién promotora de dirigir la
transcripcidén de las secuencias de codificacidén o (3)
interfiere con la capacidad de la transcripcién de ARN
correspondiente de traducirse en una proteina. Por ende, una
regidén promotora se uniria operativamente a una secuencia de
dcido nucleico si la regidn promotora fuera capaz de efectuar
la transcripcién de esa secuencia de ADN de forma tal que la
transcripcién resultante se pudiera traducir en la proteina o
el polipéptido deseado. De forma similar, dos o mas regiones
codificantes estadn unidas operativamente cuando estédn unidas
de tal modo gque su transcripcién de un promotor comin produce
la expresidén de dos o mas proteinas que se han traducido en
marco. En algunas modalidades, las secuencias codificantes
unidas operativamente producen una proteina de fusidén. En
algunas modalidades, las secuencias codificantes unidas
operativamente producen un ARN funcional (p. ej., ARNhp,
ARNmi) .

Para los 4cidos nucleicos que codifican proteinas, una
secuencia de poliadenilacidén se inserta generalmente después
de las secuencias de transgenes y antes de la secuencia de

ITR de AAV 3'. Una construccién de rAAV Util en la presente
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invencidén también puede contener un intrdén, ubicado de forma

deseable entre la secuencia promotora/potenciadora y el
transgén. Una posible secuencia de intrones se deriva de SV-
40 y se denomina la secuencia de intrones T SV-40. Otro
elemento de vector que se puede utilizar es un sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES). Una secuencia IRES se utiliza
para producir mads de un polipéptido a partir de 1la
transcripcidén de un gen Unico. Una secuencia IRES se
utilizaria para producir una proteina que contenga mas de una
cadena de polipéptidos. La seleccidén de estos y otros
elementos de vectores comunes es convencional vy existen
muchas secuencias de este tipo disponibles [véase, p. ej.,
Sambrook et al., y las referencias citadas alli, por ejemplo,
en las péaginas 3.18 3.26 y 16.17 16.27 y Ausubel et &l.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
Nueva York, 1989]. En algunas circunstancias, se puede
incluir una secuencia 2A del virus de la fiebre aftosa en una
poliproteina; este es un péptido pequefio (aproximadamente 18
aminoacidos de longitud) que se ha demostrado que media la
escisidén de las poliproteinas (Ryan, M D et al., EMBO, 1994;
4: 928-933; Mattion, N M et &l., J Virology, noviembre de
1996; p. 8124-8127; Furler, S et &l., Gene Therapy, 2001; 8:
864-873; y Halpin, C et &l., The Plant Journal, 1999; 4: 453-

459). La actividad de escisidén de la secuencia 2A se habia
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demostrado anteriormente en Sistemas artificiales que

incluyen pléasmidos vy vectores de terapia génica (AAV vy
retrovirus) (Ryan, M D et 4&l., EMBO, 1994; 4: 928-933;
Mattion, N M et &l., J Virology, noviembre de 1996; p. 8124-
8127; Furler, S et al., Gene Therapy, 2001; 8: 864-873; vy
Halpin, C et &l., The Plant Journal, 1999; 4: 453-459; de
Felipe, P et 4l., Gene Therapy, 1999; 6: 198-208; de Felipe,
P et al., Human Gene Therapy, 2000; 11: 1921-1931.; y Klump,
H et 41., Gene Therapy, 2001; 8: 811-817).

La naturaleza exacta de las secuencias reguladoras necesaria
para la expresién génica en las células hospedadoras puede
variar entre las especies, los tejidos o los tipos de
células, pero, en general, incluye segin sea necesario,
secuencias 5' de no transcripcién y 5' de no traduccidén que
participan en el inicio de la transcripcidén y la traduccidn
respectivamente, por ejemplo, una caja TATA, secuencia de
casquete, secuencia CAAT, elementos potenciadores 3
similares. Especificamente, dichas secuencias reguladoras de
no transcripcién 5' dincluirdn una regidén promotora que
incluye una secuencia promotora para un control
transcripcional del gen unido operativamente. Las secuencias
reguladoras también pueden incluir secuencias potenciadoras o
secuencias activadoras corriente arriba segin se desee. Los

vectores pueden incluir, opcionalmente, secuencias de sefial o
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lideres 5'.

Algunos ejemplos de promotores constitutivos incluyen, entre
otros, el promotor de LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV)
retroviral (opcionalmente con el potenciador de R3V), el
promotor del <citomegalovirus (CMV) (opcionalmente con el
potenciador de CMV) [véase, p. ej., Boshart et 4al., Cell,
41:521-530 (1985)], el promotor de SV40, el promotor de
dihidrofolato reductasa, el promotor de 13-actina, el
promotor de fosfoglicerol cinasa (PGK) y el promotor de EFla
[Invitrogen].

Los promotores inducibles permiten la regulacidén de 1la
expresidén génica y pueden ser regulados por compuestos
suministrados de forma exbdgena, factores ambientales, tales
como la temperatura, o la presencia de un estado fisioldgico
especifico, P. ej., una fase aguda, un estado de
diferenciacidén particular de la célula o solo en las células
de repeticidén. Los promotores inducibles vy los sistemas
inducibles estdn disponibles de una serie de fuentes
comerciales, incluidas, entre otros, Invitrogen, Clontech vy
Ariad. Algunos ejemplos de promotores inducibles regulados
por promotores suministrados de forma exdgena incluyen el
promotor de metalotioneina (MT) de oveja inducible por =zinc,
el promotor del virus de tumor mamario de ratdn (MMTV)

inducible por dexametasona (Dex), el sistema promotor de 1la
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polimerasa T7 (WO 98/10088); el promotor de insectos ecdisona

(No et 41., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 93:3346-3351 (1996)),
el sistema represor de la tetraciclina (Gossen et &l., Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA, 89:5547-5551 (1992)), el sistema
inducible por tetraciclina (Gossen et &4l., Science, 268:1766-
1769 (1995), véase también Harvey et 4l., Curr. Opin. Chem.
Biol., 2:512-518 (1998)), el sistema inducible por RU486
(Wang et 4l1., Nat. Biotech., 15:239-243 (1997) y Wang et al.,
Gene Ther., 4:432-441 (1997)) vy el sistema inducible por
rapamicina (Magari et 4&l., J. Clin. Invest., 100:2865-2872
(1997)). Otros tipos de promotores inducibles que pueden ser
utiles en este contexto son aquellos que son regulados por un
estado fisioldégico especifico, p. ej., la temperatura, la
fase aguda, un estado de diferenciacién particular de la
célula o solo en las células de repeticidn.

En otra modalidad, se utilizard el promotor natural, o un
fragmento de este, para el transgén. El promotor natural se
puede preferir cuando se desea que la expresidédn del transgén
imite la expresidén natural. E1 promotor natural se puede
utilizar cuando la expresidén del transgén se debe regular de
forma temporal o a nivel del desarrollo, o de forma
especifica del tejido, o en respuesta a estimulos
transcripcionales especificos. En otra modalidad, otros

elementos de control de expresidén naturales, tales como los
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elementos potenciadores, los sitios de poliadenilacidén o las

secuencias de consenso de Kozak también se pueden utilizar
para imitar la expresidén natural.

En algunas modalidades, las secuencias reguladoras confieren
capacidades de expresidén génica especifica del tejido. En
algunos casos, las secuencias reguladoras especificas del
tejido se unen a factores de transcripcidén especificos del
tejido que inducen la transcripcidédn de forma especifica del
tejido. Dichas secuencias reguladoras especificas del tejido
(p. ej., promotores, potenciadores, etc.) son conocidos en la
técnica. Algunas secuencias reguladoras especificas del
tejido incluyen, entre otras, los siguientes promotores
especificos del tejido: neuronal, tal como el promotor de
enolasa especifico de neuronas (NSE) (Andersen et 4al., Cell.
Mol. Neurobiol., 13:503-15 (1993)), el promotor del gen de
cadena ligera de neurofilamentos (Piccioli et &l., Proc.
Natl. Acad. Sci. IDSA, 88:5611-5 (1991)) vy el promotor del
gen vgf especifico de neuronas (Piccioli et al., Neuron,
15:373-84 (1995)). En algunas modalidades, el promotor
especifico de tejidos es un promotor de un gen seleccionado
de: nucleos neuronales (NeuN), proteina éacida fibrilar glial
(GFAP), poliposis coli adenomatosa (APC) y molécula
adaptadora de unidén a calcio ionizado 1 (Iba-1). En algunas

modalidades, el promotor es un promotor de Beta-actina de



10

15

20

35
pollo.

En algunas modalidades, uno o mas sitios de unibén para uno o
méds de los ARNmi se incorporan en un transgén de un vector
rAAV, para inhibir la expresidén del transgén en uno © mas
tejidos de un sujeto que alberga los transgenes, p. €j.,
tejidos no del SNC. El experto en la técnica apreciara que se
pueden seleccionar sitios de unidén para controlar la
expresidén de un transgén de forma especifica del tejido. Por
ejemplo, se puede inhibir la expresidén de un transgén en el
higado mediante la incorporacién de un sitio de unidén para
miR-122, de modo que el ARNm expresado a partir del transgén
se una y sea inhibido por miR-122 en el higado. Se puede
inhibir la expresién de un transgén en el corazdédn mediante la
incorporacién de un sitio de unidédn para miR-133a o miR-1, de
modo que el ARNm expresado a partir del transgén se una y sea
inhibido por miR-133a o miR-1 en el corazdédn. Los sitios diana
de ARNmi en el ARNm se pueden encontrar en la 5' UTR, la 3'
UTR o en la regidédn codificante. Tipicamente, el sitio diana
se encuentra en la 3' UTR del ARNm. Ademds, el transgén se
puede diseflar de modo que multiples ARNmi regulen el ARNm
mediante el reconocimiento del mismo o maltiples sitios. La
presencia de multiples sitios de unidén a ARNmi puede producir
la accidébn cooperativa de multiples RISC y proporcionar una

inhibicién de la expresidén altamente eficaz. La secuencia del
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sitio diana puede comprender un total de 5-100, 10-60 o més

nucledtidos. La secuencia del sitio diana puede comprender al
menos 5 nucledétidos de la secuencia de un sitio de unién al
gen diana.

Secuencias codificantes de transgenes

La composicién de la secuencia del transgén de un vector rAAV
dependerd del uso gque se le vaya a dar al vector resultante.
Por ejemplo, un tipo de secuencia de transgén incluye una
secuencia indicadora, que tras la expresidédn produce una sefial
detectable. En otro ejemplo, el transgén codifica una
proteina de Glutl terapéutica o ARN funcional terapéutico. En
otro ejemplo, el transgén codifica una proteina o un ARN
funcional que se pretende utilizar con fines de
investigacién, p. ej., para crear un modelo de animal
transgénico somdtico que alberga el transgén, p. ej., para
estudiar la funcidén del producto transgénico. En otro
ejemplo, el transgén codifica una proteina o un ARN funcional
que se pretende utilizar para crear un modelo animal de
enfermedad. Las secuencias codificantes de transgenes
adecuadas seran evidentes para el experto en la técnica.

En algunos aspectos, la invencidén proporciona vectores rAAV
para utilizar en los métodos para prevenir o tratar un
defecto génico de SLC2A1 (p. ej., defectos génicos

hereditarios, alteraciones génicas somdticas) en un mamifero,
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tal como, por ejemplo, un defecto génico que produce una

deficiencia de ©polipéptidos de Glutl en un sujeto, vy
particularmente para tratar o reducir la gravedad o el grado
de la deficiencia en un sujeto gque presenta una deficiencia
de Glutl. En algunas modalidades, los métodos comprenden la
administracién de un vector rAAV que codifica uno o méas
péptidos terapéuticos, polipéptidos, ARNhp, ARNmicro,
nucledétidos antisentido, etc., en un portador
farmacéuticamente aceptable al sujeto en una cantidad vy
durante un periodo suficiente para tratar el trastorno de
Glutl en el sujeto que tiene o que se sospecha que tiene
dicho trastorno.

Administracién de AAV recombinante

Los ©rAAV se administran en cantidades suficientes para
transfectar las «células de un tejido deseado vy ©para
proporcionar niveles suficientes de transferencia y expresién
génica sin efectos adversos innecesarios. Las vias de
administracién convencionales y farmacéuticamente aceptables
incluyen, entre otras, la administracidén directa al tejido
seleccionado (p. ej., administracién intracerebral,
administracién intratecal), intravenosa, oral, inhalacién
(que incluye administracidén intranasal e intratraqueal),
intraocular, intravenosa, intramuscular, subcuténea,

intradérmica, intratumoral vy otras vias de administracién
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parentales. Si se desea, las vias de administracidn se pueden

combinar.

La administracién de determinados rAAV a un sujeto puede ser,
por ejemplo, mediante administracién en el torrente sanguineo
del sujeto. La administracidén en el torrente sanguineo puede
ser mediante inyeccidén en una vena, una arteria o cualquier
otro conducto vascular. Ademds, en determinados casos, puede
ser deseable administrar los rAAV al tejido cerebral, las
meninges, las células neuronales, las células gliales, 1los
astrocitos, los oligodendrocitos, el liquido cefalorraquideo
(LCR), los espacios intersticiales y similares. En algunas
modalidades, los AAV recombinantes se pueden administrar
directamente a la médula espinal o el cerebro mediante
inyeccidén en la regidbn ventricular, asi como en el cuerpo
estriado (p. ej., el nucleo caudado o putamen del cuerpo
estriado) y la unidén neuromuscular, o el lébulo cerebeloso,
con una aguja, un catéter o un dispositivo relacionado,
utilizando técnicas neuroquirUrgicas conocidas en la técnica,
tales como mediante inyeccidn estereotéctica (véase, p. ej.,
Stein et 4l., J Virol 73:3424-3429, 1999; Davidson et 4&l.,
PNAS 97:3428-3432, 2000; Davidson et &l., Nat. Genet. 3:219-
223, 1993; y Alisky y Davidson, Hum. Gene Ther. 11:2315-2329,
2000) . En determinadas circunstancias, sera deseable

administrar las construcciones terapéuticas basadas en rAAV
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en las composiciones farmacéuticas formuladas de forma

adecuada descritas en la presente, ya sea de forma
subcuténea, intrapancreéatica, intranasal, parenteral,
intravenosa, intramuscular, intracerebral, intratecal,
intracerebral, oral, intraperitoneal o mediante inhalacién.
En algunas modalidades, las modalidades de administracidén tal
como se describen en las patentes estadounidenses n.°
5,543,158; 5,641,515 vy 5,399,363 (cada una se 1incorpora
especificamente a la presente mediante referencia en su
totalidad) se pueden utilizar para administrar rAAV.
Composiciones de AAV recombinantes

Los rAAV se pueden administrar a un sujeto en las
composiciones de acuerdo con los métodos adecuados conocidos
en la técnica. El1 rAAV, preferentemente suspendido en un
portador fisioldgicamente compatible (p. ej., en una
composicidén), se puede administrar a un sujeto, p. eJj., un
ser humano, un ratén, una rata, un gato, un perro, una oveja,
un conejo, un caballo, una vaca, una cabra, un cerdo, un
conejillo de indias, un hémster, una gallina, un pavo O un
primate no humano (p. ej., un macaco). En determinadas
modalidades, las composiciones pueden comprender un TrAAV
solo, o combinado con uno o mas virus diferentes (p. ej., un
segundo rAAV codificante que tiene uno o méds transgenes

diferentes).
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Un experto en la técnica puede seleccionar féacilmente

portadores adecuados en virtud de la identificacidén a la cual
se dirige el rAAV. Por ejemplo, un portador adecuado incluye
solucién salina, que se puede formular con diversas
soluciones amortiguadoras (p. ej., solucidn salina
amortiguada con fosfato). Otros portadores ejemplares
incluyen solucidén salina estéril, lactosa, sucrosa, fosfato
de calcio, gelatina, dextrano, agar, pectina, aceite de mani,
aceite de sésamo y agua. La seleccidédn del portador no es una
limitacién de la presente invenciédn.

Opcionalmente, las composiciones de la invencidén pueden
contener, ademas del rAAV y los portadores, otros
ingredientes farmacéuticos convencionales, tales como
conservantes o estabilizadores quimicos. Algunos conservantes
ejemplares adecuados incluyen clorobutanol, sorbato de
potasio, &cido soérbico, didéxido de azufre, galato de propilo,
los parabenos, etil vainillina, glicerina, fenol %
paraclorofenol. Los estabilizadores quimicos adecuados
incluyen gelatina y albumina.

La dosis de viriones de rAAV necesaria para lograr un efecto
deseado o "efecto terapéutico", p. ej., las unidades de dosis
en los genomas de vector/por kilogramo de peso corporal
(vg/kg), varian segun diversos factores que incluyen, entre

otros: la via de administracidédn de rAAV, el nivel de
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expresién génica o de ARN necesario para lograr un efecto

terapéutico, la enfermedad o trastorno especifico que se esta
tratando y la estabilidad del producto de ARN o génico. E1
experto en la técnica puede determinar facilmente un
intervalo de dosis de viriones de rAAV para tratar a un
sujeto que tiene una enfermedad o trastorno particular
basadndose en los factores mencionados anteriormente, asi como
otros factores conocidos en la técnica. Una cantidad eficaz
de rAAV se encuentra generalmente en el intervalo de entre
aproximadamente 10 ul y aproximadamente 100 ml de solucidn
que contiene entre aproximadamente 10° y 10'® copias de genoma
por sujeto. Se pueden utilizar otros volumenes de solucidn.
El volumen utilizado depende, tipicamente, entre otras cosas,
del tamafio del sujeto, la dosis del rAAV y la via de
administracién. Por ejemplo, para la administracién
intratecal o intracerebral, se puede utilizar un volumen en
el intervalo de entre 1 pl y 10 pl, o 10 pl y 100 pl. Para la
administracién intravenosa, se puede utilizar un volumen en
el intervalo de entre 10 pl y 100 pl, 100 pl vy 1 ml, 1 ml y
10 ml o més. En algunos casos, una dosificacién de entre
aproximadamente 10! y 10'? copias de genoma de rAAV por
sujeto resulta adecuada. En determinadas modalidades, 10'4
copias de genoma de rAAV por sujeto resultan eficaces para

dirigirse a los tejidos del SNC. En algunas modalidades, el
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rAAV se administra en una dosis de 10%°, 1011, 1012, 10%3, 10!

o 10'> copias de genoma por sujeto. En algunas modalidades, el
rAAV se administra en una dosis de 10%°, 10%!, 10'2, 103 o 104
copias de genoma por kg.

En algunas modalidades, las composiciones de rAAV se formulan
para reducir la acumulacidédn de particulas de AAV en la
composicién, particularmente cuando hay concentraciones de
rAAV altas presentes (p. ej., aproximadamente 10'3 GC/ml o
mas). Los métodos para reducir la acumulacién de rAAV son
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, el afiadido
de tensioactivos, ajuste de pII, ajuste de concentracidédn de
sal, etc. (Véase, p. ej., Wright F R, et al., Molecular
Therapy (2005) 12, 171-178, cuyo contenido se incorpora a la
presente mediante esta referencia).

La formulacién de excipientes 'y soluciones portadoras
farmacéuticamente aceptables es conocida por los expertos en
la técnica, asi como lo es el desarrollo de regimenes de
dosificacidén y tratamiento adecuados ©para utilizar 1las
composiciones especificas descritas en la presente en
diversos regimenes de tratamiento. Tipicamente, estas
formulaciones pueden contener al menos alrededor de 0.1 % del
ingrediente activo o mas, aunque el porcentaje del
ingrediente activo, desde luego, puede variar y puede tener

o) [e)

convenientemente alrededor de 1 o 2 % y alrededor de 70 % u
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80 % o mas del peso o volumen de la formulacidén total.

Naturalmente, la cantidad de ingrediente activo en cada
composicién terapéuticamente Util puede prepararse de manera
tal que se obtenga una dosificacidén adecuada en cualquier
dosis unitaria dada del compuesto. Los factores tales como la
solubilidad, Dbiodisponibilidad, semivida bioldgica, via de
administracién, wvida @Gtil del producto, asi como otras
consideraciones farmacoldgicas seran contemplados por el
experto en la técnica para preparar dichas formulaciones
farmacéuticas, y como tal, pueden ser deseables una variedad
de dosificaciones y regimenes de tratamiento.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso 1inyectable
incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacidén extempordnea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. También pueden prepararse
dispersiones en glicerol, polietilenglicoles 1liquidos vy
mezclas de estos, asi como en aceites. En condiciones de
almacenamiento y uso normales, estas preparaciones contienen
un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos.
En muchos casos, la forma es estéril y fluida en la medida en
que exista la posibilidad de incluirla en una Jeringa
facilmente. Debe ser estable en las condiciones de
fabricacién y almacenamiento y se debe conservar contra la

accidén contaminante de microorganismos, tales como bacterias
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y hongos. El portador puede ser un disolvente o medio de

dispersidén que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(p. ej., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido
y similares) mezclas adecuadas de estos y/o0 aceites
vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por
ejemplo, mediante el wuso de un recubrimiento, tal como
lecitina, manteniendo el tamafio de particula necesario en el
caso de la dispersién y utilizando tensiocactivos. La
prevencidén de la accidén de microorganismos se puede lograr
mediante diversos agentes antibacterianos y antiftngicos, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico,
timerosal vy similares. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isotdénicos, por ejemplo, azlcares o cloruro
de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones
inyectables puede provocarse mediante el uso en las
composiciones de agentes que retarden la absorcidn, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Para la administracién de una solucidédn acuosa inyectable, por
ejemplo, la solucidén se puede amortiguar de manera adecuada,
si fuera necesario, y el diluyente liquido se puede volver
isoténico en primer lugar con solucién salina o glucosa
suficiente. Estas soluciones acuosas particulares son
especialmente adecuadas para la administracidédn por via

intravenosa, intramuscular, subcutdnea e intraperitoneal. Con



10

15

20

45
relacién a esto, los expertos en la técnica conoceran un

medio acuoso estéril que se puede emplear. Por ejemplo, se
puede disolver una dosificacién en 1 ml de solucidén de NaCl
isoténica vy se puede agregar a 1000 ml de fluido de
hipodermoclisis o se puede inyectar en el sitio propuesto de
la infusidén (véase, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical
Sciences" 15° edicidén, péaginas 1035-1038 y 1570-1580). Se
producird necesariamente algo de variacidén en la dosificacidn
segun la afeccidén del hospedador. La persona responsable de
la administracién puede, en cualquier caso, determinar la
dosis adecuada para el hospedador individual.

Las soluciones inyectables estériles se preparan mediante la
incorporacién de rAAV activos en la cantidad necesaria en un
solvente adecuado con varios de los ingredientes enumerados
en la presente, segun sea necesario, seguido de
esterilizacién filtrada. Generalmente, las dispersiones se
preparan incorporando los diversos ingredientes activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de
dispersidén Dbasico y otros ingredientes necesarios de 1los
enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles
para la preparacidén de soluciones inyectables estériles, los
métodos de preparacidn preferidos son las técnicas de secado
al wvacio vy liofilizado que proporcionan un polvo del

ingrediente activo més cualgquier ingrediente adicional
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deseado a partir de una solucidén filtrada previamente en

condiciones estériles del mismo.

Las composiciones de rAAV descritas en la presente también se
pueden formular en una forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicidén de
acido (formadas con los grupos amino libres de la proteina) vy
que se forman con A&cidos inorgadnicos como, por ejemplo,
acidos clorhidricos o fosfdéricos, o acidos organicos como
acético, oxalico, tartédrico, mandélico y similares. Las sales
formadas con los grupos carboxilo libres también se pueden
derivar de las Dbases inorgéanicas como, por ejemplo,
hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férricos vy
bases organicas como isopropilamina, trimetilamina,
histidina, procaina y similares. Luego de la formulacidén, las
soluciones pueden administrarse de una manera compatible con
la formulacién de dosificacidn y en una cantidad que sea
terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran
fadcilmente en diversas formas de dosificacidén como soluciones
inyectables, céapsulas de liberacidén de farmaco y similares.
Tal como se usa en la presente, “portador” incluye todos vy
cada uno de los solventes, medios de dispersidén, vehiculos,
revestimientos, diluyentes, agentes antifingicos y
antibacterianos, agentes retardantes de la absorcidén e

isotdédnicos, amortiguadores, soluciones portadoras,
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suspensiones, coloides y similares. Es conocido en la técnica

el uso de dichos medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas. También se pueden incorporar en
las composiciones ingredientes activos suplementarios. La
frase “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones que no producen una reaccidn
alérgica o adversa similar cuando se administran a un
hospedador.

Los vehiculos de administracidén tales como liposomas,
nanocéapsulas, microparticulas, microesferas, particulas
lipidicas, vesiculas y similares, se pueden utilizar para la
introduccidén de las composiciones de la presente invencidn en
células hospedadoras adecuadas. En particular, los transgenes
administrados por el vector rAAV se pueden formular para
administracidén ya sea encapsulados en una particula lipidica,
un liposoma, una vesicula, una nanoesfera o una nanoparticula
o similar.

Dichas formulaciones se pueden preferir para la introduccidn
de formulaciones farmacéuticamente aceptables de los acidos
nucleicos o las construcciones de rAAV descritas en la
presente. La formacidén y el uso de liposomas, en general, son
conocidos por los expertos en la técnica. Recientemente, se
desarrollaron liposomas con estabilidad sérica y semividas en

circulacién mejoradas (patente estadounidense n.° 5,741,516).
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Ademéds, se han descrito diversos métodos de preparaciones de

liposomas vy tipo liposoma como posibles portadores de
farmacos (patentes estadounidenses n.° 5,567,434; 5,552,157;
5,565,213; 5,738,868 y 5,795,587).

Los liposomas se han utilizado con éxito con una serie de
tipos celulares que normalmente son resistentes a la
transfecciédn mediante otros ©procedimientos. Ademés, los
liposomas carecen de las restricciones de longitud de ADN que
son tipicas de los sistemas de administracidén basados en
virus. Los liposomas se han utilizado de forma eficaz para
introducir genes, farmacos, agentes radioterapéuticos, virus,
factores de transcripcidén y efectores alostéricos en diversas
lineas celulares cultivadas vy animales. Ademds, se han
realizado diversos ensayos clinicos exitosos que analizan la
eficacia de la administracidén de farmacos mediada por
liposomas.

Los 1liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se
dispersan en un medio acuoso y forman de forma espontéanea
vesiculas de bicapa concéntrica multilamelar (también
denominadas vesiculas multilamelares (MLV) . Las MLV
generalmente tienen didmetros de entre 25 nm y 4 um. La
sonicacién de las MLV produce la formacidén de vesiculas
unilamelares pequefias (SUV) con didmetros en el intervalo de

entre 200 y 500A, que contienen una solucién acuosa en el
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nucleo.

Alternativamente, se pueden utilizar formulaciones de
nanocédpsulas del rAAV. Por 1lo general, las nanocapsulas
pueden atrapar sustancias en forma estable y reproducible.
Para evitar los efectos secundarios ocasionados por una
sobrecarga polimérica intracelular, se deben disefiar dichas
particulas ultrafinas (con un tamafio de alrededor de 0.1 um)
mediante el uso de polimeros con capacidad de degradacidén in
vivo. Las nanoparticulas Dbiodegradables de polialgquil-
cianoacrilato que cumplen con estos requisitos se consideran
para el uso.

Ademas de los métodos de administracidn descritos
anteriormente, las siguientes técnicas también se consideran
como métodos alternativos para administrar las composiciones
de rAAV a un hospedador. Se ha utilizado la sonoforesis (es
decir, el ultrasonido) % se describe en la patente
estadounidense n.° 5,656,016 como un dispositivo para mejorar
la velocidad y la eficacia de la permeacidén del farmaco hacia
y a través del sistema circulatorio. Otras alternativas de
administracién de farmacos contempladas son la inyeccidn
intradsea (patente estadounidense n.° 5,779,708),
dispositivos de microchip (patente estadounidense n.°
5,797,898), formulaciones oftdlmicas (Bourlais et &l., 1998),

matrices transdérmicas (patente estadounidense n.° 5,770,219
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y 5,783,208) y administracidén controlada por respuesta

(patente estadounidense n.° 5,697,899).

Métodos generales relacionados con la administracién de 1las
composiciones de rAAV

La presente invencidén proporciona composiciones farmacéuticas
estables que comprenden viriones de rAAV. Las composiciones
permanecen estables y activas incluso cuando se someten a
ciclos de congelacidén/descongelacidén y cuando se almacenan en
recipientes hechos de diversos materiales, incluido vidrio.
Los viriones de AAV recombinantes que contienen una secuencia
de nucledétidos heterdloga de interés se pueden utilizar para
la administracidén de genes, tal como en las aplicaciones de
terapias génicas, para la producciodén de animales
transgénicos, en la vacunacién de &acido nucleico, ribozima vy
terapia antisentido, asi como para la administracidén de genes
in vitro, a diversos tipos de células.

Generalmente, los viriones de ©rAAV se introducen en las
células de un sujeto utilizando técnicas de transduccidén in
vivo o 1in wvitro. Si se transduce 1in vitro, la célula
receptora deseada se retirard del sujeto, se transducird con
viriones de rAAV y  se reintroducird en el sujeto.
Alternativamente, se pueden utilizar células singénicas o
xenogénicas en donde estas células no generan una respuesta

inmunitaria inadecuada en el sujeto.
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Se han descrito métodos adecuados para el suministro y la

introduccidén de las células transducidas en un sujeto. Por
ejemplo, se pueden transducir células in vitro mediante 1la
combinacién de viriones de AAV recombinantes con las células,
p. ej., en un medio adecuado, y la deteccidédn de las células
que albergan el ADN de interés utilizando técnicas
convencionales como andlisis de inmunotransferencia Southern
y/o0 PCR o mediante el uso de marcadores seleccionables. Las
células transducidas después se pueden formular en
composiciones farmacéuticas, que se describen en mayor
detalle abajo, y la composicidén se puede introducir en el
sujeto mediante diversas vias, tales como inyeccidn
intramuscular, intravenosa, intraarterial, subcuténea e
intraperitoneal, o mediante inyeccidén en el mGsculo 1liso,
utilizando, p. ej., un catéter o directamente en un &érgano.
Para la administracién in vivo, los viriones de rAAV se
formulan en una composicidén farmacéutica y generalmente se
administran por via parenteral, p. ej., mediante inyecciédn
intramuscular directamente en el musculo esquelético, por via
intraarticular, intravenosa o directamente en un érgano.

Las dosis adecuadas dependerdn del sujeto que se esté
tratando (p. ej., un ser humano o un primate no humano u otro
mamifero), la edad y el estado general del sujeto que se esté

tratando, la gravedad de la afeccidén que se esté tratando, el
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modo de administracidédn de los viriones de rAAV, entre otros

factores. Una cantidad eficaz adecuada puede ser determinada
facilmente por los expertos en la técnica.

Por lo tanto, una "cantidad terapéuticamente eficaz" estaré
comprendida en un intervalo relativamente amplio que se puede
determinar mediante ensayos clinicos. Por ejemplo, para la
inyeccién in vivo, es decir, la inyeccidén directamente al
sujeto, una dosis terapéuticamente eficaz serd de entre
aproximadamente 10° y 10'® de los wviriones de rAAV, mas
preferentemente, entre 10% y 10! de los viriones de rAAV.
Para la transduccidén 1n vitro, wuna cantidad eficaz de
viriones de rAAV que se debe administrar a las células sera
de entre 10° y 10!, preferentemente, entre 108 y 10'° de los
viriones de rAAV. Si la composicién comprende células
transducidas que se van a administrar nuevamente al sujeto,
la cantidad de células transducidas en las composiciones
farmacéuticas serd de entre aproximadamente 104 y 1010
células, mas preferentemente, entre 10° y 10® células. La
dosis, desde luego, depende de la eficacia de la
transduccién, la fuerza del promotor, la estabilidad del
mensaje y la proteina codificada por este, etc. Un experto en
la técnica puede establecer facilmente 1las dosificaciones
eficaces mediante ensayos de rutina que establecen curvas de

respuesta a la dosis.
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La dosificacidén de tratamiento puede ser un cronograma de

dosis individual o un cronograma de dosis mUltiples para
administrar, en ultima instancia, la cantidad especificada
arriba. Ademéds, se le pueden administrar al sujeto tantas
dosis como sea adecuado. Por lo tanto, se le pueden dar al
sujeto, p. ej., entre 10° y 10'® viriones de rAAV en una unica
dosis, o dos, cuatro, cinco, seis o més dosis, lo gque da como
resultado en su conjunto la administracidén, p. ej., de entre
10> y 10'® viriones de rAAV. El experto en la técnica podra
determinar féacilmente 1la cantidad de dosis gque se deben
administrar.

Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas comprenderan
material genético suficiente para producir wuna cantidad
terapéuticamente eficaz de la proteina de interés, es decir,
una cantidad suficiente para reducir o mejorar los sintomas
del estado de enfermedad en cuestidén o una cantidad
suficiente para conferir el beneficio deseado. Por ende, los
viriones de rAAV estardn presentes en las composiciones en
cuestién en una cantidad suficiente para proporcionar un
efecto terapéutico cuando se administran en una o méas dosis.
Los viriones de rAAV se pueden proporcionar como
preparaciones liofilizadas y diluirse en las composiciones
estabilizadoras de viriones para uso 1inmediato o futuro.

Alternativamente, los viriones de rAAV se pueden proporcionar
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inmediatamente después de la produccidén y almacenar para su

uso futuro.

Las composiciones farmacéuticas también contendréan un
excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichos excipientes
incluyen cualquier agente farmacéutico que no induzca por si
mismo la produccién de anticuerpos dafiinos para el individuo
que recibe la composicidédn y que se pueden administrar sin
toxicidad indebida. Los excipientes farmacéuticamente
aceptables incluyen, de modo no taxativo, liquidos como agua,
solucidn salina, glicerol % etanol. Las sales
farmacéuticamente aceptables se pueden incluir alli, por
ejemplo, sales de acidos minerales tales como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de
dcidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos,
benzoatos y similares. De manera adicional, dichos vehiculos
pueden contener sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsificantes, sustancias amortiguadoras del
pH yv similares. Un planteamiento completo de los excipientes
farmacéuticamente aceptables esta disponible en REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

Tal como se usa en la presente, “reaccién en cadena de 1la
polimerasa” o “PCR” se refiere a un procedimiento o técnica en
la cual se amplifican secuencias de acido nucleico

especificas, ARN y/o ADN, tal como se describe, p. ej., en la
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patente estadounidense n.° 4,683,195. Generalmente, la

informacidén de secuencia de los extremos de la regidn de
interés o mas alld se utiliza para disefiar los cebadores de
oligonucledétidos. Estos cebadores serdn idénticos o similares
en secuencia a las cadenas opuestas de la plantilla que se
amplificara. Los nuclebdétidos en el extremo 5' de los dos
cebadores pueden coincidir con los extremos del material
amplificado. La PCR puede wutilizarse para amplificar
secuencias de ARN especificas, secuencias de ADN especificas
del ADN gendémico total, y ADNc transcrito a partir de ARN
celular total, secuencias de plasmidos o bacteridéfagos, etc.
Ver generalmente Mullis et al., (1987) Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol. 51:263; Erlich, ed., (1989) PCR TECHNOLOGY
(Stockton Press, N.Y.) Tal como se usa en la presente, la PCR
se considera como un ejemplo, pero no el Unico, de un método
de reaccidn de polimerasa de acido nucleico para amplificar
una muestra de prueba de acido nucleico, que comprende el uso
de un &cido nucleico conocido como cebador y una polimerasa
de &cido nucleico para amplificar o generar un trozo
especifico del &cido nucleico.

Acidos nucleicos

La invencidén también comprende determinadas construcciones y
dcidos nucleicos que codifican la proteina Glutl descrita en

la presente. Determinadas construcciones \ secuencias,
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incluidas las secuencias seleccionadas enumeradas en la tabla

1 gue incluyen SEQ ID NO:28-75 y 80-97, y en determinados
aspectos una o mas de SEQ ID NO: 2-5, 7-9, 11-14, 16-18, 20-
23, 25-27 y 80-95 pueden ser Utiles en las modalidades de la
presente invenciédn. De manera inesperada, tal como se
describe en la presente, se ha descubierto que la inclusidn
de las secuencias de &acido nucleico que codifican el péptido
2A no expresa los niveles deseados de Glutl. Por lo tanto,
las construcciones de rAAV preferidas careceran de los acidos
nucleicos SEQ ID NO: 6, 15 y/o 24, los cuales corresponden
todos a las secuencias codificantes 2A.

Preferentemente, los adcidos nucleicos se hibridan en
condiciones de rigurosidad baja, moderada o alta, y codifican
una proteina Glutl que mantiene la funcidén Dbioldgica. Una
primera molécula de &acido nucleico es "hibridable" con una
segunda molécula de acido nucleico cuando una forma de cadena
simple de 1la primera molécula de 4&cido nucleico puede
hibridarse con la segunda molécula de &cido nucleico en las
condiciones adecuadas de temperatura y potencia idbénica de la
solucién (véase Sambrook, et &l., supra). Las condiciones de
temperatura y potencia idénica determinan la "rigurosidad" de

la hibridacidén. Las condiciones de hibridacidén de rigurosidad

o°

baja tipicas incluyen 55 °C, 5X 8SC, SDS al 0.1 y sin

o°

formamida; o formamida al 30 %, 5X SSC, SDS al 0.5 % a 42 °C.
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Las condiciones de  hibridacién de rigurosidad moderada

o\°

tipicas son formamida al 40 %, con 5X o 6X SSC y SDS al 0.1
a 42 °C. Las condiciones de hibridacién de rigurosidad alta
son formamida al 50 %, 5X o 6X SSC a 42 °C u, opcionalmente,
a una mayor temperatura (p. ej., 57 °C, 59 °C, 60 °C, 62 °C,
63 °C, 65 °C o 68 °C). En general, SSC es NaCl 0.15 M y Na-
citrato 0.015 M. La hibridacién requiere que los dos acidos
nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque,
dependiendo de la rigurosidad de la hibridacidén, son posibles
los mal apareamientos entre bases. La rigurosidad adecuada
para la hibridacién de los é&cidos nucleicos depende de la
longitud de los acidos nucleicos 3% del grado de
complementacidén, variables que son conocidas en la técnica.
Cuanto mayor sea el grado de similitud u homologia entre dos
secuencias de nucledtidos, mayor serd la rigurosidad a 1la
cual se pueden hibridar los &cidos nucleicos. Para hibridos
de més de 100 nucledétidos de longitud, se han derivado las
ecuaciones para calcular la temperatura de fusidén (véase
Sambrook, et al., supra, 9.50-9.51). Para la hibridacidén con
adcidos nucleicos mas cortos, p. ej., oligonucledtidos, 1la
posicién de los mal apareamientos se vuelve mas importante, y
la longitud del oligonucledtido determina su especificidad
(véase Sambrook, et 4l., supra, 11.7-11.8).

Los polipéptidos de Glutl que comprenden secuencias de
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aminoacidos que son al menos aproximadamente 70 $ idénticas,

o)

preferentemente, al menos aproximadamente 80 % idénticas, mas
preferentemente, al menos aproximadamente 90 % idénticas v,
mas preferentemente, al menos aproximadamente 95% idénticas
(p. ej., 95 %, 9% %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 %) a las
secuencias de aminodcidos de mGlutl o hGlutl proporcionadas
en la presente (p. ej., SEQ ID NO:78 y SEQ ID NO:79) se
consideran con respecto al restablecimiento de la funcidén de
Glutl, cuando la comparacidédn se realiza mediante un algoritmo
BLAST, en donde los pardmetros del algoritmo se seleccionan
para proporcionar la mayor coincidencia entre las respectivas
secuencias a lo largo de la longitud completa de 1las
respectivas secuencias de referencia. Los polipéptidos que
comprenden las secuencias de aminodcidos que son al menos

Qo

aproximadamente 70 % similares, preferentemente, al menos
aproximadamente 80 % similares, més preferentemente, al menos
aproximadamente 90 % similares vy, méds preferentemente, al
menos aproximadamente 95 % similares (p. ej., 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, 100 %) a cualquiera de las secuencias de
aminoacidos de Glutl de referencia cuando la comparacidn se
realiza con un algoritmo BLAST, en donde los parametros del
algoritmo se seleccionan para proporcionar la mayor

coincidencia entre las respectivas secuencias a lo largo de

la longitud completa de las respectivas secuencias de



10

15

20

59
referencia, también se incluyen en las construcciones y 1los

métodos de la presente invencidn.

La identidad de secuencia se refiere al grado al que 1los
aminodcidos de dos polipéptidos son iguales en posiciones
equivalentes cuando las dos secuencias se alinean de forma
6ptima. La similitud de secuencia incluye residuos idénticos
y aminodcidos no idénticos, relacionados desde el punto de
vista biogquimico. Los aminoacidos relacionados desde el punto
de vista bioquimico que comparten propiedades similares y se
pueden intercambiar se plantean arriba.

“Homologia” se refiere a una similitud de secuencia entre dos
secuencias de polinucledtidos o entre dos secuencias de
polipéptidos cuando se alinean en forma oéptima. Cuando una
posicidén en ambas de las secuencias comparadas estd ocupada
por la misma subunidad de mondmero de aminoacido o base, por
ejemplo, si una posicidén en cada una de dos moléculas de ADN
estd ocupada por adenina, entonces las moléculas son
hombélogas en dicha posicién. E1 porcentaje de homologia es 1la
cantidad de posiciones homdélogas compartidas por las dos
secuencias dividida entre la cantidad total de posiciones
comparadas x 100. Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones
de dos secuencias coinciden o son homdélogas cuando las
secuencias se alinean de forma O6ptima, entonces las dos

o)

secuencias son 60 % hombélogas. Generalmente, la comparaciédn
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se realiza cuando dos secuencias se alinean para proporcionar

un porcentaje maximo de homologia.

Las siguientes referencias se refieren a los algoritmos BLAST
que se utilizan a menudo para el analisis de secuencias:
ALGORITMOS BLAST: Altschul, S.F., et 4&l., (1990) J. Mol.
Biol. 215:403-410; Gish, W., et 4&l., (1993) ©Nature Genet.
3:266-272; Madden, T.L., et 4&l., (1996) Meth. Enzymol.
266:131-141; Altschul, S.F., et &l., (1997) Nucleic Acids
Res. 25:3389-3402; Zhang, J., et &l., (1997) Genome Res.
7:649-656; Wootton, J.C., et 4&l., (1993) Comput. Chem.
17:149-163; Hancock, J.M. et 4&l., (1994) Comput. Appl.
Biosci. 10:67-70; SISTEMAS DE PUNTAJE DE ALINEACION: Dayhoff,
M.O0., et 4l., "A model of evolutionary change in proteins."
en Atlas of Protein Sequence and Structure, (1978) tomo 5,
suplemento 3. M.O. Dayhoff (ed.), pags. 345-352, Natl.
Biomed. Res. Found., Washington, DC; Schwartz, R.M., et &l.,
"Matrices for detecting distant relationships." en Atlas of
Protein Sequence and Structure, (1978) tomo 5, suplemento 3."
M.O. Dayhoff (ed.), pags. 353-358, Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, DC; Altschul, S.F., (1991) J. Mol. Biol. 219:555-
565; States, D.J., et &l., (1991) Methods 3:66-70; Henikoff,
S., et al., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 89:10915-10919;
Altschul, S.F., et &l., (1993) J. Mol. Evol. 36:290-300;

ESTADISTICA DE ALINEACION: Karlin, S., et &l., (1990) Proc.
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Natl. Acad. Sci. EUA 87:2264-2268; Karlin, S., et &l., (1993)

Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 90:5873-5877; Dembo, A., et &l.,
(1994) Ann. Prob. 22:2022-2039; y Altschul, S.F. "Evaluating
the statistical significance of multiple distinct local
alignments." en Theoretical and Computational Methods in
Genome Research (S. Suhai, ed.), (1997) p. 1-14, Plenum,
Nueva York.

La presente invencidén también proporciona vectores de
expresién que comprenden diversos &acidos nucleicos, en donde
el 4cido nucleico estd unido de forma operativa a las
secuencias de control que son reconocidas por una célula
hospedadora cuando la célula hospedadora se transfecta con el
vector. También se proporcionan los viriones gque comprenden
AAV 9 recombinante y determinadas secuencias de AAV2, asi
como las secuencias de &cido nucleico para expresar Glut-1
segun la indicacién del promotor de la —-PR-actina de pollo y
un potenciador del CMV. Dentro de estas construcciones, las
secuencias de rAAV2 corresponden a las secuencias de ITR 5’ vy
3, p. ej., SEQ ID NOS: 2, 9, 29, 34, 36, 41 y otras, segun
se describen en la tabla 1). Estas secuencias se empaquetaron
con la capside de AAVY9 para formar los viriones gque son
terapéuticos para la deficiencia de Glut-1 en la presente
invencién.

Composiciones farmacéuticas y administracién
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Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles de las

composiciones de la presente invencidn, los vectores de AAV9
o las composiciones relacionadas se pueden mezclar con un
portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Véase, p.
ej., Remington's Pharmaceutical Sciences y U.S. Pharmacopeia:
National Formulary, Mack Publishing Company, Easton, PA
(1984) .

Las formulaciones de agentes terapéuticos y de diagndstico se
pueden preparar mediante la mezcla con portadores,
excipientes o estabilizantes aceptables en forma de, por
ejemplo, ©polvos liofilizados, suspensiones, soluciones o
suspensiones acuosas (véase, por ejemplo, Hardman, et al.
(2001) The Pharmacological Basis of Therapeutics de Goodman y
Gilman, McGraw-Hill, Nueva York, NY; Gennaro (2000)
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott,
Williams y Wilkins, Nueva York, NY; Avis, et 4&l. (eds.)

(1993) Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications,

Marcel Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.) (1990)
Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY;
Lieberman, et &l. (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms:

Disperse Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner vy Kotkoskie
(2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc.,
Nueva York, NY).

La toxicidad y la eficacia terapéutica de las composiciones
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terapéuticas, administradas solas o Jjunto con otro agente,

pueden determinarse mediante ©procedimientos farmacéuticos
estdndar en cultivos de células o animales experimentales,
por ejemplo, para determinar la LDsg (la dosis letal para el
50 % de la poblacidén) y la EDsg (la dosis terapéuticamente
eficaz en el 50 % de la poblacidén). La relacidén de dosis
entre efecto téxico y terapéutico es el indice terapéutico
(LDsg/ EDsg) . En aspectos particulares, las composiciones
terapéuticas que presentan indices terapéuticos altos son
deseables. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivos
celulares y los estudios en animales se pueden usar para
formular un intervalo de dosificacidédn para su uso en seres
humanos. La dosificacién de dichos compuestos se encuentra
preferentemente dentro de wun intervalo de concentraciones
circulantes que incluye la EDsy con poca o ninguna toxicidad.
La dosificacidédn puede variar dentro de este intervalo
dependiendo de la forma de dosificacidén empleada y de la via
de administracién.

En wuna modalidad de la invencidn, se administra una
composicién de la invencidén a un sujeto de acuerdo con
Physicians' Desk Reference 2003 (Thomson Healthcare; 57°
edicidén (1 de noviembre de 2002)).

El modo de administracidén puede variar. Las vias de

administracién adecuadas incluyen la oral, rectal,
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transmucosa, intestinal, parenteral; intramuscular,
subcutéanea, intradérmica, intramedular, intratecal,
intraventricular directa, intravenosa, intraperitoneal,
intranasal, intraocular, 1inhalaciédn, insuflacidén, toépica,

cutdnea, transdérmica o intraarterial.

En modalidades particulares, la composicidn o) agente
terapéutico se puede administrar mediante una via invasiva,
tal como mediante inyeccidn (véase arriba). En otras
modalidades de la invencidén, la composicidén, el agente
terapéutico o la composicién farmacéutica de estos, se
administra por via intravenosa, subcutédnea, intramuscular,
intraarterial, intraarticular (p. ej., en las articulaciones
con artritis), intratumoral o mediante inhalacidén, suministro
por aerosol. La administracién mediante vias no invasivas
(por ejemplo, por via oral, por ejemplo, en una pildora,
capsula o comprimido) también se encuentra dentro del alcance
de la presente invenciédn.

Las composiciones pueden administrarse con dispositivos
médicos conocidos en la técnica. Por ejemplo, una composicidn
farmacéutica de la invencidén se puede administrar mediante
inyeccidén con una aguja hipodérmica, lo que incluye, p. ej.,
una jeringa precargada o un autoinyector.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn también se

pueden administrar con un dispositivo de inyeccidén
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hipodérmica sin aguja, tal como los dispositivos que se

describen en las patentes estadounidenses n.° 6,620,135;
6,096,002; 5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,0604,413;
4,941,880; 4,790,824 o 4,596,556.

Alternativamente, se puede administrar el vector AAV9 o un
compuesto relacionado de forma local, en lugar de sistémica,
por ejemplo, mediante inyeccidén o directamente en el sitio
objetivo deseado, a menudo en una formulacidén de depdsito o
liberacidén sostenida. Asimismo, es posible administrar la
composicién en un sistema de administracidén de farmaco
dirigido, por ejemplo, en un liposoma revestido con un
anticuerpo especifico para un tejido, que se dirige, por
ejemplo, al cerebro. Los liposomas estaradn dirigidas al
tejido deseado y serdn absorbidas de manera selectiva por
este.

El régimen de administracidén depende de varios factores, que
incluyen el indice de renovacién del suero o tejido de la
composicién terapéutica, el nivel de los sintomas y la
accesibilidad de las células diana en la matriz bioldgica.
Preferentemente, el régimen de administracidén suministra
suficiente composicién terapéutica para provocar una mejora
del estado de la enfermedad diana, a la vez que minimiza los
efectos secundarios no deseados. Por consiguiente, la

cantidad de agente bioldégico administrado depende, en parte,
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de la composicidn terapéutica particular y de la gravedad de

la afeccidén que se esté tratando.

La determinacidén de la dosis adecuada la realiza el médico,
por ejemplo, usando los parametros o factores que se sabe o
sospecha en la técnica que afectan el tratamiento. En
general, la dosis comienza con una cantidad algo inferior a
la dosis o6ptima y luego aumenta en pequefios incrementos hasta
que se logra el efecto deseado u Oéptimo con respecto a
cualquier efecto secundario negativo. Las medidas de
diagnéstico importantes incluyen los sintomas, por ejemplo,
de la inflamacién o el nivel de citocinas inflamatorias
producidos. En general, es deseable que el agente bioldgico
que se utilice se obtenga de la misma especie que el animal
al que se dirige el tratamiento, minimizando asi cualquier
respuesta inmunoldégica al reactivo.

Tal como se utiliza en la presente, “inhibir” o “tratar” o
“tratamiento” incluyen una postergacién del desarrollo de los
sintomas asociados con un trastorno y/o una reduccidén de la
gravedad de los sintomas de dicho trastorno. Los términos
incluyen ademds mejorar los sintomas actuales no controlados
o no deseados, evitar sintomas adicionales y mejorar o
prevenir las causas subyacentes de dichos sintomas. Por ende,
los términos denotan que se ha conferido un resultado

beneficioso a un sujeto vertebrado con un trastorno, una
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enfermedad o un sintoma, o con la posibilidad de desarrollar

dicho trastorno, enfermedad o sintoma.

Tal como se wutilizan en la ©presente, las expresiones
“cantidad terapéuticamente eficaz”, “dosis terapéuticamente
eficaz” y “cantidad eficaz” se refieren a una cantidad de un
compuesto basado en rAAV9-Glutl de la invencidédn que, cuando
se administra solo o combinado con otro agente terapéutico a
una célula, tejido o sujeto, es eficaz para provocar una
mejora medible en uno o méds sintomas de una enfermedad o
afeccién o el avance de dicha enfermedad o afeccidén. Una
dosis terapéuticamente eficaz ademds se refiere a la cantidad
del compuesto suficiente para producir una mejora al menos
parcial de los sintomas, p. ej., el tratamiento, la curacidn,
la prevencién o la mejora de la afeccidén médica pertinente, o
un aumento en la velocidad del tratamiento, la curacidén, la
prevencidén o la mejora de dichas afecciones. Cuando se aplica
a un individuo el ingrediente activo que se administra solo,
una dosis terapéuticamente eficaz hace referencia a dicho
ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinacidn, una
dosis terapéuticamente eficaz hace referencia a cantidades
combinadas de los ingredientes activos que generan el efecto
terapéutico, ya sea que se administren combinadas, en serie o
de forma simultédnea. Una cantidad eficaz de un agente

terapéutico generard una mejora de una medida o parédmetro de
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diagnéstico en al menos 10 %; generalmente en al menos 20 %;

preferentemente al menos alrededor de 30

o°
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preferentemente al menos 40 %, y mas preferentemente en al
menos 50 %. Una cantidad eficaz también puede generar una
mejora de una medida subjetiva en los casos en 1los que se
usen medidas subjetivas para evaluar la gravedad de la
enfermedad.

Kits

La presente invencidén también proporciona kits que comprenden
los componentes de las combinaciones de la invencidén en forma
de kit. Un kit de la presente invencidén incluye uno o més
componentes que incluyen, entre otros, un compuesto basado en
rAAV9-Glutl, tal como se planted en la presente, asociado con
uno o mas componentes adicionales que incluyen, entre otros,
un portador farmacéuticamente aceptable vy/o un agente
quimioterapéutico, tal como se planted en la presente. EI
compuesto o la composicién basados en rAAVI9-Glutl vy/o el
agente terapéutico se pueden formular como una composicidn
pura o junto con un portador farmacéuticamente aceptable, en
una composicidén farmacéutica.

En una modalidad, un kit incluye un compuesto/una composicidn
basados en rAAVI9-Glutl de 1la invencidén o una composicidn
farmacéutica de estos en un recipiente (por ejemplo, en un

recipiente de pléstico o vidrio esterilizado) y  una
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composicidn farmacéutica de estos y/o un agente

quimioterapéutico en otro recipiente (por ejemplo, en un
recipiente de pléastico o vidrio esterilizado).

En otra modalidad de 1la invencidén, el kit comprende una
combinacidén de la invencidn, que incluye un compuesto basado
en TrAAV9-Glutl, Jjunto con un portador farmacéuticamente
aceptable, opcionalmente junto con uno o mas componentes de
agentes quimioterapéuticos formulados en conjunto,
opcionalmente, en una composicidén farmacéutica, en un Unico
recipiente comun.

Si el kit incluye una composicidn farmacéutica para
administracién parenteral a un sujeto, el kit puede incluir
un dispositivo para llevar a cabo dicha administracidén. Por
ejemplo, el kit puede incluir una o méds agujas hipodérmicas u
otros dispositivos de inyeccidn como se describid
anteriormente.

El kit puede incluir un prospecto que incluye informacidn
relacionada con las composiciones farmacéuticas y las formas
de dosificacién en el kit. En general, dicha informacién
ayuda a los pacientes y a los médicos a wutilizar las
composiciones farmacéuticas vy las formas de dosificacién
contenidas de manera eficaz vy segura. Por ejemplo, la
siguiente informacidédn con respecto a una combinacién de la

invencién puede proporcionarse en el prospecto:
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farmacocinética, farmacodinamica, estudios clinicos,
parametros de eficacia, indicaciones y uso,
contraindicaciones, avisos, precauciones, reacciones
adversas, sobredosis, dosificacidn % administracidn
adecuadas, modo de administracién, condiciones de

almacenamiento adecuadas, referencias, informacidén sobre el

fabricante/distribuidor e informacidén sobre los pacientes.

METODOS GENERALES

Los métodos estdndar en biologia molecular se describen en
Sambrook, Fritsch y Maniatis (1982 y 1989 22 edicidén, 2001 3@
edicién) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Sambrook vy
Russell (2001) Molecular Cloning, 3% ed., Cold Spring Harbor
Laboratory  Press, Cold Spring Harbor, NY; Wu (1993)
Recombinant DNA, tomo 217, Academic Press, San Diego, CA).
Los métodos estandar también figuran en Ausbel, et &l. (2001)
Current Protocols in Molecular Biology, tomos 1-4, John Wiley
and Sons, Inc. Nueva York, NY, que describe la clonacidn en
células bacterianas y mutagénesis de ADN (tomo 1), clonacidn
en células de mamifero y levadura (tomo 2), expresién de
proteinas y glicoconjugados (tomo 3) vy bioinformdtica (tomo
4) .

Se describen métodos para la purificacidén de proteinas que
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incluyen inmunoprecipitacién, cromatografia, electroforesis,

centrifugacién y cristalizacién (Coligan, et al. (2000)
Current Protocols in Protein Science, tomo 1, John Wiley and
Sons, Inc., Nueva York). Se describen analisis quimico,
modificacidn quimica, modificacidn postraduccional,
produccién de proteinas de fusidn, glicosilacidén de proteinas
(véase, p. ej., Coligan, et &l. (2000) Current Protocols 1in
Protein Science, tomo 2, John Wiley and Sons, Inc., Nueva
York; Ausubel, et &l. (2001) Current Protocols 1in Molecular
Biology, tomo 3, John Wiley and Sons, Inc., NY, NY, p.
16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co. (2001) Products for Life
Science Research, St. Louis, MO; p. 45-89; Amersham Pharmacia
Biotech (2001) BioDirectory, Piscataway, N.J., p. 384-391).
Se describen la produccién, purificacidén y fragmentacién de
anticuerpos policlonales y monoclonales (Coligan, et al.
(2001) Current Protcols in Immunology, tomo 1, John Wiley and
Sons, Inc., Nueva York; Harlow and Lane (1999) Using
Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY; Harlow and Lane, supra) . Se encuentran
disponibles las técnicas estandar para la caracterizacidén de
interaccién entre ligando/receptor (véase, p. ej., Coligan,
et 41. (2001) Current Protocols in Immunology, tomo 4, John
Wiley, Inc., Nueva York).

Abreviaturas
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AAV: virus adeno-asociado

rAAV virus adeno-asociado recombinante o vector viral

BBB: barrera hematoencefalica

FMDV: virus de la fiebre aftosa

GFP: proteina fluorescente verde

Glutl: transportador de glucosa 1, también conocido como
familia portadora de solutos 2, miembro 1 del transportador
de glucosa facilitado (SLC2Al), es una proteina uniporte que
en los seres humanos esta codificada por el gen SLC2AI. El
Glutl facilita el transporte de la glucosa a través de las
membranas plasmaticas de las células mamiferas. Glutl fue el
primer transportador de glucosa que se caracterizd. Glutl 1
se encuentra altamente conservado con la proteina Glutl
humana (hGlutl) (n.° de acceso: NP 006507.2; SEQ ID NO:79) vy
la proteina Glutl de ratdn (mGlutl) (n.° de acceso:
NP 035530.2; SEQ ID NO:78), comparten el 98 % de homologia.
Glutl presenta 40 % de homologia con otros Glut.

SLC2Al1: gen codificante del transportador de glucosa humano 1
(hGlutl) . SLC2A1 humano (n.° de acceso: NG 008232.1; ID de
gen — 6513).

SlcZ2al: gen codificante de Glutl de ratdn (mGlutl) (n.° de
acceso: N.° gendémico: NC 000070.6; ID de gen - 20525).

GLUT1 DS: sindrome de deficiencia de Glutl

PND: dia posnatal



PND3:

dia posnatal 3

73
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EJEMPLOS

Tabla 1-Plasmidos de Glutl recombinantes

Construccion

es de EGFP-

2A-Glutl

Humano PAAV CB6 PI EGFP-2A-hGlutl (SEQ ID NO: 1) No
Caracteristicas claves de la construccién expresd
5’ ITR (SEQ ID NO: 2) hGlutl
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 3)
promotor de CB (SEQ ID NO: 4)
eGFP (SEQ ID NO: 5)
2A-enlazador (SEQ ID NO: 6)
ADNc de hGlutl y 3’UTR (SEQ ID NO: 7)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 8)
37 ITR (SEQ ID NO: 9)

ratédn PAAV CB6 PI EGFP-2A-mGlutl (SEQ ID NO: 10) No
Caracteristicas claves de la construccién expresd
5’ ITR (SEQ ID NO: 11) mGlutl
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 12)
promotor de CB (SEQ ID NO: 13)
eGFP (SEQ ID NO: 14)
2A-enlazador (SEQ ID NO: 15)
ADNc de mGlutl y 3’ UTR (SEQ ID NO: 16)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 17)
3’7 ITR (SEQ ID NO: 18)

Construccion

es de Glutl-

2A-EGFP

humano PAAV CB6 PI hGlutl-2A-EGFP (SEQ ID NO: 19) No
Caracteristicas claves de la construccién expresd
5’ ITR (SEQ ID NO: 20) hGlutl
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 21)
promotor de CB (SEQ ID NO: 22)
ADNc de hGlutl (SEQ ID NO: 23)
2A-enlazador (SEQ ID NO: 24)
eGFP (SEQ ID NO: 25)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 26)
37 ITR (SEQ ID NO: 27)

ratédn pPAAV CB6 PI mGlutl-2A-EGFP SEQ ID NO:88 No
Caracteristicas claves de la construccidn expresd
5’ ITR (SEQ ID NO: 89) mGlutl
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO:90 )
promotor de CB (SEQ ID NO:91)
eGFP (SEQ ID NO:92)
ADNc de mGlutl y 3’UTR (SEQ ID NO: 93)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 94)
37 ITR (SEQ ID NO: 95)
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Construccione

s de Glutl

naturales

humano PAAVI9-CB6 PI hGlutl Expresa
pAAV CB6 PI hGlutl (SEQ ID NO: 28) hGlutl
Caracteristicas claves de la construccidn
5" ITR (SEQ ID NO: 29)
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 30)
promotor de CB (SEQ ID NO: 31)

ADNc de hGlutl (SEQ ID NO: 32)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 33)
3”7 ITR (SEQ ID NO: 34)

ratdn PAAVI9-CB6 PI mGlutl Expresa
pAAV CB6 PI mGlutl (SEQ ID NO: 35) mGlutl
Caracteristicas claves de la construccién
5" ITR (SEQ ID NO: 36)
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO:37)
promotor de CB (SEQ ID NO: 38)

ADNc de mGlutl (SEQ ID NO: 39)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 40)
37 ITR (SEQ ID NO: 41)

Construccione

s de Glutl-

mirl22

humano PAAV CB6 PI hGlutl-out3xmiR-122 BS (SEQ ID NO: | expresiédn
42) de hGlutl
Caracteristicas claves de la construccidn TBD
5"ITR (SEQ ID NO: 43)
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 44)
promotor de CB (SEQ ID NO: 45)

ADNc de hGlutl (SEQ ID NO: 46)
3"UTR (SEQ ID NO: 47)
3xmiR-122 BS (SEQ ID NO: 48)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 49)
3”7 ITR (SEQ ID NO: 50)

Humano pAAV CB6 PI hGlutl-in3xmiR-122 BS (SEQ ID NO: | expresidn
51) de hGlutl
Caracteristicas claves de la construccién TBD
5" ITR (SEQ ID NO: 52)
potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 53)
promotor de CB (SEQ ID NO: 54)

ADNc de hGlutl (SEQ ID NO: 55)

3’ UTR y 3xmiR-122 (SEQ ID NO: 56)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 57)

37 ITR (SEQ ID NO: 58)

ratén PAAV CB6 PI mGlutl-in3xmiR-122 BS (SEQ ID NO: | expresién
59) de mGlutl
Caracteristicas claves de la construccidn TBD

5" ITR (SEQ ID NO: 60)

potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 61)
promotor de CB (SEQ ID NO: 62)

ADNc de mGlutl (SEQ ID NO: 63)

3" UTR y 3x-miR122BS (SEQ ID NO: 64)
Sefial poli A (SEQ ID NO: 65)

3’ ITR (SEQ ID NO: 66)
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ratdén PAAV CB6 PI mGlutl-out3xmiR-122 BS (SEQ ID NO: | expresidn
67) de mGlutl
Caracteristicas claves de la construccidn TBD

5" ITR (SEQ ID NO: 68)

potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 69)
promotor de CB (SEQ ID NO: 70)

ADNc de mGlutl (SEQ ID NO: 71)

3" UTR (SEQ ID NO: 72)

3xmiR-122BS (SEQ ID NO: 73)

Sefial poli A (SEQ ID NO: 74)

37”ITR (SEQ ID NO: 75)

Construccién
de EGFP humana

pPAAV CB6 PI hGlutl-EGFP SEQ ID NO:80 Expresa
Caracteristicas claves de la construccidn hGlutl
5"ITR (SEQ ID NO: 81)

potenciador de CMV IE (SEQ ID NO: 82)
promotor de CB (SEQ ID NO: 83)

eGFP (SEQ ID NO: 84)

ADNc de mGlutl (SEQ ID NO: 85)

Sefial poli A (SEQ ID NO: 86)

37 ITR (SEQ ID NO: 87)

Desarrollo de construccién de AAV recombinante

Se generaron cuatro construcciones de ADN que poseian el gen
SLC2A1 murino o humano unido al casete de nucledtidos que
codifica el indicador de proteina fluorescente verde (GFP),
tal como se muestra en las figuras 1A-B. Estas cuatro
construcciones también contienen una secuencia de A&cido
nucleico que codifica un péptido 2A de 16 aminoadcidos de
longitud del virus de la fiebre aftosa (FMDV) incorporado
entre los marcos de lectura abiertos de GFP y Glutl. EI1
péptido 2A se incluye en la construccién para evitar 1la
posibilidad de que las proteinas de fusidén Glutl-GFP puedan
alterar la estructura o la actividad de la proteina Glutl. El

péptido 2A media 1la "escisioéon" cis primaria de 1la
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poliproteina de FMDV en una cascada de eventos de

procesamiento que, en Ultima instancia, genera las proteinas
de FMDV maduras (Donnelly, M.L. et &4l. (2001)). Se esperaba
que esta estrategia creara construcciones en las cuales la
proteina Glutl se generara en su estado natural. Sin embargo,
tal como se describe abajo, ninguna de estas construcciones
expresd Glutl en niveles satisfactorios.

También se desarrollaron seis construcciones de ADN
adicionales sin el &cido nucleico que codifica el péptido 2A
(figura 1C-D), wvarias de las cuales incluyen elementos que
proporcionan que la expresidén del gen SLCZ2AI se desactiva
selectivamente en el higado (figura 1D). Estas construcciones
se desarrollaron para abordar la posibilidad de que el
aumento sistemédtico del gen SLC2A1 en experimentos de terapia
génica futuros podria dar lugar a la expresidén de niveles
altos de la proteina en el higado, lo que podria aumentar el
proceso de glicogénesis vy, por ende, inducir un estado
hipoglicémico. Por tltimo, también se han generado
construcciones que contienen exclusivamente el gen SLC2A1
humano o de ratén natural con fines de control (figura 1C).
pAAVY9 CB6 PI hGlutl, pAAVY9 CB6 PI hGlutl out3xmiR122BS vy
PAAVY9 CB6 PI hGlutl in3xmiR122BS se wutilizaradan en 1los
experimentos de validacidn. Las secuencias % las

caracteristicas claves de estas construcciones se enumeran en
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la tabla 1 y en el listado de secuencias correspondiente SEQ

ID NO:1-97.

Analisis de expresidn inicial de plasmidos de rAAV

transfectados en células CHO

Se utilizaron dos lineas celulares para evaluar los diversos
pléasmidos recombinantes en el cultivo celular. Una linea
celular es una linea de ovario de héamster chino (CHO), 1la
otra es una linea de fibroblastos derivada de un paciente de
Glutl (Yang et al. 2011). Los experimentos de cultivo celular
y los andlisis de transferencia Western posteriores indicaron
que las construcciones de plasmidos que contenian el péptido
2A no expresaron ni Glutl ni GFP en niveles satisfactorios.
Aunque es inesperado, es posible que en el contexto del gen
SLC2A1/s1lc2Al, el péptido 2A afecte de forma adversa la
expresidén de la proteina. Por el contrario, se descubrid que
las construcciones de control que contienen solo los genes
SLC2A1 humanos vy de ratdn expresan niveles elevados de
proteina. No se Dbuscd adicionalmente ninguna de 1las
construcciones de Glutl que contenian 2A (figura 1lA-B) para
restablecer la expresién de Glutl en los sistemas de modelos
mutantes.

Para evitar las dificultades de expresidédn introducidas por la
presencia del péptido 2A en las primeras cuatro

construcciones (figura 1A-B), se evaludé wuna proteina de
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fusidn hGlutl-eGFP (denominada phGlutl: :eGFP). Los

experimentos de cultivo celular indicaron que la proteina de
fusién no solo se expresa, sino que también es funcional en
el ensayo de absorcién de glucosa. Esta construccidn
(phGlutl::eGFP), junto con las construcciones que contienen
solo los genes slc2al de ratdn o SLC2A1 humano se consideran
para sSu uso en experimentos in vivo que comprenden la terapia
génica de los ratones del modelo de Glutl.

Clonacidén del plasmido AAVY9 v empaquetamiento posterior del

vector viral

La construccién de la proteina de fusién hGlutl-eGFP
(phGlutl::eGFP) se clond nuevamente en el plasmido AAVS para
el empaquetamiento posterior en el vector viral. Para
garantizar que la construccién clonada nuevamente continuara
expresando la proteina, se transfectd transitoriamente en
células de ovario de hémster chino (CHO) y se analizaron los
niveles de ©proteina mediante andlisis de transferencia
western (figura 2A). El analisis de la expresidén de 1la
proteina en las células CHO mostrd que con respecto a las
construcciones dque expresan solo el ADNc codificante de
hGlutl o 1la fusién hGlut-eGFP impulsada por un elemento
promotor diferente, el pléasmido AAV9-hGlutl-eGFP expresd
niveles inferiores de Glutl (figura 2A). Sin embargo, la

construccidén de fusidn modificada (AAVI-hGlutl-eGFP) continud
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expresando la proteina Glutl en wuna cantidad eficaz vy

satisfactoria. Ademéds, la proteina de fusibn parecid ser
significativamente mads grande que la proteina hGlutl natural,
segun lo esperado debido a la etiqueta GFP en el extremo 3’
del ADNc de Glutl (figura 2A). Estos resultados estan en
consonancia con los ensayos de absorcién de glucosa en 1los
cuales se descubridé que la proteina hGlut-eGFP aumentaba la
absorcién de la glucosa en las células CHO (figura 2B). La
figura 2C muestra la fluorescencia de GFP de esta
construccién después de la transfeccidén en las células CHO.
En paralelo, los genes SLCZAI humano y slcZal de ratdn
también se clonaron en el plasmido de AAVYS vy, tras la
transfeccién a los fibroblastos de los pacientes, se
descubrié que impulsaban la expresién de Glutl y aumentaban
la absorcidén de glucosa. En consecuencia, se empaquetd cada
uno en la cépside de AAVY9 y ~10'3 se prepararon copias de
genoma para la administracién en los ratones del modelo de DS
de Glutl. (De acuerdo con los métodos que se describen en 1la
patente estadounidense n.° 8,734,809, y en Grieger y Samulski
2005 y Grieger y Samulski 2012).

Condiciones de empaquetamiento/distribucidn

Para optimizar las condiciones para la administracidén de las
construcciones que expresan Glutl empaquetadas en vectores de

AAV9, se analizdé la distribucidén de un vector de AAVI-GFP
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(Foust, K.D. et &l. 2009) en ratones de tipo silvestre. (De

acuerdo con los métodos que se describen en Gao, G.P. y Sena-
Esteves, M. (2012), In Molecular Cloning, tomo 2: A
Laboratory Manual (M.R. Green y J. Sambrook eds.)).

Se evaludé la distribucidédn de la construccidédn de AAVI-GFP en
diferentes tejidos en ratones adultos o neonatales de tipo
silvestre. Se encontrd fluorescencia verde brillante en 1los
tejidos evaluados de los ratones inyectados con AAV9-GFP,
pero no en los ratones inyectados con PBS/control.
Esencialmente, se administraron sistémicamente ~4 x 1072
copias de genoma del vector en un volumen de ~40 pl en los
ratones a través del seno retroorbital y la vena temporal.
Los resultados de estos experimentos indican que el virus de
AAVY9 se distribuye en diversos tejidos nerviosos y no
nerviosos. En particular, se descubridé que niveles altos se
dirigian al mUsculo esquelético, el corazdn y el higado. Sin
embargo, se observd fluorescencia de GFP sustancial en el
tejido cerebral, incluido en las células endoteliales
positivas para Glutl que recubren la microvasculatura del
cerebro. De manera importante, estas células son los sitios
putativos de una terapia dirigida para la DS de Glutl.
Construcciones de AAV9-mGlutl de control

Tabla 2-

mGlutl = pAAVY9 CB6 PI mGlutl (SEQ ID NO:35-41).
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Tabla 2 - Compendio de Glutl o vehiculo

Cantidad de Sexo Fecha de Inyectado

animales inyeccién con
4 Hembra 5/19 mGlutl
1 Macho 5/15 mGlutl
2 Macho 5/25 mGlutl
2 Hembra 5/25 mGlutl
1 Hembra 5/25 PBS
1 Macho 5/31 PBS
3 Macho 6/1 PBS
2 Macho 6/6 PBS

Una de las construcciones que expresaba las cantidades
deseadas de 1la proteina mGlutl se empaquetd en el vector
viral de AAVY9. Aungque esta construccidn no tiene una etiqueta
marcada (p. ej., GFP), la expresién de Glutl de esta
construccién en los ratones del modelo se puede seguir
mediante la evaluacidén de la proteina mGlutl total mediante
analisis de transferencia Western % experimentos de
inmunohistoquimica.

La construccién pAAV9 CB6 PI mGlutl (SEQ ID ©NO:35) se
introdujo en crias de ratdédn de Glutl mutante en el dia
posnatal (PND) 2 a través del seno retroorbital. Los ratones
inyectados con esta construccidén actian como controles para
los mutantes inyectados con AAV9-hGlutl-eGFP (SEQ ID NO: 80;
véase las caracteristicas de SEQ ID NO:81-87). Se han

inyectado nueve ratones mutantes con la construccién de AAVI-
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mGlutl pAAVY9 CB6 PI mGlutl (tabla 2). Como controles

adicionales, se han inyectado siete mutantes con vehiculo
(PBS) solo. Estos ratones se evaluaran en cuanto a la mejora
funcional del fenotipo de la enfermedad. Esto se llevara a
cabo determinando los niveles de absorcién de glucosa en el
tejido cerebral, mediante escaneos PET y mediante la medicidn
del desempefio motriz en las pruebas del cilindro giratorio o
el poste vertical de acuerdo con las técnicas estandar (véase
Kariya et &4l1., 2012).

Una de las construcciones utilizadas en los experimentos de
reemplazo génico con los ratones del modelo de GlutlDS es la
construccidén AAVI-hGlutl-eGFP (SEQ ID NO:80). La proteina
Glutl marcada ©producida a partir de esta construccidn
permitird la distribucién de la proteina en los diversos
sistemas de o6rganos que se deben sequir, incluidas las
células endoteliales que expresan Glutl de los cerebros de
los ratones experimentales. Esto permitird las condiciones de
optimizacidén para la deteccidn de mGlutl en el cerebro de
ratén. La expresidén elevada de la proteina mGlutl en el
cerebro se puede detectar utilizando un anticuerpo
especifico.

El restablecimiento de Glutl en los ratones mutantes con DS

de Glutl rescata el fenotipo de la enfermedad, sequn 1lo

ejemplificado por el rescate de la disfuncidén en el andar
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La capacidad del virus adeno-asociado recombinante 9 (rAAV9)

de infectar multiples tipos de células se utilizd como una
caracteristica para reintroducir el gen SIcZ2al murino en un
modelo de ratdn de la enfermedad humana. Debido a la ausencia
de un alelo de SlIcZal de tipo silvestre, los ratones con DS
de Glutl presentan un desempefio bajo en el ensayo de cilindro
giratorio, una medida de resultado que se cree que modela los
defectos del comportamiento motriz, es decir, los fenotipos
motrices, observados en los pacientes humanos. Los ratones
mutantes se inyectaron con ~ 4 x 10'' copias de genoma de
AAV9-Glutl proporcionadas por la construccidédn pAAV9 CB6 PI
mGlutl (SEQ ID NO:35) o el +vehiculo (PBS) en PND3. Se
calcularon los valores P utilizando ANOVA de wuna via. E1
restablecimiento del gen SlIcZ2al en los ratones mutantes en
PND3 produjo una mejora significativa en el desempefio en el
cilindro giratorio (en condiciones estandar; véase Wang et
al. 2006), a las 6 semanas (figura 3A). La mejora en el
desempefio persistidé hasta las 20 semanas, momento en el cual
finalizbé el experimento.

Ademas de la mejora en el desempefio en el ensayo de cilindro
giratorio (figura 3A), los ratones tratados también manejan
un poste vertical con mayor agilidad gue sus contrapartes
tratadas con vehiculo (figura 3B). Los mutantes tratados

tuvieron un desempefio no distinguible de los compafieros de
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camada de control de tipo silvestre cuando las cohortes se

evaluaron entre 6 y 12 semanas de edad. Estos resultados
proporcionan pruebas contundentes de que el restablecimiento
de Glutl en los ratones <con DS de Glutl mitiga las
caracteristicas del fenotipo motriz de la enfermedad humana,
lo que indica que el restablecimiento del gen SlcZal en 1los
ratones del modelo mutante es un indicio de wvalor
terapéutico.

El restablecimiento de Glutl en los ratones mutantes con DS

de Glutl produce un aumento de la expresién del gen en

multiples tejidos.

Para analizar la base molecular del desempefio mejorado de los
animales tratados con AAV9-Glutl, se evalud la expresidédn del
gen Slc2al murino en el tejido cerebral y hepatico de 1los
animales. Los animales mutantes tratados con el pAAVY9 CB6 PI
mGlutl (SEQ ID NO:35) presentaron mayores niveles del gen
Slc2al en el tejido cerebral y hepatico (figuras 4A-B). Se
extrajo tejido cerebral y hepdtico de ratones tratados y de
control, se prepard el ARN y después se transcribidé de forma
inversa antes de ampliar la transcripcidén de SIcZ2al en un
ensayo de Q-PCR. Se wutilizé p-actina para normalizar la
expresién del gen SIcZal. La figura 4A muestra la expresiodn
del gen SlcZal relativa en los mutantes tratados y 1los

controles pertinentes. La figura 4B muestra la expresidén de
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Slc2al como un porcentaje de la expresidédn en los ratones

Glutl*/* de tipo silvestre. Los cebadores que se extienden por
el intrén 1 se wutilizaron para ampliar la transcripcidn
codificante de Glutl por PCR cuantitativa en mutantes
tratados (Glutl'/") y controles pertinentes (mutantes Glutl*/-
tratados con Glutl*/* y PBS). Se sometieron a eutanasia los
ratones vy se extrajeron tejidos después de 1la perfusiédn
transcardiaca con PBS. Se prepard ARN utilizando el kit
Qiagen RNAeasy segun las instrucciones del fabricante
(Qiagen, Valencia, CA). E1 ARN se transcribidé de forma
inversa de acuerdo con los procedimientos estdndar vy se
utilizaron los siguientes cebadores para ampliar la
transcripcién codificante de Glutl: GlutlQPCR Fl: 5’ CTT GCT
TGT AGA GTG ACG ATC 3’ (SEQ ID NO:76) y GlutlQPCR R1l: 5’ CAG
TGA TCC GAG CAC TGC TC 3’ (SEQ ID NO:77). Se cuantificd 1la
banda de 212bp esperada en un Eppendorf Realplex Cycler
(Eppendorf, Alemania).

De manera inesperada, la expresidén del gen en el higado
mutante tratado superdé los niveles en el mismo tejido de 1los
controles de Glutl*/*, 1lo que coincide con 1los informes
anteriores (Foust et &4l., 2010) de que el virus AAVI9-Glutl
tiene un tropismo particular para el higado. En una cohorte
pequefia de ratones WT a los que se les administrdé el virus,

esto también produjo hipoglicemia, probablemente como
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consecuencia de la regulacidén por aumento de SIcZal en este

tejido y, por lo tanto, la eliminacidén de la glucosa de 1la
sangre. En consecuencia, se considera la supresién de la
expresién de SlcZal utilizando las construcciones qgue
contienen sitios de unidén a ARNmi-122 (tal como se muestra en
la figura 1D y comprendidos por SEQ ID NO:42-75). ARNmi-122
se expresa especificamente en el higado vy suprime la
expresidén de los genes a cuyas transcripciones se une (Xie et
al., 2011). Las consecuencias fisioldbgicas de este hallazgo
serdn objeto de investigaciones posteriores.

Proteina cerebral Glutl potenciada y glucosa en ILCR en

ratones mutantes tratados con AAV9-Glutl; el restablecimiento

de Glutl mitiga la hipoglucorraquia en los ratones del modelo

de DS de Glutl.

Una caracteristica que define 1la DS de Glutl es 1la
hipoglucorraquia (baja glucosa del liquido cefalorraquideo).
Los ratones del modelo de DS de Glutl presentan este
fenotipo. Para determinar si el restablecimiento de Glutl en
los ratones del modelo revirtidé o mitigd la hipoglucorraquia,
se extrajeron sangre y liquido cefalorraquideo (LCR) de 1los
animales y se midieron los niveles de glucosa. Se sometieron
a ayuno todos los ratones durante la noche antes de tomar las
mediciones. Se aislé el LCR de la cisterna magna

esencialmente como se describié anteriormente (Wang et 4&l.,
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2006; Fleming et &l., 1983). En resumen, se realizd una

incisién desde la parte superior del craneo hasta el térax
dorsal, y se retirdé la musculatura desde la base del créaneo
hasta las primeras vértebras para exponer las meninges gue
cubren la cisterna magna. Se extirpd el tejido que recubre la
cisterna magna con cuidado de no perforar las meninges
traslicidas. Una vez que se limpidé la sangre/fluido
intersticial residuales en el area circundante, se utilizd
una micropipeta unida a una aguja de 306G para perforar la
membrana aracnoidea que <cubre la cisterna magna y se
extrajeron 5-15 pl de LCR. Se finalizé el ©procedimiento
completo en 5 minutos y se mididé la glucosa en el LCR con un
medidor de glucosa Ascensia Elite XL (Bayer Corp.). Se
determiné de forma similar la glucosa en sangre, antes de la
extraccién del LCR, mediante la extraccidédn de ~10 pl de
sangre de una incisidén en la cola. Se evaluaron dos lecturas
de cada una de las concentraciones de glucosa en sangre y LCR
para cada ratén. Se informard el valor promedio.

Con respecto a los valores de glucosa en el LCR y las etapas
de la enfermedad, los siguientes intervalos son tipicos: méas
del 90 % de pacientes de Glutl tienen valores de glucosa en
LCR de < 40 mg/dl (2.2 mM) y el resto de los pacientes se
encuentran dentro del intervalo de 41-52 mg/dl. Por ende, el

intervalo normal para los niveles de glucosa en LCR es 2
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aproximadamente 53 mg/dl. Para los ratones del modelo de DS

de Glutl, el nivel de glucosa en LCR tipico es de
aproximadamente 23.3+7.17 mg/dL (se encuentra dentro de un
intervalo de < 25.0 #8.00 mg/dl); mientras que para 1los
ratones de tipo silvestre, el nivel es de aproximadamente
74.6 +14.1 mg/dL (se encuentra dentro de un intervalo de 2
aproximadamente 70.0 +15.0 mg/dL) .

Ademés, el ensayo de funcidén de absorcidn de glucosa por GR
se suele utilizar como un sustituto para la
haploinsuficiencia de Glutl. En este ensayo, las muestras del
paciente que presentan DS de Glutl se agrupan con una
absorcidén de aproximadamente el 50 %, con un intervalo de 36-

o)

73 Se calcula que 275 % de actividad coincide con un

o°

Q

intervalo normal. Cabe destacar que <25 % es grave y 0 % se
aproxima a la mortalidad embrionaria.

El restablecimiento del gen slcZal en los ratones mutantes
con DS de Glutl mediante transfeccidén con la construccidn
PAAVY CB6 PI mGlutl (SEQ ID NO:35) produce un aumento de la
expresidén del Glutl (figura 5A). Ademéds, los ratones mutantes
con DS de Glutl tratados expresan mayores niveles de 1la
proteina Glutl en el tejido cerebral (figura 5B). En 1la
figura b5C, 1las concentraciones de glucosa en LCR en 1los
mutantes tratados fueron significativamente mayores que las

de los mutantes sin tratamiento, pero no alcanzaron 1los
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niveles observados en los controles de tipo silvestre. Los

ratones mutantes con slcZal restablecido presentaron mayores
niveles de glucosa en LCR/sangre (figura 5D). Los tamafios de
las muestras son n=8 para los ratones mutantes no tratados vy
n=9 para los ratones mutantes tratados. Ademas, la cohorte de
tipo silvestre es n=18. Estos datos muestran que el
restablecimiento de Glutl en los ratones mutantes con DS de
Glutl aumenta los niveles de glucosa en LCR y mitiga a la
hipoglucorraquia de los animales afectados. En forma
colectiva, estos resultados son un indicio <claro de 1los
beneficios terapéuticos del restablecimiento de Glutl en un
sujeto con deficiencia de Glutl. Los resultados preliminares
de estos experimentos indican que el restablecimiento de
Glutl en estos ratones adultos sintomaticos no rescata el
fenotipo de 1la enfermedad, 1lo gque propone una ventana de
oportunidad terapéutica limitada en los ratones Y,
probablemente, también en los seres humanos.

Restablecimiento de Glutl en ratones sintomaticos—momento de

la administracidén de Glutl.

El restablecimiento de la expresién de Glutl en los ratones
del modelo al principio del transcurso de la enfermedad
(ejemplificado por la inyeccidn de PN3 de las construcciones
de AAV9-mGlutl) en ratones con DS de Glutl tiene un valor

terapéutico claro. Para determinar el marco de tiempo del
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restablecimiento de Glutl en los ratones sintomaticos, se han

iniciado experimentos que comprenden la inyeccidn de
construcciones de pAAV CB6 PI mGlutl (SEQ ID NO:35) en
ratones mutantes a las 8 semanas de edad. Los ratones con DS
de Glutl son claramente sintomaticos en este momento con un
desempefio inferior que los compafieros de camada de tipo
silvestre de control en el cilindro giratorio. En
consecuencia, se inyectd sistémicamente una cohorte de
ratones de DS de Glutl con vehiculo o 1 x 10'% copias de
genoma de AAVI9-mGlutl. Todos 1los ratones toleraron el
procedimiento, lo que indica gque la inyeccidén del virus en
los roedores adultos es segura. Se estan evaluando ensayos
moleculares, celulares y conductuales similares a los
descritos arriba para determinar los marcos de tiempo dque
permitirdn el tratamiento/alivio de los sintomas de la
deficiencia de Glutl, asi como cualquier limite de tiempo
para invertir el curso del fenotipo de la enfermedad.

Refinamiento de la ventana de oportunidad terapéutica en un

modelo de DS de Glutl

Los presentes datos demuestran que la replecidén mediada por
AAVY9 de la proteina Glutl (murina) en ratones neonatales con
DS de Glutl (PND3) aumenta la expresidén de Glutl, mitiga la
hipoglucorraquia observada de forma caracteristica en la

enfermedad, restablece el tamafio del cerebro y da como
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resultado una mejora notoria en el desempefio motriz. Por el

contrario, la replecidén de Glutl a las 8 semanas de edad no
logro rescatar el fenotipo de la enfermedad. Estos resultados
sugieren que existe una ventana de oportunidad terapéutica
limitada en los ratones del modelo de DS de Glutl, un
hallazgo que probablemente refleje la afeccién humana. Los
datos preliminares también indican niveles de glucosa en LCR
significativamente reducidos en los ratones mutantes desde
las 2 semanas de edad (mutantes: 23.25+%3.77mg/dL; controles:
53.3345.20mg/dL, P < 0.01, prueba t). Sin embargo, no gqueda
claro si el restablecimiento de Glutl en esta coyuntura,
antes de un fenotipo visible discernible, proporcionara
beneficio terapéutico.

Para determinar el resultado del restablecimiento de Glutl en
esta etapa temprana de la enfermedad - similar al tratamiento
de pacientes que han sido diagnosticados en la infancia, pero
sin embargo han estado sujetos a los efectos causantes de la
enfermedad de la deficiencia de Glutl durante la infancia,
los ratones mutantes se transducirdn sistémicamente con el
vector pAAVY9 CB6 PI mGlutl (SEQ ID NO:35). En resumen, se
inyectaran ~10'? copias de genoma del vector terapéutico de
vehiculo en un volumen de ~50ul en la vena temporal de
ratones de 2 semanas de edad. Se evaluard posteriormente a

los animales wutilizando una bateria integral de ensayos
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moleculares (analisis de transferencia western, ensayos de Q-

PCR, niveles de glucosa en LCR y sangre), de imagenologia
(escaneos PET) y conductuales (andlisis de cilindro
giratorio, pruebas de poste vertical) para determinar el
resultado del restablecimiento de la proteina funcional en
esta etapa “juvenil” en los ratones. Estos experimentos
complementaréan los resultados obtenidos después del
tratamiento en los neonatos (PND3) por un lado y en el modelo
adulto (8 semanas) por otro lado, y refinardn la ventana de
oportunidad terapéutica para la DS de Glutl.

Evaluacidén de los efectos combinados del tratamiento temprano

con la dieta cetogénica y la replecidén tardia de la proteina

Glutl en los ratones del modelo de DS de Glutl

Aungque estd claro que el restablecimiento de Glutl en los
ratones adultos (8 semanas) no mitigd el fenotipo de DS de
Glutl, es posible que el tratamiento anterior de estos
ratones con una dieta alta en grasas pudiera haber producido
un resultado mas favorable. Los ratones con dichas dietas
representan de forma mas precisa la cohorte de los pacientes
con DS de Glutl mayores que pueden haber perdido la ventana
de tratamiento terapéutico ideal, ©pero que podrian, no
obstante, beneficiarse de un restablecimiento tardio de la
proteina Glutl debido a los efectos protectores tempranos de

una dieta cetogénica. Estas dietas proporcionan cuerpos de
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cetona al cerebro, una fuente alternativa, aunque imperfecta,

de energia que atraviesa la barrera hematoencefdlica a través
de los transportadores monocarboxilicos. En consecuencia,
ademds de nuestros experimentos en ratones de dos semanas,
evaluaremos los efectos del restablecimiento de Glutl en
mutantes adultos (6-8 semanas) que han recibido (desde PND7)
la triheptanoina de triglicéridos 7C. La triheptanocina, qgue
se encuentra actualmente en ensayos clinicos para la DS de
Glutl, no solo se metaboliza a CoA de acetilo para el ciclo
de TCA, sino que también se cree que proporciona sustratos
anaplerdéticos esenciales para el ciclo ya que los nutrientes
se descomponen eventualmente para suministrar los requisitos
energéticos de la célula. En resumen, este experimento
comprendera el tratamiento de los mutantes con (82mg/g) o sin
triheptanoina hasta que se les administre la construccidén de
AAV9-Glutl (pAAVY9 CB6 PI mGlutl). Las diferentes cohortes de
ratones luego se evaluaran tal como se describidé arriba como
forma de predecir el resultado terapéutico del
restablecimiento de la expresidén de Glutl en pacientes
mayores con los tratamientos disponibles actualmente (dieta
cetogénica) .

Optimizacidédn de las construcciones de Glutl para los ensayos

clinicos

Aunque hasta ahora no se han observado efectos adversos de la
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expresidén de slcZal en ratones con DS de Glutl, los estudios

preliminares en una pequefia muestra de ratones de tipo
silvestre a los que se les administrdé el vector de la
construccidén pAAVY9 CB6 PI mGlutl (SEQ ID NO:35) indicaron
niveles reducidos de glucosa en LCR y sangre. Este evento
inesperado podria deberse al aumento de la expresidén de
slc2al en el higado, un 6rgano diana de AAV9 preferido y, en
consecuencia, al transporte mejorado de la glucosa hacia este
tejido. El1 resultado neto es una caida en la glucosa
circulante, que se refleja en un estado hipoglucémico. Con
antelacién a dicho evento, la construccién de hGlutl (pAAV
CB6 PI hGlutl) se modificard para excluir su expresidén a
niveles altos en el higado, un érgano para el cual AAVY9 tiene

un tropismo particularmente alto (Zincarelli et 4&l., 2008;

Pacak et 4l., 2006). Para hacerlo, los sitios de unidén (BS)
para ARNmi - miR-122 (expresado especificamente en
hepatocitos) se introducirdn en las construcciones. Esta

estrategia se ha implementado con éxito anteriormente (véase
Xie et al., 2011) y aprovecha la escisién endonucleolitica
mediada por ARNmi de los ARNm diana y limita asi la expresidn
de la transcripcién a 1los tejidos de interés. Las
construcciones que se muestran en la figura 1 D y la tabla 1
(PAAV CB6 PI hGlutl-in3xmiR-122 BS, pAAV CB6 PI hGlutl-

out3xmiR-122 BS, pAAV CB6 PI mGlutl-in3xmiR-122, pAAV CB6 PI
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mGlutl-out3xmiR-122) se evaluaran en un subgrupo de ratones

junto con los vectores de expresidén de Glutl originales (no
modificados), analizando cada uno para detectar los niveles
de expresidén de Glutl y la eficacia terapéutica. Una mayor
tendencia de la construccidédn original a causar hipoglucemia
indicard el beneficio del uso de las nuevas construcciones de
Glutl-ARNmi-BS en experimentos y ensayos posteriores.

Para optimizar la expresidén de las construcciones de ensayo
descritas en la presente no solo como un medio para reducir
las titulaciones virales durante el proceso de fabricacién,
sino también para abordar las preocupaciones de seguridad
asocladas <con las altas concentraciones del wvirus, se
evaluardn los genes SLC2Al1 y slcZal utilizando un proceso de
optimizacidén de codones empleando el software disponible de
forma gratuita (https://www.idtdna.com/CodonOpt). Ademés, se
introduciran secuencias de Kozak de consenso en las
construcciones segun sea necesario. Por ende, se puede
optimizar por codones cualquiera de las construcciones o
elementos descritos en la tabla 1 de este modo. Se evaluara
cada una de las construcciones modificadas en paralelo con
las construcciones parentales en los ratones. En resumen, las
construcciones se administrardn de forma sistémica a través
de la vena temporal en crias de ratdén PND3. Luego se sometera

a eutanasia a los animales dos o tres semanas mas tarde y se
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determinaran los niveles de proteina de cada una de las

construcciones mediante Q-PCR vy analisis de transferencia
western. Las construcciones que presenten los niveles de
expresién més répidos y altos se considerardn para un uso
eventual en estudios de primates no humanos y eventualmente
en ensayos clinicos para pacientes humanos.

Estudios en primates no humanos

Para determinar 1la Dbiodistribucidén, la expresidn vy la
toxicidad de nuestras construcciones seleccionadas en un
modelo mamifero grande, se administrardn vectores virales a
una cohorte de monos cynomolgus. En resumen, se les
administrard a 6 animales, cada uno en PND1l, PNDY90 y 2 afios
de edad de forma sistémica el vector AAV9 en una dosis de 5 x
10!® copias de genoma/kg. Para determinar la toxicidad aguda
de las construcciones, se extraerd sangre a los animales 1
dia, 3 dias y 7 dias después de la administracidén del wvector.
Ademds, se les extraerda sangre a los animales 2, 3 y 4
semanas después de la inyeccidén del vector. En cada caso, se
evaluardn ©parametros de quimica clinica y Thematologia
importantes. Las titulaciones de los anticuerpos
neutralizantes para AAV9 se monitorizardn en muestras de
suero mediante un ensayo de anticuerpos neutralizante
cuantitativo basado en la transduccidén (Rapti et al., 2012) y

determinan la presencia de linfocitos T especificos de
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capside o transgén en PBMC utilizando ELISPOT, técnicas de

tincidén de citocinas intracelulares y citometria de flujo
(Walker et 4&l., 2001) . Para complementar 1los estudios
inmunolégicos anteriores, se someterdn a eutanasia tres
animales de cada cohorte en la semana 4 para la
histopatologia, estudios de biodistribucidédn de vectores vy
andlisis de expresidén de transgenes en todos los sistemas de
6rganos principales. Estos experimentos también permitiran el
andlisis y la comparacién de las respuestas inmunitarias
celulares de los linfocitos B y T a la cépside o el transgén
en suero, linfocitos y PBMC en un momento temprano frente a
un momento tardio después de la administracidén del virus. Con
el fin de realizar un estudio de seguridad a largo plazo, se
hard un seguimiento a los 3 animales restantes en cada grupo
durante un periodo de 3 meses durante el cual se les extraera
sangre todos 1los meses para realizar estudios de qguimica
clinica y hematologia, tal como se describidé arriba. En
ultima instancia, se someterd a eutanasia a estos animales 3
meses después de las inyecciones y se analizaran tal como se
describe en los estudios de toxicidad aguda. Es posible que
la proteina Glutl humana, a pesar de compartir ~99 % de
homologia con Glutl de cynomolgus, produce una respuesta
inmunitaria agresiva. Para evitar esto, se introduciradn dos

sitios de unién a ARNmi para miR-142-3p y miR-155 en las
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construcciones de ensayo. Los resultados preliminares de un

estudio independiente indican que estos ARNmi se expresan en
células presentadoras de antigenos vy, en consecuencia,
suprimen la expresidén de las proteinas cuyas transcripciones
contienen los sitios de unién para los ARNmi. De forma
colectiva, estos estudios facilitardn el uso eventual de las
construcciones de Glutl de prueba descritas en la presente en

ensayos clinicos humanos.
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Como resultara evidente para los entendidos en la técnica, se
pueden realizar muchas modificaciones y variaciones a esta
invencién sin apartarse de su espiritu vy alcance. La
invencién se define por los términos de las reivindicaciones
adjuntas, junto con la totalidad del alcance de 1los
equivalentes a los cuales dichas reivindicaciones autorizan.
Las modalidades especificas descritas en la ©presente,
incluidos 1los siguientes ejemplos, se ofrecen solamente a
modo de ejemplo, y no limitan en virtud de sus detalles el
alcance de la invencién.

Todas las referencias citadas en la presente se incorporan
mediante referencia en la misma medida que si cada
publicacidén, entrada de base de datos (p. ej., secuencias de

Genbank o entradas de GenelID), solicitud de patente o patente
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individual se 1indicara especifica e individualmente como

incorporada mediante referencia. Con la presente declaracidn
de incorporacién mediante referencia los solicitantes
pretenden, conforme al titulo 37 del C.F.R. $§1.57(b) (1),
hacer referencia a cada publicacidén, entrada de base de datos
(p. ej., secuencias de Genbank o entradas de GenelD),
solicitud de patente o patente individuales, cada una de las
cuales se identifica claramente de conformidad con el titulo
37 del C.F.R. §1.57(b) (2), incluso si dicha cita no se
encuentra inmediatamente adyacente a una declaracidén de
incorporacién mediante referencia dedicada. La inclusidén de
declaraciones de incorporacidén mediante referencia dedicadas,
si las hubiera, dentro de la memoria descriptiva no debilita,
en ningin sentido, la presente declaracidén general de
incorporacidén mediante referencia. La mencidén de las
referencias en la presente no es una admisidén de que las
referencias sean técnica previa pertinente ni constituye
admisién alguna de los contenidos o la fecha de estas
publicaciones o documentos.

El alcance de 1la presente invencién no se limita a las
modalidades especificas descritas en la presente. De hecho,
diversas modificaciones de 1la invencidén ademas de las se
describen en la presente seran evidentes para los expertos en

la técnica a partir de la descripcidédn que antecede y las
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figuras adjuntas. Se pretende que tales modificaciones se

encuentren dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.

La memoria descriptiva escrita que precede se considera
suficiente para permitir que el experto en la técnica ponga
en practica la invencidén. Para los expertos en la técnica
serdn evidentes diversas modificaciones de la invencidn
ademas de las que se ilustran y describen en la presente a
partir de la descripcidén que antecede y estas se encuentran

dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector adeno-asociado recombinante (rAAV) que
comprende una secuencia de &cido nucleico gue comprende un
transgén que codifica Glutl.

2. E1l AAV recombinante de la reivindicacidén 1, que ademés
comprende un promotor de Beta-actina de pollo y en donde el
rAAV es capaz de cruzar la barrera hematoencefédlica (BBB).

3. El AAV recombinante de la reivindicacidén 2, en donde el
transgén es capaz de expresarse en células endoteliales que
recubren la microvasculatura del cerebro.

4, El AAV recombinante de la reivindicacidédn 2, en donde el
promotor de Beta-actina de pollo se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO:31, 38, 45, 54, 62 y 70.

5. El AAV recombinante de la reivindicacidén 1, en donde el
AAV es AAVE8 o AAVY.

6. El AAV recombinante de la reivindicacidén 1, en donde el
Glutl comprende SEQ ID NO:78 o 79.

7. El AAV recombinante de la reivindicacidén 1, que ademés
comprende elementos de ARNmi seleccionados del grupo que
consiste en SEQ ID NO:48, 56, 59, 64 y 73.

8. El AAV recombinante de la reivindicacidén 1, en donde el
vector recombinante ademds comprende repeticiones terminales
invertidas (ITR) gque flanquean los elementos de ARNmi.

9. Una composicién que comprende el AAV recombinante de la
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reivindicacidén 1.

10. La composicién de la reivindicacidén 9, que ademas
comprende un portador farmacéutico.

11. Un kit gue comprende una cubierta de un recipiente que
comprende la composicidén de la reivindicacién 9.

12. El1 kit de la reivindicacidén 11, en donde el recipiente
es una jeringa.

13. Un método para restablecer el transporte de Glutl en la
barrera hematoencefalica (BBB) de un sujeto, que comprende
administrarle al sujeto una cantidad eficaz del wvector AAV
recombinante de la reivindicacién 1.

14. Un método para tratar el sindrome de deficiencia de
Glutl en un sujeto que lo necesita, en donde el método
comprende administrarle al sujeto una cantidad eficaz del
vector AAV recombinante de la reivindicacidn 1.

15. Un método para aliviar en un sujeto al menos uno de los
sintomas asociados con el sindrome de deficiencia de Glutl
seleccionado del grupo gque consiste en hipoglucorraquia,
microcefalia adquirida, disfuncidn motora atéxica y
disténica, en donde el método comprende administrarle al
sujeto una cantidad eficaz del vector AAV recombinante de 1la
reivindicacién 1.

16. El método de la reivindicacién 13, 14 o 15, en donde el

AAV recombinante ademds comprende un promotor de Beta-actina
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de pollo y en donde el rAAV es capaz de cruzar la barrera

hematoencefadlica (BBB).

17. El1 método de la reivindicacién 16, en donde el transgén
es capaz de expresarse en células endoteliales que recubren
la microvasculatura del cerebro.

18. El1 método de la reivindicacién 16, en donde el promotor
de Beta-actina de pollo se selecciona del grupo que consiste
en SEQ ID NO:31, 38, 45, 54, 62 y 70.

19. El método de la reivindicacién 13, 14 o 15, en donde el
AAV es AAV8 o AAV9.

20. El método de la reivindicacidén 13, 14 o 15, en donde el
Glutl comprende SEQ ID NO:78 o 79.

21. El método de la reivindicacién 13, 14 o 15, en donde el
AAV recombinante ademéas comprende elementos de ARNmi
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO:48, 56, 59,
64 y 73.

22. El método de la reivindicacién 13, 14 o 15, en donde el
vector recombinante ademds comprende repeticiones terminales
invertidas (ITR) que flangquean los elementos de ARNmi.

23. El método de la reivindicacién 13, 14 o 15, en donde el
AAV recombinante estd comprendido dentro de una composicién

que ademas comprende un portador farmacéutico.



10

15

20

108
RESUMEN

La presente invencidén se refiere a construcciones de vectores
virales adeno-asociados (rAAV) de Glutl recombinantes vy
métodos relacionados para restablecer la expresién de Glutl
en mamiferos con deficiencia de Glutl. En determinadas
modalidades, el rAAV ademas comprende un promotor de (-actina
de pollo, en donde el rAAV es capaz de cruzar la Dbarrera
hematoencefalica (BBB). En determinadas modalidades, la
presente invencidén se refiere a una composicidén que comprende
cualquiera de los AAV recombinantes descritos en la presente.
En determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere
a un kit que comprende una cubierta de un recipiente que
comprende la composicién descrita en la presente. En
determinadas modalidades, la presente invencidén se refiere a
métodos para restablecer el transporte de Glutl en la BBB de
un sujeto, gque comprende administrarle al sujeto una cantidad
eficaz de cualquiera de los vectores AAV recombinantes
descritos en la presente. En determinadas modalidades, la
presente invencidén se refiere a un método para tratar el
sindrome de deficiencia de Glutl en un sujeto que 1lo

necesita.



	Una “molécula de ácido nucleico aislada” hace referencia a un ADN o ARN de origen genómico, ARNm, ADNc o sintético o alguna combinación de estos, que no se relaciona con todos los polinucleótidos o con una parte de estos en que se encuentra el polinucleótido en forma natural, ni se encuentra unida a un polinucléotido al que no se une de forma natural. A los efectos de la presente descripción, debe entenderse que “una molécula de ácido nucleico que comprende” una secuencia de nucleótidos en particular no comprende cromosomas intactos. Las moléculas de ácido nucleico aislado que “comprenden” secuencias de ácido nucleico específicos pueden incluir, además de las secuencias específicas, secuencias de codificación para hasta otras diez e incluso hasta otras veinte proteínas o partes o fragmentos de estas, o pueden incluir secuencias reguladoras unidas de forma operativa que controlen la expresión de la región de codificación de las secuencias de ácidos nucleicos mencionadas, y/o pueden incluir secuencias de vectores.
	La expresión "secuencias de control" se refieren a secuencias de ADN necesarias para la expresión de una secuencia codificante unida de manera operativa en un organismo hospedador en particular. Las secuencias de control que son adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora y un sitio de unión al ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, señales de poliadenilación y potenciadores.
	El ácido nucleico está "unido de forma operativa" cuando se encuentra en una relación funcional con otra secuencia de ácido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o líder secretor está operativamente unido al ADN de un polipéptido si se expresa como una preproteína que participa en la secreción del polipéptido; un promotor o potenciador está operativamente unido a una secuencia codificante si afecta la transcripción de la secuencia o un sitio de unión al ribosoma está operativamente unido a una secuencia codificante si está ubicada de modo que facilite la traducción. Generalmente, "unido de forma operativa" significa que las secuencias de ADN que se unen son contiguas, y, en el caso de una líder secretora, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que ser contiguos. La unión se puede lograr mediante ligación en sitios de restricción convenientes. En caso de que no existan estos sitios, se usan enlazadores o adaptadores de oligonucleótidos sintéticos de acuerdo con la práctica convencional.
	Tal como se usa en la presente, las expresiones “célula”, “línea celular” y “cultivo celular” se utilizan de manera indistinta y todas dichas designaciones incluyen la progenie. Por lo tanto, las palabras “transformantes” y “células transformadas” incluyen la célula primaria de la presente y los cultivos derivados de esta sin importar la cantidad de transferencias. Se entiende también que toda la progenie puede no ser precisamente idéntica en cuanto al contenido de ADN, debido a mutaciones inadvertidas o deliberadas. Se incluye la progenie mutante que tiene la misma función o actividad biológica que la evaluada en la célula originalmente transformada. En los casos donde se pretenden realizar las designaciones de forma separada, esto se comprenderá a partir del contexto.
	AAV recombinantes
	En algunos aspectos, la invención proporciona AAV aislados. Según se utiliza en la presente con respecto a los AAV, el término "aislado" se refiere a un AAV que se ha aislado de su entorno natural (p. ej., de una célula hospedadora, tejido o sujeto) o se ha producido de forma artificial. Los AAV aislados se pueden producir mediante métodos recombinantes. Dichos AAV se denominan en la presente "AAV recombinantes". Los AAV recombinantes (rAAV) tienen preferentemente capacidades de direccionamiento específico al tejido, de modo que un transgén del rAAV se suministrará específicamente a uno o más tejidos predeterminados. La cápside de AAV es un elemento importante para determinar estas capacidades de direccionamiento específico al tejido. Por ende, se puede seleccionar un rAAV que tenga una cápside adecuada para el tejido diana. En algunas modalidades, el rAAV comprende secuencias (tales como SEQ ID NO:96) que codifican la cápside de AAV9 que tiene una secuencia de aminoácidos que se establece como SEQ ID NO:97 o una proteína que tenga homología sustancial con esta.
	Tal como se usa en la presente, “reacción en cadena de la polimerasa” o “PCR” se refiere a un procedimiento o técnica en la cual se amplifican secuencias de ácido nucleico específicas, ARN y/o ADN, tal como se describe, p. ej., en la patente estadounidense n.º 4,683,195. Generalmente, la información de secuencia de los extremos de la región de interés o más allá se utiliza para diseñar los cebadores de oligonucleótidos. Estos cebadores serán idénticos o similares en secuencia a las cadenas opuestas de la plantilla que se amplificará. Los nucleótidos en el extremo 5' de los dos cebadores pueden coincidir con los extremos del material amplificado. La PCR puede utilizarse para amplificar secuencias de ARN específicas, secuencias de ADN específicas del ADN genómico total, y ADNc transcrito a partir de ARN celular total, secuencias de plásmidos o bacteriófagos, etc. Ver generalmente Mullis et ál., (1987) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263; Erlich, ed., (1989) PCR Technology (Stockton Press, N.Y.) Tal como se usa en la presente, la PCR se considera como un ejemplo, pero no el único, de un método de reacción de polimerasa de ácido nucleico para amplificar una muestra de prueba de ácido nucleico, que comprende el uso de un ácido nucleico conocido como cebador y una polimerasa de ácido nucleico para amplificar o generar un trozo específico del ácido nucleico.
	La toxicidad y la eficacia terapéutica de las composiciones terapéuticas, administradas solas o junto con otro agente, pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estándar en cultivos de células o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la dosis letal para el 50 % de la población) y la ED50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la población). La relación de dosis entre efecto tóxico y terapéutico es el índice terapéutico (LD50/ ED50). En aspectos particulares, las composiciones terapéuticas que presentan índices terapéuticos altos son deseables. Los datos obtenidos de estos ensayos de cultivos celulares y los estudios en animales se pueden usar para formular un intervalo de dosificación para su uso en seres humanos. La dosificación de dichos compuestos se encuentra preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la ED50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificación puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificación empleada y de la vía de administración.
	En una modalidad de la invención, se administra una composición de la invención a un sujeto de acuerdo con Physicians' Desk Reference 2003 (Thomson Healthcare; 57º edición (1 de noviembre de 2002)).
	El modo de administración puede variar. Las vías de administración adecuadas incluyen la oral, rectal, transmucosa, intestinal, parenteral; intramuscular, subcutánea, intradérmica, intramedular, intratecal, intraventricular directa, intravenosa, intraperitoneal, intranasal, intraocular, inhalación, insuflación, tópica, cutánea, transdérmica o intraarterial.
	Alternativamente, se puede administrar el vector AAV9 o un compuesto relacionado de forma local, en lugar de sistémica, por ejemplo, mediante inyección o directamente en el sitio objetivo deseado, a menudo en una formulación de depósito o liberación sostenida. Asimismo, es posible administrar la composición en un sistema de administración de fármaco dirigido, por ejemplo, en un liposoma revestido con un anticuerpo específico para un tejido, que se dirige, por ejemplo, al cerebro. Los liposomas estarán dirigidas al tejido deseado y serán absorbidas de manera selectiva por este.
	El régimen de administración depende de varios factores, que incluyen el índice de renovación del suero o tejido de la composición terapéutica, el nivel de los síntomas y la accesibilidad de las células diana en la matriz biológica. Preferentemente, el régimen de administración suministra suficiente composición terapéutica para provocar una mejora del estado de la enfermedad diana, a la vez que minimiza los efectos secundarios no deseados. Por consiguiente, la cantidad de agente biológico administrado depende, en parte, de la composición terapéutica particular y de la gravedad de la afección que se esté tratando.
	La determinación de la dosis adecuada la realiza el médico, por ejemplo, usando los parámetros o factores que se sabe o sospecha en la técnica que afectan el tratamiento. En general, la dosis comienza con una cantidad algo inferior a la dosis óptima y luego aumenta en pequeños incrementos hasta que se logra el efecto deseado u óptimo con respecto a cualquier efecto secundario negativo. Las medidas de diagnóstico importantes incluyen los síntomas, por ejemplo, de la inflamación o el nivel de citocinas inflamatorias producidos. En general, es deseable que el agente biológico que se utilice se obtenga de la misma especie que el animal al que se dirige el tratamiento, minimizando así cualquier respuesta inmunológica al reactivo.
	Tal como se utiliza en la presente, “inhibir” o “tratar” o “tratamiento” incluyen una postergación del desarrollo de los síntomas asociados con un trastorno y/o una reducción de la gravedad de los síntomas de dicho trastorno. Los términos incluyen además mejorar los síntomas actuales no controlados o no deseados, evitar síntomas adicionales y mejorar o prevenir las causas subyacentes de dichos síntomas. Por ende, los términos denotan que se ha conferido un resultado beneficioso a un sujeto vertebrado con un trastorno, una enfermedad o un síntoma, o con la posibilidad de desarrollar dicho trastorno, enfermedad o síntoma.
	Tal como se utilizan en la presente, las expresiones “cantidad terapéuticamente eficaz”, “dosis terapéuticamente eficaz” y “cantidad eficaz” se refieren a una cantidad de un compuesto basado en rAAV9-Glut1 de la invención que, cuando se administra solo o combinado con otro agente terapéutico a una célula, tejido o sujeto, es eficaz para provocar una mejora medible en uno o más síntomas de una enfermedad o afección o el avance de dicha enfermedad o afección. Una dosis terapéuticamente eficaz además se refiere a la cantidad del compuesto suficiente para producir una mejora al menos parcial de los síntomas, p. ej., el tratamiento, la curación, la prevención o la mejora de la afección médica pertinente, o un aumento en la velocidad del tratamiento, la curación, la prevención o la mejora de dichas afecciones. Cuando se aplica a un individuo el ingrediente activo que se administra solo, una dosis terapéuticamente eficaz hace referencia a dicho ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinación, una dosis terapéuticamente eficaz hace referencia a cantidades combinadas de los ingredientes activos que generan el efecto terapéutico, ya sea que se administren combinadas, en serie o de forma simultánea. Una cantidad eficaz de un agente terapéutico generará una mejora de una medida o parámetro de diagnóstico en al menos 10 %; generalmente en al menos 20 %; preferentemente al menos alrededor de 30 %; más preferentemente al menos 40 %, y más preferentemente en al menos 50 %. Una cantidad eficaz también puede generar una mejora de una medida subjetiva en los casos en los que se usen medidas subjetivas para evaluar la gravedad de la enfermedad.
	Los métodos estándar en biología molecular se describen en Sambrook, Fritsch y Maniatis (1982 y 1989 2a edición, 2001 3a edición) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Sambrook y Russell (2001) Molecular Cloning, 3a ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Wu (1993) Recombinant DNA, tomo 217, Academic Press, San Diego, CA). Los métodos estándar también figuran en Ausbel, et ál. (2001) Current Protocols in Molecular Biology, tomos 1-4, John Wiley and Sons, Inc. Nueva York, NY, que describe la clonación en células bacterianas y mutagénesis de ADN (tomo 1), clonación en células de mamífero y levadura (tomo 2), expresión de proteínas y glicoconjugados (tomo 3) y bioinformática (tomo 4).
	Se describen métodos para la purificación de proteínas que incluyen inmunoprecipitación, cromatografía, electroforesis, centrifugación y cristalización (Coligan, et ál. (2000) Current Protocols in Protein Science, tomo 1, John Wiley and Sons, Inc., Nueva York). Se describen análisis químico, modificación química, modificación postraduccional, producción de proteínas de fusión, glicosilación de proteínas (véase, p. ej., Coligan, et ál. (2000) Current Protocols in Protein Science, tomo 2, John Wiley and Sons, Inc., Nueva York; Ausubel, et ál. (2001) Current Protocols in Molecular Biology, tomo 3, John Wiley and Sons, Inc., NY, NY, p. 16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co. (2001) Products for Life Science Research, St. Louis, MO; p. 45-89; Amersham Pharmacia Biotech (2001) BioDirectory, Piscataway, N.J., p. 384-391). Se describen la producción, purificación y fragmentación de anticuerpos policlonales y monoclonales (Coligan, et ál. (2001) Current Protcols in Immunology, tomo 1, John Wiley and Sons, Inc., Nueva York; Harlow and Lane (1999) Using Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Harlow and Lane, supra). Se encuentran disponibles las técnicas estándar para la caracterización de interacción entre ligando/receptor (véase, p. ej., Coligan, et ál. (2001) Current Protocols in Immunology, tomo 4, John Wiley, Inc., Nueva York).
	Como resultará evidente para los entendidos en la técnica, se pueden realizar muchas modificaciones y variaciones a esta invención sin apartarse de su espíritu y alcance. La invención se define por los términos de las reivindicaciones adjuntas, junto con la totalidad del alcance de los equivalentes a los cuales dichas reivindicaciones autorizan. Las modalidades específicas descritas en la presente, incluidos los siguientes ejemplos, se ofrecen solamente a modo de ejemplo, y no limitan en virtud de sus detalles el alcance de la invención.
	Todas las referencias citadas en la presente se incorporan mediante referencia en la misma medida que si cada publicación, entrada de base de datos (p. ej., secuencias de Genbank o entradas de GeneID), solicitud de patente o patente individual se indicara específica e individualmente como incorporada mediante referencia. Con la presente declaración de incorporación mediante referencia los solicitantes pretenden, conforme al título 37 del C.F.R. §1.57(b)(1), hacer referencia a cada publicación, entrada de base de datos (p. ej., secuencias de Genbank o entradas de GeneID), solicitud de patente o patente individuales, cada una de las cuales se identifica claramente de conformidad con el título 37 del C.F.R. §1.57(b)(2), incluso si dicha cita no se encuentra inmediatamente adyacente a una declaración de incorporación mediante referencia dedicada. La inclusión de declaraciones de incorporación mediante referencia dedicadas, si las hubiera, dentro de la memoria descriptiva no debilita, en ningún sentido, la presente declaración general de incorporación mediante referencia. La mención de las referencias en la presente no es una admisión de que las referencias sean técnica previa pertinente ni constituye admisión alguna de los contenidos o la fecha de estas publicaciones o documentos.
	El alcance de la presente invención no se limita a las modalidades específicas descritas en la presente. De hecho, diversas modificaciones de la invención además de las se describen en la presente serán evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripción que antecede y las figuras adjuntas. Se pretende que tales modificaciones se encuentren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
	La memoria descriptiva escrita que precede se considera suficiente para permitir que el experto en la técnica ponga en práctica la invención. Para los expertos en la técnica serán evidentes diversas modificaciones de la invención además de las que se ilustran y describen en la presente a partir de la descripción que antecede y estas se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

