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VECTORES AAV AUTO REGULADORES PARA LA EXPRESION SEGURA DE

MECP2 EN SIDROME DE RETT

SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica el beneficio bajo 35 U.S.C. seccion 119(e) de la fecha
de presentacion de la Solicitud Provisional de EE.UU. con No. de Serie 62/516,060,
presentada el 6 de junio de 2017, cuyo contenido completo se incorpora aca por

referencia.

ANTECEDENTES

El sindrome de Rett es una enfermedad neuroldgica causada por la pérdida
de las mutaciones de funcion en MeCP2. Se ha observado que la restauracion
postnatal de expresion de MeCP2 es efectiva en reversar algunos de los fenotipos
presentes en ratones con MeCP2, pero permanecen preocupaciones de seguridad.
Adicionalmente, estudios que examinan la eficacia terapéutica de ciertos vectores
de MeCP2 que codifican la isoforma e1 han observado unicamente el rescate parcial
de fenotipos de Rett. Estos estudios se han enfocado tipicamente en entrega
intravascular (1V) o intracerebroventricular (ICV) prenatal, y en algunos casos se ha

encontrado toxicidad hepatica letal y cierre de las extremidades posteriores.

RESUMEN
Aspectos de la divulgacién se relacionan con el descubrimiento que ciertas
combinaciones de elementos reguladores (MRE) de miARN, por ejemplo sitios de
union de miARN asociados con ciclos de realimentacién negativa de expresion de
gen y sitios de union de miARN que se desorientan de la expresion de transgén de
tejidos no objetivos, permiten la expresion ajustable de transgén dentro de un rango
reducido compatible con la funcién normal de proteina y la anulacién de la toxicidad

de transgén fuera del objetivo. En algunas modalidades, las composiciones y
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métodos descritos por la divulgacién son por lo tanto utiles para tratar enfermedades
y desordenes asociados con la pérdida de mutaciones de funcion, por ejemplo,
sindrome de Rett el cual esta asociado con la pérdida de mutaciones de funcion en
el gen MECP2.

En consecuencia, en algunos aspectos, la divulgacién suministra un método
para obtener un transgén, el método comprende: seleccionar un primer gen que
codifica un primer producto en una célula; seleccionar un segundo gen que codifica
un segundo producto en la célula; determinar que la expresién del segundo producto
sea regulada positivamente por el primer producto en la célula; seleccionar un
miARN; determinar que la expresion del miARN sea regulada positivamente por el
segundo producto en la célula; y obtener un transgén para expresar en la celular un
transcripto que tiene una region de codificacion que codifica el primer producto y
que tiene uno o mas sitios de uniéon para el miARN.

En algunos aspectos, la divulgacion suministra un método para obtener un
transgén, el método comprende: seleccionar un primer gen que codifica un primer
producto en una célula; seleccionar un miARN, cuya expresion es regulada
positivamente por el primer producto en la célula; y, obtener un transgén que
expresa un transcripto que tiene una region de codificacion que codifica el primer
producto y una regién no codificada 3’ que comprende uno 0 mas sitios de unién
para el miARN.

En algunos aspectos, la divulgacion suministra un método para obtener un
transgén, el método comprende: seleccionar un primer gen que codifica un primer
producto en una célula; seleccionar un segundo gen que codifica un segundo
producto en la célula; determinar que la expresion del segundo producto se regula
positivamente por el primer producto en la célula; seleccionar un miARN; determinar
que la expresion del miARN se regula positivamente por el segundo producto en la

célula; y, obtener un transgén para expresar en la célula un transcripto que tiene
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una regién de codificacién que codifica el primer producto y una regién no codificada
3’ que comprende uno o mas sitios de uniéon para el miARN.

En algunos aspectos, la divulgacion suministra un acido nucleico
recombinante que codifica un transcripto que tiene i) una regién de codificacién que
codifica una proteina y ii) dos 0 mas sitios de unién de miARN, en donde los dos o
mas sitios de union de miARN comprenden: por lo menos un primer sitio de union
de miARN especifico para un primer miARN que es regulado positivamente por la
expresion de la proteina en una célula de un tejido objetivo; y por lo menos un
segundo sitio de unién de miARN especifico para un segundo miARN que es
expresado, independiente de la expresidn de la proteina, en células de un tejido no
objetivo.

En algunos aspectos, la divulgacion suministra un acido nucleico
recombinante que codifica un transcripto que tiene una region de codificacién que
codifica proteina mECP humana o un fragmento funcional de la misma y una region
no codificada 3’ que comprende uno o mas sitios de union de miARN, en donde el
uno o mas sitios de union de miARN comprenden: por lo menos un sitio de unién de
miARN especifico para un miARN que regula negativamente la expresion del
transcripto; y por lo menos un sitio de union de miARN especifico para un miARN
que inhibe la expresion del transcripto en un tejido no objetivo.

En algunos aspectos, la divulgacion suministra un acido nucleico
recombinante que codifica un transcripto que tiene: una region de codificacion que
codifica MeCP2 humano o un fragmento funcional del mismo y, una region no
codificada 3’ que comprende uno o mas sitios de unidon de miARN, en donde el
transcripto es flanqueado por repeticiones terminales invertidas (ITR) de virus
adenoasociado (AAV). En algunas modalidades, un ITR AAV es un ITR AAV2,
AAV3, AAV4, AAVS5, o AAV6. En algunas modalidades, los ITR AAV son ITR AAV2.
En algunas modalidades, los ITR son secuencias artificiales que reemplazan la

funcién ITR, por ejemplo, como se divulga en WO2016/172008.
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En algunos aspectos, la presente divulgacion suministra un vector viral que
comprende un acido nucleico recombinante como se describe por la divulgacion. En
algunas modalidades, un vector viral es un vector de virus adenoasociado (AAV),
un vector de adenovirus, un vector lentiviral, un vector de herpesvirus, o un vector
de baculovirus.

En algunos aspectos, la divulgacién suministra un virus adenoasociado
recombinante (rAAV) que comprende: un acido nucleico recombinante como se
describe por la divulgacion; por lo menos una repeticion terminal invertida (ITR) de
virus adenoasociado (AAV); y una proteina de capside.

En algunos aspectos, la divulgacién suministra un vector AAV recombinante
(rAAV) para expresion autorregulada de una proteina, el vector rAAV comprende un
acido nucleico obtenido para expresar en una célula de un tejido objetivo un
transcripto que codifica la proteina, en donde el transcripto comprende por [o menos
un primer sitio de unién de miARN especifico para un primer miARN, en donde la
expresion del primer miARN es regulada positivamente por la expresion de la
proteina en la célula.

En algunos aspectos, la divulgacién suministra una composicion que
comprende un acido nucleico recombinante como se describe por la divulgacién, o
un rAAV como se describe por la divulgacion, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable. En algunas modalidades, una composicion es formulada para inyeccion,
por ejemplo, inyeccion sistémica (por ejemplo, inyeccidn intravenosa) o inyeccion
intratecal.

En algunas modalidades, un primer producto es una proteina. En algunas
modalidades, la proteina es MeCP2, por ejemplo, isoforma e1 de MeCP2 o isoforma
e2 de MeCP2. En algunas modalidades, un primer producto es un miARN o un ARN
no codificado largo.

En algunas modalidades, un segundo producto es una proteina, o acido

nucleico. En algunas modalidades, el segundo producto es factor neurotrépico
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derivado de hueso (BDNF). En algunas modalidades, el acido nucleico es un miARN
(por ejemplo, miR-132). En algunas modalidades, el primer miARN es miR-132.

En algunas modalidades, por lo menos un sitio de unidon de miARN especifico
para un miARN que regula negativamente la expresion del transcripto comprende
un sitio de union de miR-132, por ejemplo, dos o tres sitios de unién de miR-132.

En algunas modalidades, por lo menos un sitio de unidon de miARN especifico
para un miARN que inhibe la expresion del transcripto en un tejido no objetivo
comprende un sitio de unidén a miR-1, sitio de unién a miR-122, o sitio de unién a
miR-1 y miR-122. En algunas modalidades, el por lo menos un sitio de unién
especifico para un miARN que inhibe la expresion del transcripto en un tejido no
objetivo comprende tres sitios de unién a miR-1 (por ejemplo, 3x-miR-1) y tres sitios
de union a miR-122 (por ejemplo, 3x-miR-122).

En algunas modalidades, los métodos descritos por la divulgacion ademas
comprenden el paso de modificar la regién no codificada 3’ del transcripto para
comprende uno o mas sitios de unién para uno o mas miARN de desorientacion. En
algunas modalidades, uno o mas miARN de desorientacion inhiben la expresion del
transgén de células de higado, corazon, pulmon, musculo, pancreas, o inmunes (por
ejemplo, que presentan antigeno). En algunas modalidades, uno o mas miARN de
desorientacion son miR-122, miR-1, o miR-122 y miR-1. En algunas modalidades,
uno o mas miARN de desorientacion inhiben la expresion del transgén en células
inmunes, tal como células que presentan antigeno (por ejemplo, células dendriticas,
macrdéfagos, etc.). En algunas modalidades, uno o mas miARN de desorientaciéon
es miR-15a, miR-16-1, miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-21,
miR-29a, miR-29b, miR-29¢c, miR-30b, miR-31, miR-34a, miR-92a-1, miR-106a,
miR-125a, miR-125b, miR-126, miR-142-3p, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-

181a, miR-223 o miR-424.
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En algunas modalidades, un sitio de union a miARN o sitios de union a miARN
se ubican entre el ultimo codén de la region de codificacion y la cola poli-A del
transcripto.

En algunas modalidades de los métodos descritos por la divulgacion, el paso
de modificar el transgén comprende insertar el transgén en un vector. En algunas
modalidades, un vector es un vector de clonacion, vector de expresion, plasmido, o
vector viral.

En algunas modalidades, un acido nucleico recombinante ademas
comprende un promotor, por ejemplo, un promotor de MeCP2 de ratén. En algunas
modalidades, un promotor de MeCP2 de raton comprende la secuencia definida en
la SEQ ID NO: 3.

En algunas modalidades, un acido nucleico recombinante se ubica en un
plasmido.

En algunas modalidades, una proteina de capside es una proteina de capside
que facilita el cruce del rAAV a lo largo de la barrera hematoencefalica de un sujeto.
En algunas modalidades, una proteina de capside tiene un serotipo seleccionado
del grupo que consiste de AAV-PHP.B, AAV1, AAV2, AAV2i8, AAV2.5, AAVS,
AAVG6, AAVS, AAVrh8, AAV9, AAVrh10, AAV-B1, Cadena AAV9.45A (por ejemplo,
AAV9.45-AS), AAV9.45Angiopep, AAV9.47-Angiopep, y AAV9.47-AS, AAVS5,
AAVrh39, AAVrh43, CAM130, y AAVI9HR. En algunas modalidades, una proteina
de capside tiene un serotipo como se describe en WO02015/127128,
WP2016/054554, W0O2016/054557, o WO2016/065001. En algunas modalidades,
una proteina de capside comprende o consiste de una secuencia definida en la SEQ
ID NO: 14 o0 15 (por ejemplo, AAV-PHP.B o AAV9).

En algunos aspectos, la divulgacién suministra un método para tratar
sindrome de Rett en un sujeto, el método comprende, administrar a un sujeto que

tiene o que se sospecha que tiene sindrome de Rett una cantidad efectiva de: un
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acido nucleico recombinante como se describe por la divulgacion; un rAAV como se
describe por la divulgacién; o, una composicion como se describe por la divulgacion.

En algunas modalidades, el sujeto es un sujeto humano. En algunas
modalidades, un sujeto es menor a 1 afio de edad. En algunas modalidades, un
sujeto se caracteriza por una mutacion en al menos una copia del gen MeCP2, por
ejemplo, una pérdida de mutacién de funcion.

En algunas modalidades, un acido nucleico recombinante, rAAV o
composicién como se describe por la divulgacién es administrada por inyeccion, por
ejemplo, inyeccion sistémica (por ejemplo, inyeccion intravenosa) o inyeccion
intratecal. En algunas modalidades, la administracion resulta en la cantidad efectiva
de acido nucleico recombinante, rAAV o composicion que cruza la barrera
hematoencefalica de un sujeto. En algunas modalidades, la administracion resulta

en un nivel no téxico de expresion de MeCP2 en el cerebro del sujeto.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A-1B muestran la caracterizacién de nuevos vectores AAV-
MeCP2 para terapia de gen segura y efectiva en sindrome de Rett. La Figura 1A
muestra una ilustracibn esquematica de un mecanismo homeostatico de
autorregulacion de MeCP2. La Figura 1B muestra una ilustracion esquematica de la
estructura de vectores AAV-MeCP2 autorregulados que codifican MeCP2-e2
humano con una etiqueta myc bajo un promotor de MeCP2 de ratdn (-223 a +56) y
diferentes elementos de reconocimiento de microARN (por ejemplo, miR-122/1T;
miR-123T).

Las Figuras 2A-2C muestran la expresion efectiva de AAV2-MeCP2 en
células HEK293T. La Figura 2A muestra la expresion de MeCP2 medida por
Western Blot. La Figura 2B muestra la expresion de MeCP2 medida por un ensayo

de expresion de proteina normalizada (Figura 2B). La Figura 2C muestra un perfil
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de toxicidad de células 293T transducidas con AAV2-MeCP2 por cuatro dias a una
dosis de 30000 gc/célula.

Las Figuras 3A-3C muestran la expresion de AAV2-MeCP2 en neuronas
corticales de ratén. La Figura 3A muestra neuronas corticales primarias de raton
que fueron transducidas a dosis de vector AAV en el rango de 1E3-1E5 vg/célula
incluyendo AAV-GFP como control. La Figura 3B muestra el analisis de Western
Blot de expresion de hME-CP2-myc en neuronas 5 dias después de infeccion con
vector 3E4 genoma(dosis)/célula. La Figura 3C muestra la expresion de miR-132 en
respuesta al reenvio de AAV2-MeCP2.

Las Figuras 4A-4C muestran datos representativos obtenidos de
experimentos en ratén in vivo. La Figura 4A muestra ratones tipo salvaje postnatal
de 1 dia inyectados por medio de la vena facial con AAV que codifica la isoforma e1
de MeCP2 humano que contiene 0, 1x, 2x, 0 3x secuencias objetivo de miR-132.
Los animales tipo salvaje fueron sacrificados 3 meses después de la inyeccion y
todo el cerebro, corazén y tejido de higado fueron sometidos a extraccion total de
ARN, sintesis de cADN y gRT-PCR usando cebadores especificos para la isoforma
e1 de MeCP2 humano. Los datos fueron normalizados a AAV-MeCP2 que contiene
3x miR-132 secuencias objetivo, la cual se configuré en 1. La Figura 4B muestra el
analisis de expresion de gen de isoforma e1 de MeCP2 humano en cerebro de
ratones tipo salvaje seguido por inyeccién intracraneal de AAV-MeCP2. La Figura
4C muestra el analisis de expresion de gen de isoforma e1 de MeCP2 humano en
el cerebro de ratones tipo salvaje seguido por inyeccion intracraneal de AAV-
MeCP2.

La Figura 5 muestra que la expresion de MeCP2 impulsada por
construcciones descritas por la divulgaciéon es efectivamente desviada del corazon

y el higado.

DESCRIPCION DETALLADA



10

15

20

25

Aspectos de la divulgacién se relacionan, en parte, con vectores AAV
capaces de autorregular niveles de expresion de transgén (por ejemplo, MeCP2)
para prevenir la toxicidad relacionada con sobreexpresion. En algunas modalidades,
el mecanismo autorregulador se basa en la presencia de multiples copias de un
elemento regulador de miARN (por ejemplo, uno o mas sitios de union de miR-132)
en el 3'UTR del casete transgén. Como se describe en la seccion de Ejemplos, los
vectores AAV capaces de autorregular la expresidon de transgén, en algunas
modalidades, tienen un perfile de eficacia y seguridad mejorado en comparaciéon
con otros factores AAV, por ejemplo, vectores AAV que comprende promotores de
transgén negativo unicamente. Se debe reconocer que las observaciones descritas
en la seccion de Ejemplos en el contexto de construcciones de mi-R132/MeCP2 son
aplicables a otras construcciones de expresion de transgén que comprenden sitios
de unién de otros MiR que regulan la expresién de proteina (por ejemplo, a través
de un ciclo de retroalimentacion negativa).

En algunas modalidades, las rutas de entrega que son mas probables para
remediar la entrega global de gen al CNS (por ejemplo, inyeccion sistémica o
inyeccion intratecal) son probables que resulten en alto nivel de transduccion de
organos periféricos donde la expresion de transgén (por ejemplo, MeCP2) se puede
volver téxica. La divulgacion se basa, en parte, en el reconocimiento que la
combinacion de elementos reguladores de miARN (MRE), tales como sitios de union
de miARN (por ejemplo, sitios de union de miR-122 y sitios de uniéon de miR-1), con
MRE asociados con ciclos de retroalimentacién negativa que regulan la expresién
de proteina (por ejemplo, sitios de union de miR-132 para MeCP2), regulan
simultdneamente los niveles de expresion de transgén y la expresion de transgén
desorientada en érganos periféricos.

En consecuencia, en algunos aspectos, la divulgacién suministra un método
para modificar un transgén, el método comprende: seleccionar un primer gen que

codifica un primer producto en una célula; seleccionar un miARN, cuya expresion
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es regulada positivamente por el primer producto en la célula; y, modificar un
transgén que expresa un transcripto que tiene una region de codificacion que
codifica el primer producto y uno o mas sitios de union para el miARN. En algunas
modalidades, el uno 0 mas sitios de union para el miARN se ubican en una regién
no codificada 3’ del transcripto.

En algunos aspectos, la divulgacién suministra un método para modificar un
transgén, el método comprende: seleccionar un primer gen que codifica un primer
producto en una célula; seleccionar un segundo gen que codifica un segundo
producto en la célula; determinar que la expresion del segundo producto sea
regulada positivamente por el primer producto en la célula; seleccionar un miARN;
determinar que la expresion del miARN sea regulada positivamente por el segundo
producto en la célula; y, modificar un transgén para expresar en la célula un
transcripto que tiene una region de codificacion que codifica el primer producto y
uno 0 mas sitios de unién para el miARN. En algunas modalidades, el uno o mas
sitios de union para el miARN se ubican en una regién no codificada 3’ del
transcripto.

Como se usa aca, “modificar un transgén” se refiere a la produccién (por
ejemplo, sintesis) de un acido nucleico recombinante que usa técnicas de clonacion
de gen, tal como reaccion en cadena de polimerasa (PCR), digestion de enzima de
restriccion, y ligacion de acido nucleico in vitro, por ejemplo, como se describe en
Sambrook y otros, Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring
Harbor Press, Col Spring Harbor, NY.

Como se usa aca, un “producto” o “producto de gen” se refiere a un acido
nucleico (por ejemplo, transcripto de ARN, dsARN, miARN, etc.), un péptido,
proteina, o polipéptido que es transcrito y/o trasladado de una secuencia de acido
nucleico (por ejemplo, ADN o ARN). En algunas modalidades, un producto es un
transcripto de ARN que comprende una regidén de codificacion de proteina. En

algunas modalidades, una regién de codificacién de proteina codifica una proteina

10
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asociada con una enfermedad causada por una pérdida de mutacién de funcion (por
ejemplo, MeCP2). Ejemplos adicionales de proteinas asociadas con una
enfermedad causada por una pérdida de mutacién de funcion incluyen pero no se
limitan a tirosinasa (Tirosinemia), beta-galactosidasa de acido lisosomal (GM1-
gangliosidosis), beta-hexosaminidasa A y B (enfermedad de Tay-Sach y Sandhoff),
aspartoacilasa (ASPA: enfermedad de Canavan), Aspartilglucosamininidasa
(Aspartilglucosaminuria), tioesterasa de proteina Palmitoil (enfermedad de Batten
Infantil), peptidasa tripeptidil (enfermedad de Batten infantil tardia), a-Galactosidasa
(enfermedad de Fabry), a-Fucosidasa (Fucosidosis), proteina/catepsina A
protectora (Galactosialidosis), [B-Glucosidasa (enfermedad de Gaucher),
Galactosilceramidasa (leucodistrofia de célula Globoide), a-Manosidasa (o-
Manosidosis), Arilsulfatasa A (leucodistrofia metacromatica), a-L-Iduronidasa
(Mucopolisacaridosis 1), a-N-acetilglucosaminidasa (Mucopolisacaridosis [IIB),
Acido esfingomielinasa (enfermedad de Nieman-Pick), a-Glucosidasa (enfermedad
de Pompe) y Acido Lipasa (enfermedad de Wolman), FOXG1 (Sindrome de
FOXG1), CDKL5, N-Glyl, Glut-1 (enfermedad De Vivo), etc.

En algunas modalidades, un producto es un acido nucleico de interferencia,
por ejemplo, un MiARN que regula la expresion o actividad de un producto de gen.

En algunas modalidades, un producto regula la expresién de gen o la
expresion de proteina de un segundo producto. La regulacion de expresion o
translacion de producto de gen puede ser positiva o negativa. “Regulacién positiva”
se refiere a un aumento de expresion o actividad de gen (por ejemplo, como
resultado de la expresion o actividad de otro producto de gen). “Regulacién
negativa” se refiere a una disminucion o inhibicion de expresion o actividad de gen
(por ejemplo, como resultado de la expresion o actividad de otro producto de gen a
través de un ciclo de retroalimentacion).

En algunas modalidades, los productos de gen tales como factores de

crecimiento, factores de transcripcion (por ejemplo, como se describen en Wang y

11
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otros, Acidos Nucleicos Res. 2010 Enero; 38 (emisién de base de datos): D119-
D122), etc., son capaces de regular la expresion o actividad de transgén en una
célula o sujeto. Ejemplos de factores de crecimiento incluyen neurotrofinas, tales
como factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF), factor de crecimiento de
nervio (NGF), neurotrofina 3, neurotrofina 4, factor neurotréfico derivado de glial
(GDNF), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factores de crecimiento de fibroblasto
(FGF1 a 23), neurturina, factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1), factor de
crecimiento similar a insulina 2 (IGF-2), etc.

En algunas modalidades, los transgenes como se describen por la
divulgacién son modificados para comprender por lo menos un elemento regulador
de miARN (por ejemplo, sitio de unién a miARN) que esta asociado con un ciclo
regulador de expresion de gen (por ejemplo, ciclos de retroalimentacion negativa,
ciclos de retroalimentacion positiva, etc.). Generalmente, los ciclos reguladores de
expresion de gen pueden ser endégenos a una célula, o artificiales (por ejemplo,
uno o mas elementos del ciclo de retroalimentacion son provistos a lo largo de un
transgén). En un ejemplo de un ciclo de realimentacion negativa, la expresion de
MeCP2 en una célula causa un aumento de factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) en la célula, lo cual a su vez aumenta la expresién de miR-132, lo cual a su
vez regula la expresién de MeCP2 (Figura 1). Se debe apreciar que, en algunas
modalidades, la divulgacion se relaciona con ciclos de retroalimentacion positiva,
los cuales pueden ser usados para amplificar la expresién de transgén.

En algunas modalidades, los transgenes como se describen por la
divulgacién son modificados para comprender por lo menos un elemento regulador
de miARN (por ejemplo, sitio de unidn a miARN) que desvia la expresion del
transgén de uno o mas tejidos no objetivo. como se usa aca “tejido no objetivo” se
refiere a un tejido (por ejemplo, células de un tejido) en el cual la expresion del
transgén es indeseable. Por ejemplo, en algunas modalidades, la sobreexpresion

de MeCP2 en una célula resulta en citotoxicidad hepatica; en ese contexto, el tejido
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hepatico (por ejemplo, células hepaticas) son un tejido no objetivo. En algunas
modalidades, un tejido no objetivo es higado (por ejemplo, células de higado),
corazdn (por ejemplo, células de corazoén), pancreas (por ejemplo, células
pancreaticas), musculo (por ejemplo, células musculares), células inmunes (por
ejemplo, células que presentan antigeno, etc.), o cualquier combinacion de las
mismas.

Como se usa aca, “tejido objetivo” se refiere a un tejido (por ejemplo, células
de un tejido) en el cual la expresidon de un transgén es preferida con relacion a otros
tejidos, tal como tejidos no objetivo. En algunas modalidades, un tejido objetivo es
un tejido CNS (por ejemplo, células CNS, tales como neuronas). Ejemplos no
limitantes de tejido CNS incluyen tejido de cerebro (por ejemplo, neuronas, células
gliales, etc.) y tejido de médula espinal.

Generalmente, el uno o mas sitios de unién a miARN de un transcripto
codificado por un transgén se ubican en la region sin trasladar 3’ (3’ UTR) del
transcripto. En algunas modalidades, el uno o mas sitios de unién a miARN se
ubican entre el ultimo coddn de la region de codificacidn del transcripto y la cola poli
A del transcripto. Sin embargo, se debe apreciar que, en algunas modalidades, uno
0 mas sitios de union a miARN se ubican en una region diferente al 3'UTR del
transcripto, por ejemplo, en un intrén en el extremo 5’ del transcripto. El nUmero de
sitios de union a miARN modificados en un transgén como se describe por la
divulgacién variara dependiendo del producto de gen codificado por el transgén, y
puede ser determinado empiricamente por un experto en la materia sin una cantidad
indebida de experimentacion. Por ejemplo, en algunas modalidades un transgén
como se describe por la divulgacion comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 sitios
de uniéon a miARN. En algunas modalidades, un transgén como se describe por la
divulgacién comprende mas de 10 (por ejemplo, cualquier entero entre 11 y 100)
sitios de union a miARN. En algunas modalidades, un transgén como se describe

por la divulgacién comprende 3, 4, o 5 sitios de union a miARN. El uno o mas sitios
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de unién a miARN puede cada uno unirse al mismo miARN, o diferente miARN. En
algunas modalidades, un transgén como se describe por la divulgacion comprende
uno o mas (por ejemplo, 3) sitios de uniéon a miR-122, uno o mas (por ejemplo, 3)

sitios de unién a miR-1, y tres sitios de unién a miR-132.

Acidos nucleicos recombinantes

En algunas modalidades, un transgén como se describe por la divulgacion se
codifica por un acido nucleico recombinante. Una secuencia de “acido nucleico” se
refiere a una secuencia de ADN o ARN. En algunas modalidades, las proteinas y
acidos nucleicos de la divulgacion son aisladas. Como se usa aca, el término
“aislado” significa producido artificialmente. Como se usa aca con respecto a acidos
nucleicos, el término “aislado” significa: (i) amplificado in vitro, por ejemplo, por
reaccion en cadena de polimerasa (PCR); (ii) producido recombinantemente por
clonacion; (iii) purificado, como por escision y separacién de gel; o (iv) sintetizado,
por ejemplo, por sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es uno que es
facilmente manipulable por técnicas de ADN recombinante bien conocidas en el
arte. Asi, una secuencia de nucleétido contenida en un vector en el cual los sitios
de restriccion 5’ u 3’ son conocidos o para el cual las secuencias de cebador de
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) han sido divulgadas, es considerada
asilada pero una secuencia de acido nucleico existente en su estado nativo en su
huésped natural no lo es. Un acido nucleico aislado puede ser purificado
sustancialmente, pero no necesita serlo. Por ejemplo, un acido nucleico que es
aislado dentro de un vector de clonacién o expresidn no es puro porque puede
comprender unicamente un pequefno porcentaje del material en la célula en la cual
reside. Dicho acido nucleico es aislado, sin embargo, como el término es usado aca
porque es facilmente manipulable por técnicas estandar conocidas por los expertos
en la materia. Como se usa aca con respecto a proteinas y péptidos, el término

“aislado” se refiere a una proteina o péptido que ha sido aislado de su ambiente

14



10

15

20

25

natural o es producido artificialmente (por ejemplo, por sintesis quimica, por
tecnologia de ADN recombinante, etc.).

El experto en la materia también se dara cuenta que se pueden hacer
sustituciones conservadoras de aminoacido para suministrar variantes
funcionalmente equivalentes, u homaélogos de las proteinas de capside. En algunos
aspectos, la divulgacion adapta alteraciones de secuencia que resultan en
sustituciones conservadoras de aminoacido. Como se usa acda, una sustitucion
conservadora de aminoacido se refiere a una sustitucion de aminoacido que no
altera la carga relativa o las caracteristicas de tamafo de la proteina en la cual se
hace la sustitucion de aminoacido. Se pueden preparar variantes de acuerdo con
meétodos para alterar la secuencia de polipéptido conocidos por un experto en la
materia, tal como se encuentra en referencias que compilan dichos métodos, por
ejemplo, Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, J. Sambrook y otros, eds.,
Segunda Edicion, Cold Sprins Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva
York, 1989, o Protocolos Actuales en Biologia Molecular, F.M. Ausubel y otros, eds.,
John Wiley & Sons, Inc.,, Nueva York. Las sustituciones conservadoras de
aminoacidos incluyen sustituciones hechas entre aminoacidos dentro de los
siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c)K, R, H; (d) A, G; (e) S, T; (f) Q, N;
y (9) E, D. Por lo tanto, se puede hacer sustituciones conservadoras de aminoacido
a la secuencia de aminoacido de las proteinas y polipéptidos divulgados aca.

En algunas modalidades, un acido nucleico como se describe por la
divulgacién esta contenido dentro de un vector. Como se usa aca, el término “vector”
incluye cualquier elemento genético, tal como un plasmido, fago, transposén,
césmido, cromosoma, cromosoma artificial, virus, virion, etc., el cual es capaz de
replicacion cuando se asocia con los elementos de control adecuados y el cual
puede transferir secuencias de gen entre células. Asi, el término incluye vehiculos

de clonacion y expresion, asi como vectores virales. Ejemplos de vectores virales
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incluyen vector de adenovirus, vector de virus adenoasociado (AAV), vectores

lentivirales, vectores de herpesvirus, vectores de baculovirus, etc.

MeCP2

En algunos aspectos, la divulgacion se relaciona con composiciones y
métodos para expresar proteina de MeCP2 en una célula o sujeto. “MeCP2” se
refiere a proteina de unién a CpG de metilo 2, la cual es codificada por el gen MeCP2
y juega papeles importantes (por ejemplo, funciones como un represor
transcripcional, o activador transcripcional) en células de nervio, tal como neuronas
maduras. Un ejemplo de un gen MeCP2 es representado por el Numero de Acceso
de GenBanl NM_001110792 (MeCP2-e1). Otro ejemplo de un gen MeCP2 esta
representado por el Numero de Acceso de GenBank NM_001110792 (MeCP2-e2).
El gen MeCP2 codifica dos isoformas de proteina MeCP2, referida como isoforma
e1 de MeCP2 e isoforma e2 de MeCP2, las cuales difieren en longitud de su terminal
N. En algunas modalidades, la isoforma e1 de MeCP2 esta representada por una
secuencia definida en la SEQ ID NO: 1. En algunas modalidades, la isoforma e2 de
MeCP2 esta representada por una secuencia definida en la SEQ ID NO: 2.

En algunas modalidades, un transgén (por ejemplo, un acido nucleico
recombinante) codifica un fragmento funcional de proteina MeCP2 (por ejemplo, un
fragmento de isoforma e1 o isoforma e2). Un “fragmento funcional” de MeCP2 es
una proteina MeCP2 truncada que retiene la funcion natural (por ejemplo, activador
transcripcional o represor transcripcional) de proteina MeCP2 de tipo salvaje (por
ejemplo, de longitud completa). En algunas modalidades, un fragmento funcional de
MeCP2 comprende 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10 o mas truncamientos de aminoacido
con relacién a la proteina MeCP2 de longitud completa. En algunas modalidades,
un fragmento funcional de MeCP2 comprende entre aproximadamente 1y 10, 5y
50, 20 y 100 truncamientos de aminoacido con relacion a la proteina MeCP2 de

longitud completa.
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En algunas modalidades, un transgén (por ejemplo, un &acido nucleico
recombinante) codifica una variante de proteina MeCP2 (por ejemplo, una variante
de isoforma e1 o isoforma e2). Una variante de proteina MeCP2 puede tener entre
aproximadamente 50% y aproximadamente 99.9% de identidad a una proteina
MeCP2 tipo salvaje (por ejemplo, SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2). En algunas
modalidades, una variante de MeCP2 tiene aproximadamente 50%,
aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 90%, aproximadamente 95%, o aproximadamente 99% de
identidad con una proteina MeCP2 de tipo salvaje (por ejemplo, SEQ ID NO: 1 o

SEQ ID NO: 2).

MIARN vy sitios de unién a miARN

La divulgacion se basa, en parte, en el reconocimiento que combinar
elementos reguladores de miARN (MRE), tal como sitios de union a miARN (por
ejemplo, sitios de uniéon a miR-122 y sitios de uniéon a miR-1), con MRE asociados
con ciclos de retroalimentacion negativa que regulan la expresion de proteina (por
ejemplo, sitios de unidon a miR-132 para MeCP2), regulan simultaneamente los
niveles de expresion de transgén y la expresion de transgén de desorientacién en
organos periféricos.

Los miARN y otros acidos nucleicos pequefios de interferencia regulan la
expresion de gen por medio de escision/degradacion de transcripto de ARN objetivo
o represion traslacional del ARN mensajero objetivo (miARN). Los miARN son
expresados negativamente, tipicamente como 19-25 productos finales de ARN no
traducidos. Los miARN exhiben su actividad a través de interacciones especificas
de secuencia con las regiones no traducidas 3’ (UTR) de mARN objetivos. Estos
miARN expresados endoégenamente forman precursores de horquilla los cuales son
procesados posteriormente en un duplex de miARN, y ademas en una molécula

simple “madura” de miARN varada. Este miARN maduro guia un complejo de
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multiproteina, miRISC, el cual identifica el sitio objetivo, por ejemplo, en las regiones
3’ UTR, de mARN objetivos con base en su complementariedad al miARN maduro.

La siguiente lista no limitante de genes de miARN, y sus homdlogos, son
utiles en los métodos y composiciones de la divulgacion (por ejemplo, para mediar
la expresion autorregulada o desorientacion de un transgén): hsa-let-7a, hsa-let-7a*,
hsa-let-7b, hsa-let-7b*, hsa-let-7c, hsa-let-7c*, hsa-let-7d, hsa-let-7d*, hsa-let-7e,
hsa-let-7e*, hsa-let-7f, hsa-let-7f-1*, hsa-let-7f-2*, hsa-let-7g, hsa-let-7g*, hsa-let-7i,
hsa-let-7i*, hsa-miR-1, hsa-miR-100, hsa-miR-100*, hsa-miR-101, hsa-miR-101%,
hsa-miR-103, hsa-miR-105, hsa-miR-105*, hsa-miR-106a, hsa-miR-106a*, hsa-
miR-106b, hsa-miR-106b*, hsa-miR-107, hsa-miR-10a, hsa-miR-10a*, hsa-miR-
10b, hsa-miR-10b*, hsa-miR-1178, hsa-miR-1179, hsa-miR-1180, hsa-miR-1181,
hsa-miR-1182, hsa-miR-1183, hsa-miR-1184, hsa-miR-1185, hsa-miR-1197, hsa-
miR-1200, hsa-miR-1201, hsa-miR-1202, hsa-miR-1203, hsa-miR-1204, hsa-miR-
1205, hsa-miR-1206, hsa-miR-1207-3p, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-1208, hsa-miR-
122, hsa-miR-122*, hsa-miR-1224-3p, hsa-miR-1224-5p, hsa-miR-1225-3p, hsa-
miR-1225-5p, hsa-miR-1226, hsa-miR-1226*, hsa-miR-1227, hsa-miR-1228, hsa-
miR-1228%, hsa-miR-1229, hsa-miR-1231, hsa-miR-1233, hsa-miR-1234, hsa-miR-
1236, hsa-miR-1237, hsa-miR-1238, hsa-miR-124, hsa-miR-124*, hsa-miR-1243,
hsa-miR-1244, hsa-miR-1245, hsa-miR-1246, hsa-miR-1247, hsa-miR-1248, hsa-
miR-1249, hsa-miR-1250, hsa-miR-1251, hsa-miR-1252, hsa-miR-1253, hsa-miR-
1254, hsa-miR-1255a, hsa-miR-1255b, hsa-miR-1256, hsa-miR-1257, hsa-miR-
1258, hsa-miR-1259, hsa-miR-125a-3p, hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-125b, hsa-miR-
125b-1*, hsa-miR-125b-2*, hsa-miR-126, hsa-miR-126*, hsa-miR-1260, hsa-miR-
1261, hsa-miR-1262, hsa-miR-1263, hsa-miR-1264, hsa-miR-1265, hsa-miR-1266,
hsa-miR-1267, hsa-miR-1268, hsa-miR-1269, hsa-miR-1270, hsa-miR-1271, hsa-
miR-1272, hsa-miR-1273, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-1274a, hsa-miR-1274b, hsa-
miR-1275, hsa-miR-127-5p, hsa-miR-1276, hsa-miR-1277, hsa-miR-1278, hsa-miR-

1279, hsa-miR-128, hsa-miR-1280, hsa-miR-1281, hsa-miR-1282, hsa-miR-1283,
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hsa-miR-1284, hsa-miR-1285, hsa-miR-1286, hsa-miR-1287, hsa-miR-1288, hsa-
miR-1289, hsa-miR-129*, hsa-miR-1290, hsa-miR-1291, hsa-miR-1292, hsa-miR-
1293, hsa-miR-129-3p, hsa-miR-1294, hsa-miR-1295, hsa-miR-129-5p, hsa-miR-
1296, hsa-miR-1297, hsa-miR-1298, hsa-miR-1299, hsa-miR-1300, hsa-miR-1301,
hsa-miR-1302, hsa-miR-1303, hsa-miR-1304, hsa-miR-1305, hsa-miR-1306, hsa-
miR-1307, hsa-miR-1308, hsa-miR-130a, hsa-miR-130a*, hsa-miR-130b, hsa-miR-
130b*, hsa-miR-132, hsa-miR-132*, hsa-miR-1321, hsa-miR-1322, hsa-miR-1323,
hsa-miR-1324, hsa-miR-133a, hsa-miR-133b, hsa-miR-134, hsa-miR-135a, hsa-
miR-135a*, hsa-miR-135b, hsa-miR-135b*, hsa-miR-136, hsa-miR-136*, hsa-miR-
137, hsa-miR-138, hsa-miR-138-1*, hsa-miR-138-2%, hsa-miR-139-3p, hsa-miR-
139-5p, hsa-miR-140-3p, hsa-miR-140-5p, hsa-miR-141, hsa-miR-141*, hsa-miR-
142-3p, hsa-miR-142-5p, hsa-miR-143, hsa-miR-143*, hsa-miR-144, hsa-miR-144*,
hsa-miR-145, hsa-miR-145*, hsa-miR-146a, hsa-miR-146a*, hsa-miR-146b-3p,
hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-147, hsa-miR-147b, hsa-miR-148a, hsa-miR-148a*,
hsa-miR-148b, hsa-miR-148b*, hsa-miR-149, hsa-miR-149*, hsa-miR-150, hsa-
miR-150%, hsa-miR-151-3p, hsa-miR-151-5p, hsa-miR-152, hsa-miR-153, hsa-miR-
154, hsa-miR-154*, hsa-miR-155, hsa-miR-155*, hsa-miR-15a, hsa-miR-15a*, hsa-
miR-15b, hsa-miR-15b*, hsa-miR-16, hsa-miR-16-1*, hsa-miR-16-2*, hsa-miR-17,
hsa-miR-17*, hsa-miR-181a, hsa-miR-181a*, hsa-miR-181a-2*, hsa-miR-181b, hsa-
miR-181¢c, hsa-miR-181c*, hsa-miR-181d, hsa-miR-182, hsa-miR-182*, hsa-miR-
1825, hsa-miR-1826, hsa-miR-1827, hsa-miR-183, hsa-miR-183*, hsa-miR-184,
hsa-miR-185, hsa-miR-185*, hsa-miR-186, hsa-miR-186*, hsa-miR-187, hsa-miR-
187*, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-188-5p, hsa-miR-18a, hsa-miR-18a*, hsa-miR-18b,
hsa-miR-18b*, hsa-miR-190, hsa-miR-190b, hsa-miR-191, hsa-miR-191*, hsa-miR-
192, hsa-miR-192*, hsa-miR-193a-3p, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-193b, hsa-miR-
193b*, hsa-miR-194, hsa-miR-194*, hsa-miR-195, hsa-miR-195*, hsa-miR-196a,
hsa-miR-196a*, hsa-miR-196b, hsa-miR-197, hsa-miR-198, hsa-miR-199a-3p, hsa-

miR-199a-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19a, hsa-miR-19a*, hsa-miR-19b, hsa-
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miR-19b-1*, hsa-miR-19b-2*, hsa-miR-200a, hsa-miR-200a*, hsa-miR-200b, hsa-
miR-200b*, hsa-miR-200c, hsa-miR-200c*, hsa-miR-202, hsa-miR-202*, hsa-miR-
203, hsa-miR-204, hsa-miR-205, hsa-miR-206, hsa-miR-208a, hsa-miR-208b, hsa-
miR-20a, hsa-miR-20a*, hsa-miR-20b, hsa-miR-20b*, hsa-miR-21, hsa-miR-217,
hsa-miR-210, hsa-miR-211, hsa-miR-212, hsa-miR-214, hsa-miR-214*, hsa-miR-
215, hsa-miR-216a, hsa-miR-216b, hsa-miR-217, hsa-miR-218, hsa-miR-218-1%,
hsa-miR-218-2*, hsa-miR-219-1-3p, hsa-miR-219-2-3p, hsa-miR-219-5p, hsa-miR-
22, hsa-miR-22*, hsa-miR-220a, hsa-miR-220b, hsa-miR-220c, hsa-miR-221, hsa-
miR-221*, hsa-miR-222, hsa-miR-222*, hsa-miR-223, hsa-miR-223*, hsa-miR-224,
hsa-miR-23a, hsa-miR-23a*, hsa-miR-23b, hsa-miR-23b*, hsa-miR-24, hsa-miR-24-
1*, hsa-miR-24-2*, hsa-miR-25, hsa-miR-25*, hsa-miR-26a, hsa-miR-26a-1*, hsa-
miR-26a-2*, hsa-miR-26b, hsa-miR-26b*, hsa-miR-27a, hsa-miR-27a*, hsa-miR-
27b, hsa-miR-27b*, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-296-3p, hsa-miR-296-
5p, hsa-miR-297, hsa-miR-298, hsa-miR-299-3p, hsa-miR-299-5p, hsa-miR-29a,
hsa-miR-29a*, hsa-miR-29b, hsa-miR-29b-1*, hsa-miR-29b-2*, hsa-miR-29c, hsa-
miR-29¢c*, hsa-miR-300, hsa-miR-301a, hsa-miR-301b, hsa-miR-302a, hsa-miR-
302a*, hsa-miR-302b, hsa-miR-302b*, hsa-miR-302c, hsa-miR-302c*, hsa-miR-
302d, hsa-miR-302d*, hsa-miR-302e, hsa-miR-302f, hsa-miR-30a, hsa-miR-30a*,
hsa-miR-30b, hsa-miR-30b*, hsa-miR-30c, hsa-miR-30c-1*, hsa-miR-30c-2*, hsa-
miR-30d, hsa-miR-30d*, hsa-miR-30e, hsa-miR-30e*, hsa-miR-31, hsa-miR-31%,
hsa-miR-32, hsa-miR-32*, hsa-miR-320a, hsa-miR-320b, hsa-miR-320c, hsa-miR-
320d, hsa-miR-323-3p, hsa-miR-323-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-
miR-325, hsa-miR-326, hsa-miR-328, hsa-miR-329, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-330-
5p, hsa-miR-331-3p, hsa-miR-331-5p, hsa-miR-335, hsa-miR-335%, hsa-miR-337-
3p, hsa-miR-337-5p, hsa-miR-338-3p, hsa-miR-338-5p, hsa-miR-339-3p, hsa-miR-
339-5p, hsa-miR-33a, hsa-miR-33a*, hsa-miR-33b, hsa-miR-33b*, hsa-miR-340,
hsa-miR-340*, hsa-miR-342-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-345, hsa-miR-346, hsa-

miR-34a, hsa-miR-34a*, hsa-miR-34b, hsa-miR-34b*, hsa-miR-34c-3p, hsa-miR-
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34c¢-5p, hsa-miR-361-3p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-362-3p, hsa-miR-362-5p, hsa-
miR-363, hsa-miR-363*, hsa-miR-365, hsa-miR-367, hsa-miR-367*, hsa-miR-369-
3p, hsa-miR-369-5p, hsa-miR-370, hsa-miR-371-3p, hsa-miR-371-5p, hsa-miR-372,
hsa-miR-373, hsa-miR-373*, hsa-miR-374a, hsa-miR-374a*, hsa-miR-374b, hsa-
miR-374b*, hsa-miR-375, hsa-miR-376a, hsa-miR-376a*, hsa-miR-376b, hsa-miR-
376c¢, hsa-miR-377, hsa-miR-377*, hsa-miR-378, hsa-miR-378*, hsa-miR-379, hsa-
miR-379*, hsa-miR-380, hsa-miR-380*, hsa-miR-381, hsa-miR-382, hsa-miR-383,
hsa-miR-384, hsa-miR-409-3p, hsa-miR-409-5p, hsa-miR-410, hsa-miR-411, hsa-
miR-411*, hsa-miR-412, hsa-miR-421, hsa-miR-422a, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-
423-5p, hsa-miR-424, hsa-miR-424*, hsa-miR-425, hsa-miR-425*, hsa-miR-429,
hsa-miR-431, hsa-miR-431*, hsa-miR-432, hsa-miR-432*, hsa-miR-433, hsa-miR-
448, hsa-miR-449a, hsa-miR-449b, hsa-miR-450a, hsa-miR-450b-3p, hsa-miR-
450b-5p, hsa-miR-451, hsa-miR-452, hsa-miR-452*, hsa-miR-453, hsa-miR-454,
hsa-miR-454*, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-483-3p, hsa-miR-483-
5p, hsa-miR-484, hsa-miR-485-3p, hsa-miR-485-5p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-
5p, hsa-miR-487a, hsa-miR-487b, hsa-miR-488, hsa-miR-488*, hsa-miR-489, hsa-
miR-490-3p, hsa-miR-490-5p, hsa-miR-491-3p, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-492, hsa-
miR-493, hsa-miR-493*, hsa-miR-494, hsa-miR-495, hsa-miR-496, hsa-miR-497,
hsa-miR-497*, hsa-miR-498, hsa-miR-499-3p, hsa-miR-499-5p, hsa-miR-500, hsa-
miR-500%, hsa-miR-501-3p, hsa-miR-501-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-502-5p,
hsa-miR-503, hsa-miR-504, hsa-miR-505, hsa-miR-505*, hsa-miR-506, hsa-miR-
507, hsa-miR-508-3p, hsa-miR-508-5p, hsa-miR-509-3-5p, hsa-miR-509-3p, hsa-
miR-509-5p, hsa-miR-510, hsa-miR-511, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-512-5p, hsa-
miR-513a-3p, hsa-miR-513a-5p, hsa-miR-513b, hsa-miR-513c, hsa-miR-514, hsa-
miR-515-3p, hsa-miR-515-5p, hsa-miR-516a-3p, hsa-miR-516a-5p, hsa-miR-516b,
hsa-miR-517*, hsa-miR-517a, hsa-miR-517b, hsa-miR-517¢c, hsa-miR-518a-3p,
hsa-miR-518a-5p, hsa-miR-518b, hsa-miR-518c, hsa-miR-518c*, hsa-miR-518d-3p,

hsa-miR-518d-5p, hsa-miR-518e, hsa-miR-518e*, hsa-miR-518f, hsa-miR-518f*,

21



10

15

20

25

hsa-miR-519a, hsa-miR-519b-3p, hsa-miR-519¢-3p, hsa-miR-519d, hsa-miR-519e,
hsa-miR-519e*, hsa-miR-520a-3p, hsa-miR-520a-5p, hsa-miR-520b, hsa-miR-
520c¢-3p, hsa-miR-520d-3p, hsa-miR-520d-5p, hsa-miR-520e, hsa-miR-520f, hsa-
miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-521, hsa-miR-522, hsa-miR-523, hsa-miR-524-
3p, hsa-miR-524-5p, hsa-miR-525-3p, hsa-miR-525-5p, hsa-miR-526b, hsa-miR-
526b*, hsa-miR-532-3p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-539, hsa-miR-541, hsa-miR-
541*, hsa-miR-542-3p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-543, hsa-miR-544, hsa-miR-545,
hsa-miR-545*, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-548a-5p, hsa-miR-548b-3p, hsa-miR-
548b-5p, hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-548c-5p, hsa-miR-548d-3p, hsa-miR-548d-5p,
hsa-miR-548e, hsa-miR-548f, hsa-miR-548g, hsa-miR-548h, hsa-miR-548i, hsa-
mMiR-548], hsa-miR-548k, hsa-miR-548l, hsa-miR-548m, hsa-miR-548n, hsa-miR-
5480, hsa-miR-548p, hsa-miR-549, hsa-miR-550, hsa-miR-550%, hsa-miR-551a,
hsa-miR-551b, hsa-miR-551b*, hsa-miR-552, hsa-miR-553, hsa-miR-554, hsa-miR-
555, hsa-miR-556-3p, hsa-miR-556-5p, hsa-miR-557, hsa-miR-558, hsa-miR-559,
hsa-miR-561, hsa-miR-562, hsa-miR-563, hsa-miR-564, hsa-miR-566, hsa-miR-
567, hsa-miR-568, hsa-miR-569, hsa-miR-570, hsa-miR-571, hsa-miR-572, hsa-
miR-573, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-574-5p, hsa-miR-575, hsa-miR-576-3p, hsa-
miR-576-5p, hsa-miR-577, hsa-miR-578, hsa-miR-579, hsa-miR-580, hsa-miR-581,
hsa-miR-582-3p, hsa-miR-582-5p, hsa-miR-583, hsa-miR-584, hsa-miR-585, hsa-
miR-586, hsa-miR-587, hsa-miR-588, hsa-miR-589, hsa-miR-589*, hsa-miR-590-
3p, hsa-miR-590-5p, hsa-miR-591, hsa-miR-592, hsa-miR-593, hsa-miR-593*, hsa-
miR-595, hsa-miR-596, hsa-miR-597, hsa-miR-598, hsa-miR-599, hsa-miR-600,
hsa-miR-601, hsa-miR-602, hsa-miR-603, hsa-miR-604, hsa-miR-605, hsa-miR-
606, hsa-miR-607, hsa-miR-608, hsa-miR-609, hsa-miR-610, hsa-miR-611, hsa-
miR-612, hsa-miR-613, hsa-miR-614, hsa-miR-615-3p, hsa-miR-615-5p, hsa-miR-
616, hsa-miR-616*, hsa-miR-617, hsa-miR-618, hsa-miR-619, hsa-miR-620, hsa-
miR-621, hsa-miR-622, hsa-miR-623, hsa-miR-624, hsa-miR-624*, hsa-miR-625,

hsa-miR-625*, hsa-miR-626, hsa-miR-627, hsa-miR-628-3p, hsa-miR-628-5p, hsa-
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miR-629, hsa-miR-629*, hsa-miR-630, hsa-miR-631, hsa-miR-632, hsa-miR-633,
hsa-miR-634, hsa-miR-635, hsa-miR-636, hsa-miR-637, hsa-miR-638, hsa-miR-
639, hsa-miR-640, hsa-miR-641, hsa-miR-642, hsa-miR-643, hsa-miR-644, hsa-
miR-645, hsa-miR-646, hsa-miR-647, hsa-miR-648, hsa-miR-649, hsa-miR-650,
hsa-miR-651, hsa-miR-652, hsa-miR-653, hsa-miR-654-3p, hsa-miR-654-5p, hsa-
miR-655, hsa-miR-656, hsa-miR-657, hsa-miR-658, hsa-miR-659, hsa-miR-660,
hsa-miR-661, hsa-miR-662, hsa-miR-663, hsa-miR-663b, hsa-miR-664, hsa-miR-
664, hsa-miR-665, hsa-miR-668, hsa-miR-671-3p, hsa-miR-671-5p, hsa-miR-675,
hsa-miR-7, hsa-miR-708, hsa-miR-708*, hsa-miR-7-1*, hsa-miR-7-2*, hsa-miR-720,
hsa-miR-744, hsa-miR-744*, hsa-miR-758, hsa-miR-760, hsa-miR-765, hsa-miR-
766, hsa-miR-767-3p, hsa-miR-767-5p, hsa-miR-768-3p, hsa-miR-768-5p, hsa-miR-
769-3p, hsa-miR-769-5p, hsa-miR-770-5p, hsa-miR-802, hsa-miR-873, hsa-miR-
874, hsa-miR-875-3p, hsa-miR-875-5p, hsa-miR-876-3p, hsa-miR-876-5p, hsa-miR-
877, hsa-miR-877*, hsa-miR-885-3p, hsa-miR-885-5p, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-
886-5p, hsa-miR-887, hsa-miR-888, hsa-miR-888*, hsa-miR-889, hsa-miR-890,
hsa-miR-891a, hsa-miR-891b, hsa-miR-892a, hsa-miR-892b, hsa-miR-9, hsa-miR-
9%, hsa-miR-920, hsa-miR-921, hsa-miR-922, hsa-miR-923, hsa-miR-924, hsa-miR-
92a, hsa-miR-92a-1*, hsa-miR-92a-2*, hsa-miR-92b, hsa-miR-92b*, hsa-miR-93,
hsa-miR-93*, hsa-miR-933, hsa-miR-934, hsa-miR-935, hsa-miR-936, hsa-miR-
937, hsa-miR-938, hsa-miR-939, hsa-miR-940, hsa-miR-941, hsa-miR-942, hsa-
miR-943, hsa-miR-944, hsa-miR-95, hsa-miR-96, hsa-miR-96*, hsa-miR-98, hsa-
miR-99a, hsa-miR-99a*, hsa-miR-99b, y hsa-miR-99b*.

En algunas modalidades, uno o mas sitios de unién de una construccion
como se describe por la divulgacion (por ejemplo, acido nucleico recombinante,
vector AAV, rAAV, etc.) desorienta la expresion de transgén de una célula del
sistema inmune (por ejemplo, una célula que presenta antigeno (APC)). En algunas
modalidades, un miARN que desorienta la expresién de transgén de una célula

inmune (por ejemplo, una célula que presenta antigeno) es referido como un miARN
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inmune asociado. En algunas modalidades, un miARN inmune asociado es un
MIARN expresado en células inmunes que exhiben por o menos un nivel de
expresion 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces,
10 veces mayor en una célula inmune en comparacion con una célula no inmune
(por ejemplo, una célula de control, tal como una célula HelLa, célula HEK293, célula
mesenquimal, etc.). En algunas modalidades, la célula del sistema inmune (célula
inmune) en la cual el mMARN inmune asociado esta expresado es una célula B,
célula T, célula T asesina, célula T ayudadora, célula T yd, célula dendritica,
macrofago, monocito, célula endotelial vascular, u otra célula inmune. En algunas
modalidades, la célula del sistema inmune es una célula B que expresa uno o0 mas
de los siguientes marcadores: B220, BLAST-2 (EBVCS), Bu-1, CD19, CD20 (L26),
CD22, CD24, CD27, CD57,CD72, CD79a, CD79b, CD86, chB6, D8/17, FMC7, L26,
M17, MUM-1, Pax-5 (BSAP), y PC47H. En algunas modalidades, la célula del
sistema inmune es una célula T que expresa uno 0 mas de los siguientes
marcadores: ART2 , CD1a, CD1d, CD11b (Mac-1), CD134 (OX40), CD150, CD2,
CD25 (receptor alfa de interleucina 2), CD3, CD38, CD4, CD45R0O, CD5, CD7,
CD72, CD8, CRTAM, FOXP3, FT2, GPCA, HLA-DR, HML-1, HT23A, Leu-22, Ly-2,
Ly-m22, MICG, MRC OX 8, MRC OX-22, OX40, PD-1 (Muerte programada-1), RT6,
TCR (receptor de célula T), Thy-1 (CD90), y TSA-2 (Timico compartido Ag-2). En
algunas modalidades, un miARN inmune asociado se selecciona de: miR-15a, miR-
16-1, miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b-1, miR-20a, miR-21, miR-29a/b/c, miR-
30b, miR-31, miR-34a, miR-92a-1, miR-106a, miR-125a/b, miR-142-3p, miR-146a,
miR-150, miR-155, miR-181a, miR-223 and miR-424, miR-221, miR-222, let-7i, miR-

148, y miR-152.

Vectores AAV Recombinantes (Vectores rAAV)

Los “vectores AAV recombinantes (rAAV)” de la divulgacion estan

tipicamente compuestos de, como minimo, un transgén y sus secuencias
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reguladoras, y repeticiones de terminal invertido (ITR) AAV 5’y 3’. Este vector AAV
recombinante el que estda empacado en una proteina de capside y es entregado a
una célula objetivo seleccionada. En algunas modalidades, el transgén es una
secuencia de acido nucleico, heterdloga a las secuencias de vector, la cual codifica
un polipéptido, proteina, molécula de ARN funcional (por ejemplo, gARN) u otro
producto de gen, de interés. La secuencia de codificacion de acido nucleico esta
operativamente vinculada a componentes reguladores en una forma que permite la
transcripcion de transgén, traslacion, y/o expresion en una célula de un tejido
objetivo.

En algunas modalidades, la presente divulgacién se relaciona con un vector
AAV recombinante (rAAV) que comprende una secuencia de acido nucleico que
incluye un promotor vinculado operablemente a un transgén, en donde el transgén
codifica una proteina MeCP2 (Por ejemplo, isoforma e1 de MeCP2). En algunas
modalidades, un vector rAAV ademas comprende secuencias de acido nucleico que
codifican una o mas secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, por
ejemplo, ITR de AAV2. En algunas modalidades, un vector rAAV ademas
comprende secuencias de acido nucleico que codifican uno o mas ITR de AAV
seleccionados del grupo que consiste de AAV3, AAV4, AAVS5, y AAV6. En algunas
modalidades, los ITR son secuencias artificiales que reemplazan la funcion de ITR,
por ejemplo, como se divulga en WO2016/172008.

Las secuencias de AAV del vector tipicamente comprenden las secuencias
de repeticién de terminal invertido 5’ y 3’ que actuan sobre cis (ver, por ejemplo, B.
J. Carter, en “Manual de Parvovirus”, ed., P. Tijsser, CRC Press, pp. 155 168
(1990)). Las secuencias ITR tienen aproximadamente 145 bp en longitud.
Preferiblemente, sustancialmente todas las secuencias que codifican los ITR son
usadas en la molécula, aunque algun grado de modificacion menor de estas
secuencias es permitido. La capacidad de modificar estas secuencias ITR esta

dentro de la habilidad en la materia (Ver, por ejemplo, textos tales como Sambrook
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y otros, “Clonaciéon Molecular. Un Manual de Laboratorio”, 22 Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York (1989); y K. Fisher y otros, J. Virol. 70:520-532
(1996)). Un ejemplo de dicha molécula empleada en la presente divulgacion es un
plasmido que “actua sobre cis” que contiene el transgén, en el cual la secuencia de
transgén seleccionada y los elementos reguladores asociados son flanqueados por
las secuencias de ITR AAV &5 y 3. Las secuencias de ITR AAV pueden ser
obtenidas a partir de cualquier AAV conocido, incluyendo tipos de AAV de mamifero
actualmente identificados (por ejemplo, secuencias de ITR AAV2, AAV3, AAV4,
AAVS5, o AAVG).

Adicional a los elementos principales identificados anteriormente para el
vector AAV recombinante, el vector también incluye elementos de control
necesarios los cuales estan vinculados operablemente al transgén en una forma
que permite su transcripcion, traslacion y/o expresién en una célula transfectada
con el vector de plasmido o infectada con el virus producido por la divulgacién. Como
se usa aca, secuencias “vinculadas operablemente” incluyen secuencias de control
de expresion que son contiguas con el gen de interés y secuencias de control de
expresion que actuan en trans o a una distancia al gen de control de interés.

Las secuencias de control de expresidon incluyen iniciacion, terminacion,
promotor y secuencias mejoradoras de transcripcion adecuada; sefales de
procesamiento de ARN eficientes tales como sefales de empalme y poliadenilaciéon
(poli A); secuencias que estabilizan mARN citoplasmico; secuencias que mejoran la
eficiencia de traslacion (es decir, secuencia de consenso de Kozak); secuencias que
mejoran la estabilidad de proteina; y cuando se desea, secuencias que mejoran la
secrecion del producto codificado. Un gran numero de secuencias de control de
expresion, incluyendo promotores que son nativos, constitutivos, inducibles y/o
especificos de tejido, son conocidas en el arte y pueden ser utilizadas.

Como se usa aca, una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, secuencia

de codificacién) y secuencias reguladoras se dice que estan vinculadas
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“‘operablemente” cuando ellas estan vinculadas covalentemente en una forma tal
que ubican la expresion o transcripcidn de la secuencia de acido nucleico bajo la
influencia o control de las secuencias reguladoras. Si se desea que las secuencias
de acido nucleico sea traducidas en una proteina funcional, se dice que dos
secuencias de ADN estan vinculadas operablemente si la induccién de un promotor
en las secuencias reguladoras 5’ resulta en la transcripcién de la secuencia de
codificacion y si la naturaleza del vinculo entre las dos secuencias de ADN no (1)
resulta en la introduccién de una mutacién de cambio de marco, (2) interfiere con la
capacidad de la regién de promotor de dirigir la transcripcion de las secuencias
codificadoras, o (3) interfiere con la capacidad del correspondiente transcripto de
ARN de ser traducido en una proteina. Asi, una region promotora estaria vinculada
operablemente a una secuencia de acido nucleico si la region promotora fuera
capaz de efectuar la transcripcion de esa secuencia de ADN de modo que el
transcripto resultante pueda ser traducido en la proteina deseada o polipéptido. De
forma similar, dos 0 mas regiones estan vinculadas operablemente cuando ellas
estan vinculadas en una forma tal que su transcripcion de un promotor comun
resulta en la expresion de dos o mas proteinas que han sido traducidas en marco.
En algunas modalidades, las secuencias de codificacion vinculadas operablemente
producen una proteina de fusion. En algunas modalidades, las secuencias de
codificacion vinculadas operablemente producen un ARN funcional (por ejemplo,
gran, miARN).

Para proteinas que codifican acidos nucleicos, generalmente se inserta una
secuencia de poliadenilacion siguiendo las secuencias de transgén y antes de la
secuencia de ITR AAV 3’. Una construccion de rAAV util en la presente divulgacion
puede también contener un intron, deseablemente ubicado entre la secuencia
promotora/mejoradora y el transgén. Una secuencia de intrén posible se deriva de
SV-40, y es referida como la secuencia de intron SV-40 T. Otro elemento de vector

que puede ser usado es un sitio de entrada de ribosoma interno (IRES). Una
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secuencia IRES es usada para producir mas de un polipéptido a partir de un
transcripto de gen simple. Una secuencia IRES seria usada para producir una
proteina que contiene mas de una cadena de polipéptido. Se puede realizar la
seleccién de estos y/u otros elementos de vector, como sea adecuado, y varias de
dichas secuencias estan disponibles (ver, por ejemplo, Sambrook y otros, y
referencias citadas aca en, por ejemplo, paginas 3.18 3.26 y 16.17 16.27 y Ausubel
y otros, Protocolos Actuales en Biologia Molecular, John Wiley & Sons, Nueva York,
1989). En algunas modalidades, una secuencia de Virus de Enfermedad de Pie y
Boca 2A esta incluida en la poliproteina; este es un péptido pequeno
(aproximadamente 18 aminoacidos de longitud) que ha sido mostrado por mediar la
escision de poliproteinas (Ryan, M D y otros, EMBO, 1994; 4: 928-933; Mattion, N
My otros, J Virologia, Noviembre 1996; p. 8124-8127; Furler, S y otros, Terapia de
Gen, 2001; 8: 864-873; y Halpin, C y otros, El Diario de Planta, 1999; 4: 453-459).
La actividad de escision de la secuencia 2A ha sido demostrada previamente en
sistemas artificiales que incluyen plasmidos y vectores de terapia de gen (AAV y
retrovirus) (Ryan, M D y otros, EMBO, 1994; 4: 928-933; Mattion, N M y otros, J
Virologia, Noviembre 1996; p. 8124-8127; Furler, S y otros, Terapia de Gen, 2001;
8: 864-873; y Halpin, C y otros, El Diario de Planta, 1999; 4: 453-459; de Felipe, P
y otros, Terapia de Gen, 1999; 6: 198-208; de Felipe, P y otros, Terapia de Gen
Humano, 2000; 11: 1921-1931; y Klump, H y otros, Terapia de Gen, 2001; 8: 811-
817).

La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras necesarias para la
expresion de gen en células huésped puede variar entre especies, tejidos o tipos de
célula, pero en general incluira, como sea necesario, secuencias no transcritas 5’ y
no traducidas 5’ involucradas con la iniciacién de la transcripcion y traduccién
respectivamente, tal como una caja TATA, secuencia de tapado, secuencia CAAT,
elementos mejoradores, y similares. Especialmente, dichas secuencias reguladoras

no transcritas 5’ incluiran una region promotora que incluye una secuencia
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promotora para control transcripcional del gen operablemente unido. Las
secuencias reguladoras pueden también incluir secuencias mejoradoras o
secuencias activadoras hacia arriba, como sea deseado. Los vectores de la
divulgacién pueden opcionalmente incluir secuencias lider 5 o de sefal. La
selecciéon y el disefio de un vector adecuado esta dentro de la capacidad y la
discrecion del experto en la materia.

Ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitacion, el promotor
LTR de virus de sarcoma Rous retroviral (RSV) (opcionalmente con el mejorador de
RSV), el promotor de citomegalovirus (CMV) (opcionalmente con el mejorador de
CMV) (ver, por ejemplo, Boshart y otros, Célula, 41:521-530 (1985)), el promotor
SV40, el promotor de reductasa dihidrofolato, el promotor de B-actina, el promotor
de quinasa de fosfoglicerol (PGK), y el promotor EF1a (Invitrogen). En algunas
modalidades, un promotor es un promotor mejorado de B-actina de pollo.

Los promotores inducibles permiten la regulacién de la expresion de gen y
pueden ser regulados por compuestos suministrados exdégenamente, factores
ambientales tales como temperatura, o la presencia de un estado fisioldgico
especifico, por ejemplo, fase aguda, un estado de diferenciacion particular de la
célula, o en células de replicacién unicamente. Los promotores inducibles y los
sistemas inducibles estan disponibles a partir de una variedad de fuentes
comerciales, incluyendo, sin limitacion, Invitrogen, Clontech y Ariad. Varios otros
sistemas han sido descritos y pueden ser seleccionados facilmente por un experto
en la materia. Ejemplos de promotores inducibles regulados por promotores
suministrados exdégenamente incluyen el promotor de metalotionina (MT) de oveja
inducible con zinc, el promotor de virus de tumor mamario de raton (MMTV)
inducible por dexametasona (Dex), el sistema promotor de polimerasa T7 (WO
98/10088); el promotor de insecto de ecdisoma (No y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU., 93:3346-3351 (1996)), el sistema represor de tetraciclina (Gossen y otros,

Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 89:5547-5551 (1992)), el sistema inducible por
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tetraciclina (Gossen y otros, Ciencia, 268:1766-1769 (1995), ver tmbien Harvey y
otros, Curr. Opin. Chem. Biol., 2:512-518 (1998)), el sistema inducible por RU486
(Wang y otros, Natl. Biotech., 15:239-243 (1997) y Wang y otros, Gen Ther., 4:432-
441 (1997)) y el sistema inducible por rapamicina (Magari y otros, 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 fisioldgico
especifico, por ejemplo, temperatura, fase aguda un estado de diferenciacion
particular de la célula, o en células de replicacién unicamente.

En otra modalidad, se utilizara el promotor nativo para el transgén. El
promotor nativo puede ser preferido cuando es deseable que la expresion del
transgén deba imitar la expresion nativa. El promotor nativo puede ser usado
cuando la expresion del transgén debe ser regulada temporalmente o
desarrolladamente, o en una forma especifica de tejido, o en respuesta a estimulo
transcripcional especifico. Por ejemplo, en algunas modalidades, un promotor nativo
es un promotor MeCP2, tal como un promotor de MeCP2 de raton. En algunas
modalidades, un promotor de MeCP2 de ratdon es representado por una secuencia
definida en la SEQ ID NO: 3. En una modalidad adicional, otros elementos de control
de expresion nativos, tales como elementos mejoradores, sitios de poliadenilacion
0 secuencias de consenso de Kozak también pueden ser usados para imitar la
expresion nativa.

En algunas modalidades, las secuencias reguladoras imparten capacidades
de expresion de gen especificas del tejido. En algunos casos, las secuencias
reguladoras especificas del tejido se unen a factores de transcripcion especificos
de tejido que inducen la transcripcion en una forma especifica del tejido. Dichas
secuencias reguladoras especificas del tejido (por ejemplo, promotores,
mejoradores, etc.) son bien conocidas en el arte. Secuencias reguladoras
especificas de tejido ejemplares incluyen, pero no se limitan a los siguientes

promotores especificos de tejido: un promotor de retinosquisina especifico de ojo o
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promotor K12, un promotor de globulina de union a tiroxina (TGB) especifico de
higado, un promotor de insulina, un promotor de glucagén, un promotor de
somatostina, un promotor de polipéptido pancreatico (PPY), un promotor de
sinapsina-1 (Syn), un promotor de quinasa de creatina (MCK), un promotor de
desmina mamifera (DES), un promotor de cadena pesada de a-miosina (a-MHC), o
un promotor de Troponina T cardiaca (cTnT). Otros promotores ejemplares incluyen
promotor Beta-actina, promotor de nucleo de virus de hepatitis B, Sandig y otros,
Gen Ther. 3:1002-9 (1996); promotor de alfa-fetoproteina (AFP), Arbuthnot y otros,
Hum. Gen Ther., 7:1503-14 (1996), promotor de ostetocalcina 6sea (Stein y otros,
Mol. Biol. Rep., 24:185-96 (1997)); promotor de sialoproteina ésea (Chen yh otros,
J. Bone Miner. Res., 11:654-64 (1996)), promotor CD2 (Hansal y otros, J. Immunol.,
161:1063-8 (1998)); promotor de cadena pesada de inmunoglobulina; promotor de
cadena a de receptor de célula T, neuronal tal como un promotor de enolasa
especifica de neurona (NSE) (Andersen y otros, Cell. Mol. Neurobiol., 13:503-15
(1993)), promotor de gen de cadena liviana de neurofilamento (Piccioli y otros., Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU., 88:5611-5 (1991)), y el promotor de gen vgf especifico de
neurona (Piccioli y otros, Neurona, 15:373-84 (1995)), entre otros que seran
evidentes para el experto en la materia.

En algunas modalidades, uno o0 mas sitios de uniéon por uno o mas miARN
son incorporados en un transgén de un vector rAAV, para inhibir la expresién del
transgén en uno o mas tejidos de un sujeto que alberga el transgén. El experto en
la materia apreciara que los sitios de union pueden ser seleccionados para controlar
la expresion de un transgén en una forma especifica del tejido. Por ejemplo, los
sitios de union para el miR-122 especifico de higado pueden ser incorporados en
un transgén para inhibir la expresion de ese transgén en el higado. Los sitios
objetivo en el mMARN pueden estar en el 5 UTR, el 3’ UTR o en la region de
codificacion. Tipicamente, el sitio objetivo esta en el 3° UTR del mARN. Ademas, el

transgén puede estar disefiado de modo que multiples mARN regulan el mARN al
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reconocer los mismos o multiples sitios. La presencia de multiples sitios de unién a
miARN puede resultar en la accidén cooperativa de multiples RISC y suministran
inhibicion de expresién altamente eficiente. La secuencia de sitio objetivo puede
comprender un total de 5-100, 10-60, o mas nucledtidos. La secuencia de sitio
objetivo puede comprender por lo menos 5 nucleétidos de la secuencia de un sitio

de unién a gen especifico.

Virus adenoasociados recombinantes (rAAV)

En algunos aspectos, la divulgacion suministra AAV aislados. Como se usa
aca con respecto a AAV, el término “aislado” se refiere a un AAV que ha sido
producido u obtenido artificialmente. Los AAV aislados pueden ser producidos
usando métodos recombinantes. Dichos AAV son referidos aca como “AAV
recombinantes”. Los AAV recombinantes (rAAV) preferiblemente tienen
capacidades de enfoque especifico al tejido, de modo que una nucleasa y/o
transgén del rAAV sera entregado especificamente a uno o mas tejidos
predeterminados. El capside de AAV es un elemento importante en la determinacion
de estas capacidades de enfoque especifico al tejido. Asi, se puede seleccionar un
rAAV que tiene un capside adecuado para el tejido que es obijetivo.

Los métodos para obtener AAV recombinantes que tienen una proteina de
capside deseada son bien conocidos en el arte (Ver, por ejemplo, US
2003/0138772), cuyo contenido se incorpora aca por referencia en su totalidad).
Tipicamente, los métodos involucran cultivar una célula huésped la cual contiene
una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de capside de AAV; un
gen rep funcional un vector AAV recombinante compuesto de, repeticiones
terminales invertidas (ITR) de AAV y un transgén; y suficientes funciones de ayuda
para permitir el empacado del vector AAV recombinante en las proteinas capside
de AAV. En algunas modalidades, las proteinas de capside son proteinas

estructurales codificadas por el gen cap de un AAV. Los AAV comprenden tres
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proteinas capside, proteinas virion 1 a 3 (denominadas VP1, VP2 y VP3), todas las
cuales son transcritas a partir de un gen cap simple por medio de empalme alterno.
En algunas modalidades, los pesos moleculares de VP1, VP2 y VP3 son
respectivamente aproximadamente 87 kDa, aproximadamente 72 kDa vy
aproximadamente 62 kDa. En algunas modalidades, con la traduccidn, las proteinas
capside forman una cubierta de proteina esférica 60-mer alrededor del genoma viral.
En algunas modalidades, las funciones de las proteinas capside son proteger el
genoma viral, entregar el genoma e interactuar con el huésped. En algunos
aspectos, las proteinas capside entregan el genoma viral a un huésped en una
forma especifica al tejido.

En algunas modalidades, un rAAV descrito por la divulgacion comprende una
0 mas proteinas capside capaces de cruzar la barrera hematoencefalica. En algunas
modalidades, la por lo menos una proteina capside tiene un serotipo seleccionado
del grupo que consiste de AAV1, AAV2, AAV2i8, AAV2.5, AAV6, AAVS8, AAVrhS,
AAV9, AAVrh10, AAV-B1, AAV9.45A-Cadena (por ejemplo, AAV9.45-AS),
AAV9.45Angiopep, AAV9.47-Angiopep, y AAV9.47-AS. En algunas modalidades, la
por lo menos una proteina capside tiene un serotipo AAV-PHP.B, por ejemplo, como
se describe en la Patente No. US 9,585,971. En algunas modalidades, una proteina
capside tiene un serotipo descrito en WO02015/127128, W02016/054554,
W02016/054557, o WO2016/065001.

Los componentes a ser cultivados en la célula huésped para empacar un
vector rAAV en un capside AAV pueden ser provistos a la célula huésped en trans.
Alternativamente, cualquiera o mas de los componentes requeridos (por ejemplo,
vector AAV recombinante, secuencias rep, secuencias cap, y/o funciones de ayuda)
pueden suministrarse por una célula huésped estable que ha sido modificada para
contener uno o mas de los componentes requeridos usando métodos conocidos
para los expertos en la materia. Mas adecuadamente, dicha célula huésped estable

contendra los componentes requeridos bajo el control de un promotor inducible. Sin

33



10

15

20

25

embargo, los componentes requeridos pueden estar bajo el control de un promotor
constitutivo. Ejemplos de promotores inducibles y constitutivos son provistos aca,
en la discusién de elementos reguladores adecuados para uso con el transgén. En
otra alternativa, una célula huésped estable seleccionada puede contener
componentes seleccionados bajo el control de un promotor constitutivo y otros
compuestos seleccionados bajo el control de uno o mas promotores inducibles. Por
ejemplo, se puede generar una célula huésped estable, la cual se deriva de células
293 (las cuales contienen funciones de ayuda E1 bajo el control de un promotor
constitutivo), pero que contienen las proteinas rep y/o cap bajo el control de
promotores inducibles. Otras células huésped estables pueden ser generadas por
un experto en la materia.

En algunas modalidades, la presente divulgacion se relaciona con una célula
huésped que contiene un acido nucleico que comprende una secuencia de
codificacion que codifica una proteina (por ejemplo, proteina MeCP2, tal como
isoforma e1 de MeCP2). En algunas modalidades, la presente divulgacion se
relaciona con una composicion que comprende la célula huésped descrita
anteriormente. En algunas modalidades, la composicion que comprende la célula
huésped anterior ademas comprende un crioconservador.

El vector AAV recombinante, las secuencias rep, las secuencias cap, y las
funciones de ayuda requeridas para producir el rAAV de la divulgacion pueden ser
entregados a la célula huésped de empaque usando cualquier elemento genético
adecuado (vector). El elemento genético seleccionado puede ser entregado por
cualquier método adecuado, incluyendo aquellos descritos aca. Los métodos
usados para construir cualquier modalidad de esta divulgacion, son conocidos para
los expertos en la materia en manipulacion de acido nucleico e incluyen ingenieria
genética, ingenieria recombinante, y técnicas sintéticas. Ver, por ejemplo,
Sambrook y otros, Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio, Cold Spring

Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY. De forma similar, los métodos para generar
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viriones de rAAV son bien conocidos y la seleccién de un método adecuado no es
una limitacién sobre la presente divulgacion. Ver, por ejemplo, K. Fisher y otros, J.
Virol., 70:520-532 (1993) y la Patente No. US 5,478,745.

En algunas modalidades, los rAAV recombinantes pueden ser producidos
usando el método de transfeccion triple (descritos en detalle en la Patente No. US
6,001,650). Tipicamente, los rAAV recombinantes son producidos al transfectar una
célula huésped con un vector AAV recombinante (que comprende un transgén) a
ser empacado en particulas AAV, un vector de funcion de ayuda de AAV, y un vector
de funcién de accesorio. Un vector de funcién de ayuda de AAV soporta la
produccion eficiente de vector AAV sin generar ningun virion de AAV de tipo salvaje
detectable (es decir, viriones de AAV que contienen genes rep y cap funcionales).
Ejemplos no limitantes de vectores adecuados para uso con la presente divulgaciéon
incluyen pHLP19, descrito en la Patente No. US 6,001,650 y pRep6cap6 descrito
en la Patente No. US 6,156,303, la totalidad de ambos incorporados aca por
referencia. El vector de funcién de accesorio codifica las secuencias de nucleétido
para funciones virales y/o celulares derivadas de no AAV de las cuales depende
AAV para replicacion (es decir, “funciones accesorio”). Las funciones accesorio
incluyen aquellas funciones requeridas para replicacion de AAV, incluyendo, sin
limitacion, aquellas porciones involucradas en inactivacion de transcripcion de gen
AAV, empalme de mARN de AAV especifico de etapa, replicacion de ADN de AAV,
sintesis de productos de expresion cap, y ensamble de capside de AAV. Las
funciones accesorio derivadas de viral pueden ser derivadas de cualquiera de los
virus de ayuda conocidos tales como adenovirus, herpesvirus (diferentes a virus tipo
1 simplex de herpes), y virus vaccinia.

En algunos aspectos, la divulgacion suministra células huésped
transfectadas. El término “transfeccién” es usado para referirse a la captacion de
ADN extrano por una célula, y una célula ha sido “transfectada” cuando se ha

introducido ADN exdgeno dentro de la membrana celular. Un numero de técnicas
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de transfeccidén son generalmente conocidas en el arte. Ver, por ejemplo, Graham
y otros (1973) Virologia, 52:456, Sambrook y otros (1989) Clonacion Molecular, un
manual de laboratorio, Cold Spring Harbor Laboratories, Nueva York, Davis y otros
(1986) Métodos Basicos en Biologia Molecular, Elsevier, y Chu y otros (1981) Gen
13:197. Dichas técnicas pueden ser usadas para introducir uno o mas acidos
nucleicos exogenos, tales como un vector de integracion de nucleétido y otras
moléculas de acido nucleico, en células huésped adecuadas.

Una “célula huésped” se refiere a cualquier célula que alberga, o es capaz de
albergar, una sustancia de interés. A menudo una célula huésped es una célula
mamifera. Una célula huésped puede ser usada como un receptor de una
construccion de ayuda de AAV, un plasmido de minigen AAV, un vector de funcion
accesorio, u otro ADN de transferencia asociado con la produccion de AAV
recombinantes. El término incluye la progenie de la célula original que ha sido
transfectada. Asi, una “célula huésped” como se usa aca puede referirse a una
célula que ha sido transfectada con una secuencia de ADN exdgeno. Se entiende
que la progenie de una célula parental simple puede no necesariamente ser
completamente idéntica en morfologia o en gendmica o complemento de ADN total
que el padre original, debido a mutacion natura, accidental o deliberada.

Como se usa aca, el término “linea celular” se refiere a una poblacion de
células capaces de crecimiento y division continua o prolongada in vitro. A menudo,
las lineas celulares son poblaciones clonales derivadas de una célula progenitora
simple. Ademas, se conoce en el arte que pueden ocurrir cambios espontaneos o
inducidos en cariotipo durante el almacenamiento o transferencia de dichas
poblaciones clonales. Por lo tanto, las células derivadas de la linea celular referida
pueden no precisamente ser idénticas a las células o cultivas ancestrales, y la linea
célula referida incluye dichas variantes.

Como se usa aca, los términos “célula recombinante” se refiere a una célula

en la cual un segmento de ADN exdgeno, tal como segmento de ADN que lleva a la
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transcripcion de un polipéptido biolégicamente activo o produccién de un acido
nucleico biolégicamente activo tal como un ARN, ha sido introducida.

Como se usa aca, el término “vector” incluye cualquier elemento genético, tal
como un plasmido, fago, transposoén, cosmido, cromosoma, cromosoma artificial,
virus, viridn, etc., el cual es capaz de replicacion cuando se asocia con los elementos
de control adecuados y los cuales pueden transferir secuencias de gen entre
células. Asi, el término incluye vehiculos de clonacion y expresién, asi como
vectores virales. En algunas modalidades, se contempla que los vectores utiles son
aquellos vectores en los cuales el segmento de acido nucleico a ser transcrito se
ubica bajo el control transcripcional de un promotor. Un “promotor” se refiere a una
secuencia de ADN reconocida por la maquinaria sintética de la célula, o maquinaria
sintética introducida, requerida para iniciar la transcripcién especifica de un gen. Las
frases “ubicada operativamente”, “bajo control” o “bajo control transcripcién”
significan que el promotor esta en la correcta ubicacion y orientacion con relacién al
acido nucleico para controlar la iniciacion de polimerasa de ARN y la expresion del
gen. El término “vector de expresion o construccion” significa cualquier tipo de
construccion genética que contiene un acido nucleico en el cual parte o toda la
secuencia de codificacién de acido nucleico es capaz de ser transcrita. En algunas
modalidades, la expresién incluye la transcripcién del acido nucleico, por ejemplo,
para generar un producto de polipéptido biolégicamente activo o ARN funcional (por
ejemplo, ARN guia) a partir de un gen transcrito. Los métodos anteriores para
empacar vectores recombinantes en capsides de AAV deseados para producir los
rAAV de la divulgacion no pretenden ser limitantes y otros métodos adecuados

seran evidentes para el experto en la materia.

Métodos de Administracion

Las composiciones descritas por la divulgacién (por ejemplo, &acidos

nucleicos recombinantes, rAAV, composiciones farmacéuticas, etc.) pueden ser
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entregadas a un sujeto de acuerdo con cualquier método adecuado conocido en el
arte. Las composiciones (por ejemplo, acidos nucleicos recombinantes, rAAV,
composiciones farmacéuticas, etc.), preferiblemente suspendidas en un portador
fisioldgicamente compatible (es decir, en una composicion), pueden ser
administradas a un sujeto, es decir, animal huésped, tal como un humano, ratén,
rata, gato, perro, oveja, conejo, caballo, vaca, cabra, cerdo, conejillo de indicas,
hamster, pollo, pavo, o un primate no humano (por ejemplo, macaco). En algunas
modalidades, un animal huésped no incluye un humano. En algunas modalidades,
un sujeto es un humano. En algunas modalidades, un sujeto es menor a 1 afno de
edad, por ejemplo, 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, u 11 meses.

La entrega de las composiciones a un sujeto mamifero puede ser, por
ejemplo, por inyeccién sistémica (por ejemplo, inyeccion intravenosa) o inyeccion
intratecal. También se pueden usar métodos adicionales de administracion de
composiciones al CNS de un sujeto, por ejemplo, inyeccién intracraneal, inyeccion
intraestriatal, etc. También se pueden usar combinaciones de métodos de
administracién (por ejemplo, administracién tdpica e inyeccion intraestromal).

En algunas modalidades, las composiciones de la divulgacién pueden
comprender un rAAV solo, o en combinacidén con uno 0 mas otros virus (por ejemplo,
una segunda codificacion de rAAV que tiene uno o mas transgenes diferentes). En
algunas modalidades, una composicién comprende 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, o mas
rAAV diferentes que cada uno tiene uno o mas transgenes diferentes.

En algunas modalidades, una composicion ademas comprende un portador
farmacéuticamente aceptable. Portadores adecuados pueden ser seleccionados
facilmente por un experto en la materia en vista de la indicacion para la que se dirige
la composicidn. Por ejemplo, un portador adecuado incluye salina, la cual puede ser
formulada con una variedad de soluciones amortiguadoras (por ejemplo, salina
amortiguada con fosfato). Otros portadores ejemplares incluyen salina estéril,

lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina, dextrano, agar, pectina, aceite de
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mani, aceite de sésamo, y agua. La seleccion del portador no es una limitacion de
la presente divulgacion.

Opcionalmente, las composiciones de la divulgacién pueden contener,
adicional al acido nucleico recombinante o rAAV y portadores, otros ingredientes
farmacéuticos, tales como conservantes, o estabilizadores quimicos. Conservantes
ejemplares adecuados incluyen clorobutanol, sorbato de potasio, acido soérbico,
diéxido de azufre, galato de propilo, los parabenos, etil vainilla, glicerina, fenol, y
paraclorofenol. Estabilizantes quimicos adecuados incluyen gelatina y albumina.

Las composiciones son administradas en cantidades suficientes para
transfectar las células de un tejido deseado (por ejemplo, tejido CNS) y suministrar
niveles suficientes de transferencia y expresion de gen sin efectos adversos
indeseados. Ejemplos de rutas de administracion farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no se limitan a, entrega directa al érgano seleccionado (por ejemplo,
entrega intraestromal al 0jo), oral, inhalacion (incluyendo entrega intranasal o
intratraqueal), intraocular, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intradérmica,
intratumoral, y otras rutas parentales de administracién. Las rutas de administracion
se pueden combinar, si se desea.

La dosis de viriones de rAAV requerida para lograr un “efecto terapéutico”
particular, por ejemplo, las unidades de dosis en copias de genoma/por kilogramo
de peso corporal (GC/kg), variaran con base en varios factores incluyendo, pero no
limitado a: la ruta de administracion de virién de rAAV, el nivel de expresion de gen
o ARN requerido para lograr un efecto terapéutico, la enfermedad o desorden
especifico que es tratado, y la estabilidad del gen o producto de ARN. Un experto
en la materia puede determinar facilmente un rango de dosis de virion de rAAV para
tratar un paciente que tiene una enfermedad o desorden particular con base en los
factores anteriormente mencionados, asi como otros factores.

Una cantidad efectiva de composicidon (por ejemplo, acido nucleico

recombinante, rAAV, composicion farmacéutica, etc.) es una cantidad suficiente
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para infectar de forma enfocada a un animal, enfocar un tejido deseado. En algunas
modalidades, una cantidad efectiva de un rAAV es una cantidad suficiente para
producir un modelo animal transgénico somatico estable. La cantidad efectiva
dependera principalmente de factores tales como la especie, edad, peso, salud del
sujeto, y el tejido a ser enfocado, y asi puede variar entre animal y tejido. Por
ejemplo, una cantidad efectiva del rAAV esta generalmente en el rango de
aproximadamente 1 ml a aproximadamente 100 ml de solucién que contiene de
aproximadamente 10° a 106 copias de genoma. En algunos casos, una dosis entre
10" a 10" de copias de genoma de rAAV copias es adecuada. en ciertas
modalidades, 10" 0 10" copias de genoma de rAAV es efectivo para enfocar tejidos
CNS (por ejemplo, tejido corneal). En algunos casos, los animales transgénicos
estables son producidos por multiples dosis de un rAAV.

En algunas modalidades, una dosis de la composicién es administrada a un
sujeto no mas de una vez por dia calendario (por ejemplo, un periodo de 24 horas).
En algunas modalidades, una dosis de la composicién es administrada a un sujeto
no mas de una vez por 2, 3, 4, 5, 6, o 7 dias calendario. En algunas modalidades,
una dosis de la composicién es administrada a un sujeto no mas de una vez por
semana calendario (por ejemplo, 7 dias calendario). En algunas modalidades, una
dosis de la composicion es administrada a un sujeto no mas de quincenal (por
ejemplo, una vez en un periodo de dos semanas calendario). En algunas
modalidades, una dosis de la composicion es administrada a un sujeto no mas de
una vez por mes calendario (por ejemplo, una vez en 30 dias calendario). En
algunas modalidades, una dosis de la composicion es administrada a un sujeto no
mas de una vez por seis meses calendario. En algunas modalidades, una dosis de
la composicion es administrada a un sujeto no mas de una vez por aino calendario
(por ejemplo, 365 dias o 366 dias en un afo bisiesto).

En algunas modalidades, las composiciones son formuladas para reducir la

agregacion de particulas de AAV en la composicion, particularmente cuando hay
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presentes altas concentraciones de rAAV (por ejemplo, ~10"* GC/ml o mas). Se
pueden usar métodos adecuados para reducir la agregacién, incluyendo, por
ejemplo, adicion de tensoactivos, ajuste de pH, ajuste de concentracion de sal, etc.
(Ver, por ejemplo, Wright FR, y otros, Terapia Molecular (2005) 12, 171-178, cuyo
contenido se incorpora aca por referencia).

La formulacién de excipientes y soluciones portadoras farmacéuticamente
aceptables es bien conocida para los expertos en la materia, ya que es el desarrollo
de regimenes de dosificacion y tratamiento adecuados para usar las composiciones
particulares descritas acd en una variedad de regimenes de tratamiento.
Tipicamente, estas formulaciones pueden contener por lo menos aproximadamente
01% del compuesto activo o mas, aunque el porcentaje del ingrediente activo puede,
desde luego, variar y puede estar convenientemente entre aproximadamente 1 o
2% y aproximadamente 70% u 80% o mas del peso o volumen de la formulacion
total. Naturalmente, la cantidad del compuesto activo en cada composicidon
terapéuticamente util puede ser preparada en una forma tal que se obtendra una
dosis adecuada en cualquier dosis unitaria dada del compuesto. Factores tales
como solubilidad, biodisponibilidad, vida media bioldgica, ruta de administracion,
vida del producto, asi como otras consideraciones farmacoldgicas seran
contemplados por un experto en la materia de preparar dichas formulaciones
farmacéuticas, y como tal, una variedad de regimenes de dosificacién y tratamiento
pueden ser deseables.

En algunas modalidades, las composiciones (por ejemplo, acidos nucleicos
recombinantes, rAAV, composiciones farmacéuticas, etc.) en las composiciones
farmacéuticas adecuadamente formuladas divulgadas aca son entregadas
directamente al tejido objetivo, por ejemplo, directo al tejido CNS (por ejemplo,
cerebro, médula espinal, etc.). Sin embargo, en ciertas circunstancias puede ser
deseable entregar de forma separada o adicional las composiciones por otra ruta,

por ejemplo, de forma subcutédnea, intraopacreatica, intranasal, parenteral,
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intravenosa, intramuscular, intratecal, y oralmente, intraperitoneal, o por inhalacion.
En algunas modalidades, las modalidades de administracion como se describen el
las Patentes No. US 5,543,158; 5,641,515 y 5,399,363 (cada una especificamente
incorporada aca por referencia en su totalidad) pueden ser usadas para entregar
rAAV. En algunas modalidades, un modo de administracion preferido es por
inyeccion intravenosa.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles o dispersiones y polvos estériles para la preparacion
extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. Las dispersiones
también pueden ser preparadas en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas de
los mismos y en aceites. Bajo condiciones ordinarias de almacenamiento y uso,
estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de
microorganismos. En varios casos la forma es estéril y fluida en la medida que exista
facil uso de jeringa. Esta debe ser estable bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y debe conservarse contra la accion contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un solvente
o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol, y propilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de
los mismos, y/o aceites vegetales. La fluidez adecuada puede mantenerse, por
ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el
mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de dispersion vy
mediante el uso de tensoactivos. La prevencion de la accion de microorganismos
puede ser provocada por varios agentes antibacteriales y antifungicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico, timerosal, y similares. En varios
casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azucares o cloruro de
sodio. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede ser
provocada por el uso de las composiciones de agentes que retrasan la absorcion,

por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.
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Para la administracion de una solucion acuosa inyectable, por ejemplo, la
solucion puede ser amortiguada adecuadamente, si es necesario, y el diluyente
liquido primero produce isotonico con suficiente salina o glucosa. Estas soluciones
acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion
intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraperitoneal. En esta conexion, se
puede emplear un medio acuoso estéril adecuado. Por ejemplo, una dosis puede
disolverse en 1 ml de solucién de NaCl isotonico y se puede bien sea adicionar a
1000 ml de fluido hipodermoclisis o inyectar en el sitio de infusion propuesto (ver,
por ejemplo, “Ciencias Farmacéuticas de Remington”, 152 Edicién, paginas 1035-
1038, y 1570-1580). Alguna variacion en dosificacion ocurrira necesariamente
dependiendo de la condicion del huésped. La persona responsable de la
administracién, en cualquier caso, determinara la dosis adecuada para el huésped
individual.

Las soluciones estériles inyectables son preparadas al incorporar las
composiciones (por ejemplo, acidos nucleicos recombinantes, rAAV, composiciones
farmacéuticas, etc.) en la cantidad requerida en el solvente adecuado con varios de
los otros ingredientes enumerados aca, como sea requerido, seguido por
esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones son preparadas al incorporar
los varios ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el
medio de dispersidn basico y los otros ingredientes requeridos de aquellos indicados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacién preferidos son técnicas de secado
al vacio vy liofilizacion que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier
ingrediente adicional deseado de una solucion previamente filtrada y estéril de los
mismos.

Las composiciones (por ejemplo, acidos nucleicos recombinantes, rAAV,
composiciones farmacéuticas, etc.) divulgadas aca pueden también ser formuladas

en una forma neutra o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables, incluyen las
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sales de adicién de acido (formadas con los grupos amino libres de la proteina) y
los cuales se forman con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos
clorhidrico y fosférico, o dichos acidos organicos como acético, oxalico, tartarico,
mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres pueden
también derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio,
amonio, calcio, o hidroxidos férricos, y dichas bases organicas como isopropilamina,
trimetilamina, histidina, procaina y similares. Con la formulacion, las soluciones
seran administradas en una forma compatible con la formulacién de dosificacion y
en dicha cantidad como es terapéuticamente efectiva. Las formulaciones son
facilmente administradas en una variedad de formas de dosificacion, tales como,
soluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmaco, y similares.

Como se usa aca, “portador” incluye cualquier y otros los solventes, medio
de dispersién, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacteriales y
antifangicos, agentes de retraso isoténico y de absorcién, amortiguadores,
soluciones portadoras, suspensiones, coloides, y similares. El uso de dichos medios
y agentes para sustancias activas farmacéuticas es bien conocido en el arte.
También se pueden incorporar ingredientes complementariamente activos en las
composiciones. La frase “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones que no producen una reaccion adversa alérgica o
similar cuando son administradas a un huésped.

Vehiculos de entrega tales como liposomas, nanocapsulas, microparticulas,
microesferas, particulas de lipido, vesiculas, y similares, pueden ser usados para la
introduccidn de las composiciones de la presente divulgacién en células huésped
adecuadas. En particular, los transgenes entregados por vector rAAV pueden ser
formulados para entrega bien sea encapsulados en una particula de lipido, un
liposoma, una vesicula, una nanoesfera, o una nanoparticula o similares.

Dichas formulaciones pueden ser preferidas para la introduccion de

formulaciones farmacéuticamente aceptables de los acidos nucleicos o las
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construcciones de rAAV divulgadas aca. La formaciéon y uso de liposomas es
generalmente conocido para un experto en la materia. Recientemente, se
desarrollaron liposomas con estabilidad mejorada de suero y tiempos de circulacion
mejores (Patente No. US 5,741,516). Ademas, varios métodos de liposoma vy
preparaciones similares a liposoma como portadores potenciales de farmaco han
sido descritos (Patentes No. US 5,567,434; 5,552,157; 5,565,213; 5,738,868 y
5,795,587).

Los liposomas han sido usados exitosamente con un numero de tipos de
célula que son normalmente resistentes a transfeccién por otros procedimientos.
Adicionalmente, los liposomas son libres de las restricciones de longitud de ADN
que son tipicas de sistemas de entregas de base viral. Los liposomas han sido
usados efectivamente para introducir genes, farmacos, agentes radioterapéuticos,
virus, factores de transcripcion y efectores alostéricos en una variedad de lineas
celulares cultivadas y animales. Adicionalmente, se han completado varias pruebas
clinicas exitosas que examinan la efectividad de la entrega de farmacos mediada
por liposoma.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que son dispersos en un
medio acuoso y espontaneamente forman vesiculas de bicapa concéntricos
multilamelar (también denominados vesiculas multilamelares (MLV). Las MLV
generalmente tienen diametros de 25 nm a 4 ym. La sonicacién de MLV resulta en
la formacién de vesiculas unilamelares (SUV) con diametros en el rango de 200 a
500 AND, que contienen una solucion acuosa en el nucleo.

Alternativamente, se pueden usar formulaciones de nanocapsula del rAAV.
Las nanocapsulas pueden generalmente atrapar sustancias en una forma estable y
reproducible. Para evitar efectos secundarios debido a sobrecarga polimérica
intracelular, dichas particulas ultrafinas (con tamafio de aproximadamente 0.1 um)

deben ser disefiadas usando polimeros capaces de ser degradados in vivo. Se
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contemplan para uso nanoparticulas biodegradables de polialquil-cianoacrilato que

cumplen con estos requerimientos.

Métodos para tratar sindrome de Rett

En algunos aspectos, la divulgacion se relaciona con composiciones y
métodos para tratar sindrome de Rett. El sindrome de Rett es un desorden
neuroldgico genético causado por una o mas perdidas de mutaciones de funcién en
el gen MeCP2, por ejemplo, como se describe en Suter y otros, J. Autismo Dev
Disord. 2014 Mar; 44(3): 703-711. En algunas modalidades, un sujeto que tiene
sindrome de Rett tiene 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, o mas pérdida de mutaciones de
funcién en el gen MeCP2.

Como se usa aca, los términos “tratamiento”, “tratar”, y “terapia” se refieren a
tratamiento terapéutico y manipulaciones profilacticas o preventivas. Los términos
ademas incluyen aliviar sintomas existentes, prevenir sintomas adicionales, aliviar
0 prevenir las causas subyacentes de sintomas, prevenir o reversar las causas de
los sintomas, por ejemplo, sintomas asociados con una enfermedad causada por
una pérdida de mutacion de funcion, por ejemplo, sindrome de Rett. Asi, los
términos denotan que se ha conferido un resultado beneficioso en un sujeto con un
desorden (por ejemplo, sindrome de Rett), o con el potencial de desarrollar dicho
desorden. Adicionalmente, el término “tratamiento” se define como la aplicacion o
administracion de un agente (por ejemplo, agente terapéutico o una composicion
terapéutica) a un sujeto, o un tejido aislado o linea celular de un sujeto, que puede
tener una enfermedad, un sintoma de enfermedad o una predisposicion hacia una
enfermedad, con el propésito de curar, sanar, aliviar, alterar, remediar, mejorar, o
afectar la enfermedad, los sintomas de la enfermedad o la predisposicion hacia la
enfermedad.

Los agentes terapéuticos o composiciones terapéuticas pueden incluir un

compuesto en una forma farmacéuticamente aceptable que previene y/o reduce los
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sintomas de una enfermedad particular (por ejemplo, sindrome de Rett). Por
ejemplo, una composicion terapéutica puede ser una composicion farmacéutica que
previene y/o reduce los sintomas del sindrome de Rett. Se contempla que la
composicion terapéutica de la presente invencidn se suministrara en cualquier forma
adecuada. La forma de la composicion terapéutica dependera de un numero de
factores, incluyendo el modo de administracion como se describe aca. La
composicién terapéutica puede contener diluyentes, adyuvantes y excipientes, entre

otros ingredientes como se describe aca.

EJEMPLO

Ejemplo 1: Analisis de expresion de gen de isoforma el de MeCP2 humano in vitro

Aproximadamente 80% de los casos de Rett son causados por mutaciones
en el gen de enlace X que codifica la proteina de union a CpG de metilo 2 (MeCP2),
un regulador epigenético ampliamente expresado que es expresado en niveles altos
en neuronas maduras. La mayoria de los pacientes de Rett portan un alelo normal
y mutante de MeCP2. La enfermedad resulta de la inactivacion aleatoria del
cromosoma X donde ~50% de las neuronas son deficientes en MeCP2 debido a la
inactivacién del alelo normal, mientras que en el otro ~50% de las neuronas el alelo
mutante esta silenciado y se retiene la expresion normal de MeCP2 de tipo salvaje.
La heterogeneidad de deficiencia de MeCP2 en el CNS tiene implicaciones
importantes para el desarrollo de acercamientos de terapia de gen para sindrome
de Rett. En modelos de ratén con Rett, se ha observado reversibilidad de fenotipos
neurologicos después de la restauracion de la expresion de MeCP2 normal en
adultos. En estos experimentos transgénicos, la expresién de MeCP2 restaurada
fue impulsada desde su locus gendmico nativo y se logré la activaciéon en la mayoria
de células en el cerebro. Sin embargo, la transferencia de gen somatico aun tiene

que replicar cualquiera de estos éxitos.
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Generalmente, el MeCP2 tiene una ventana muy estrecha de niveles de
seguros de expresion, ya que los pacientes con una duplicacién del locus MeCP2
tipicamente presentan desarrollo retrasado motor y cognitivo asi como discapacidad
intelectual severa. Los experimentos en modelos de ratén transgénicos corroboran
esta nocion, ya que la expresiéon ectépica de MeCP2 es tdxica en animales de tipo
salvaje, pero segura y parcialmente efectiva en aliviar fenotipos de enfermedad de
ratones deficientes en MeCP2 cuando la expresion de transgén comienza durante
el desarrollo embrionario. Notablemente, el gen MeCP2 es alternativamente
empalmado para generar dos proteinas con diferentes terminales N, designados
como MeCP2-e1 y MeCP-e2. Los pacientes con duplicacién de locus MeCP2
sobreexpresan ambas isoformas de MeCP2. Por lo tanto, los sintomas en pacientes
con duplicacién de locus MeCP2 y resultados en ratones transgénicos pueden ser
explicados mediante la sobreexpresion de la isoforma de MeCP-e2 y la
sincronizacion de la expresion de transgén durante el desarrollo.

Experimentos terapéuticos previos de AAV9-MeCP2-e1 se han enfocado en
la entrega intravascular (IV) o intracerebroventricular (ICV) neonatal y en algunos
casos se ha encontrado toxicidad letal de higado y atrofia de extremidades
posteriores. Ademas, la edad de los ratones tratados en dichos experimentos no
necesariamente corresponde con aquella probablemente a ser implementada en la
mayoria de pacientes con Rett, los cuales presuntamente seran tratados después
del aparecimiento de los sintomas (6-18 meses). En humanos, la fase primaria de
sinaptogénesis ocurre en los primeros 2 afnos y coincide con un aumento rapido en
metilacion de ADN no CG en neuronas, asi como el comienzo de sintomas en
pacientes Rett. En ratones, la sinaptogénesis ocurre entre 2 y 4 semanas de edad.
Por lo tanto, es critico examinar la eficacia y la toxicidad potencial de entrega de
gen AAV-MeCP2 en etapas de desarrollo relevantes mas alla del dia postnatal 0-1.
Adicionalmente, una limitacion importante a implementar entrega de gen AAV

sistémica para tratar desordenes de CNS es la transduccién de érganos diferentes
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al cerebro, tal como higado, el cual es el 6rgano con el mayor tropismo de AAV en
el cuerpo.

Se desarrollé una serie de vectores AAV-MeCP2 nuevos que eliminan la
expresion de gen en érganos periféricos y también autorregulan la sobreexpresion
de MeCP2. Generalmente, el mMARN de MeCP2 porta un UTR 3’ corto (1.8kb) o
largo (~10kb), con este ultimo siendo la expresion de isoforma preferencial en el
cerebro. Las construcciones de mARN de MeCP2 descritas en este ejemplo
comprenden una secuencia de codificacion de proteina isoforma e1 de MeCP2 y
varios elementos reguladores de miARN (MRE). Se observé que la traduccion de
MeCP2 en el CNS es regulada por miR-132 a través de un mecanismo homeostatico
que involucra cambios en niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BNDF) en respuesta a la expresion de MeCP2 (Figura 1A). Con base en este
mecanismo una serie de vectores AAV-MeCP2 con numeros en aumento de los
MRE de miR-132 (por ejemplo, sitios de uniéon a miR-132) acoplados a un numero
fijo de MRE para miR-1 y miR-122 (por ejemplo, sitios de unién a 3x-miR-1y 3x-mir-
122) para desenfocar la expresion de gen AAV de musculo esquelético e higado
(Figura 1B).

Se llevaron a cabo una serie de experimentos in vitro. Brevemente, células
HEK293T fueron transfectadas con 30000 gc/célula de AAV2-MeCP2 por cuatro
dias. Las Figuras 2A-2B muestran la expresion efectiva de AAV2-MeCP2 en células
HEK293T, como se mide por Western Blot (Figura 2A) y ensayo de expresion de
proteina normalizada (Figura 2B). La Figura 2C muestra un perfil de toxicidad de
células 293T transducidas con AAV2-MeCP2 por cuatro dias a una dosis de 30000
gc/célula.

Un estudio de respuesta de dosis en neuronas corticales primarias de raton
mostraron efectos comparables sobre supervivencia celular para vectores AAV-
GFP y AAV-MeCP2 (Figura 3A), indicando que la expresion de MeCP2 humano

etiquetado con myc de un promotor corto de MeCP2 de raton (-223 a +56) no es

49



10

15

20

25

toxico para las neuronas primarias en el cultivo. Adicionalmente, se observé que los
niveles de proteina MeCP2-myc fueron inversamente proporcionales al numero de
MRE miR-132 (por ejemplo, sitios de unidon a miR-132) presentes en el transcripto
MeCP2-myc (Figura 3B). La Figura 3C muestra la expresion de miR-132 en

respuesta a AAV2-MeCP2 cinco dias después de la infeccion con AAV.

Ejemplo 2: Andlisis de expresion de gen de isoforma el de MeCP2 humano en
ratones tipo salvaje después de la entrega sistémica de AAV-MeCP2

Para extender las observaciones in vitro que demuestran la capacidad de
titular los niveles de MeCP2 mediante la insercion de secuencias objetivo de miR-
132 descritas en el Ejemplo 1, ratones tipo salvaje postnatales de 1 dia fueron
inyectados por medio de la vena facial (por ejemplo, inyeccion intracraneal) con AAV
que codifica la isoforma e1 de MeCP2 que contiene 0, 1x, 2x, o 3x secuencias
objetivo de miR-132. El analisis de expresion de gen de tejido de cerebro indico que
los niveles de MeCP2 son inversamente proporcionales al numero de secuencias
objetivo miR132 (Figuras 4A-4C).

En algunas modalidades, la administracién sistémica de algunos serotipos de
AAV puede transducir tejidos fuera del sistema nervioso central, y se ha observado
que la expresion elevada de MeCP2 en tejidos de higado, cardiacos y esqueléticos
estd asociada con consecuencias fisiologicas perjudiciales. Para minimizar la
transduccion de MeCP2 en corazén e higado, los vectores AAV-MeCP2 descritos
por la divulgacion contienen por lo menos una secuencia objetivo miR-1 (por
ejemplo, 3x-miR-1) y por lo menos una miR-122 (por ejemplo, 3x-miR-122) (por
ejemplo, sitios de unién) para desenfocar la expresion de MeCP2 del corazon y el
higado, respectivamente. Se realiz6 analisis qRT-PCR usando cebadores contra
MeCP2 e2 humano (el cual fue indetectable), y MeCP2 e1 y e2 de ratdn (los cuales
no cambiaron). El andlisis de expresion de gen de tejido de corazon e higado a partir

de animales de tipo salvaje indicé que el MeCP2 es efectivamente desenfocado del
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corazoén y el higado, como se evidencia mediante la expresion sustancialmente

reducida en comparacion con el cerebro (Figura 4A y Figura 5).

Ejemplo 3: Eficacia y seguridad terapéutica de vectores autorreguladores de AAV-
MeCP2

Se examino la eficacia y la seguridad terapéutica de vectores AAV-MeCP2-
e1 en ratones. En algunas modalidades, se usé proteina capside de AAV-PHP.B,
ya que esta capside tiene eficiencia de transduccion neuronal mejorada. Ratones
Mecp2-nulo (Mecp2i™!-1Ave/J: Macho”Y y hembra*-) en 4 semanas de edad fueron
tratados mediante administracion sistémica de vectores AAV-PHP.B-MeCP2-e1 que
portan diferentes casetes MRE (por ejemplo, en dosis de vector de 1E11, 3E11,
1E12 vg/raton) y el peso corporal y los puntajes fenotipicos son monitoreados cada
dos semanas. Como controles, se usaron ratones MeCP2/Mecp2™'-1Ave jnyectados
con vehiculo y ratones tipo salvaje. Un subconjunto de ratones en cada cohorte
(n=8; 4 machos y 4 hembras) son sacrificados a 8 semanas después de la inyeccién
y se cuantificd la expresion de MeCP2 por western blot y se compard entre los
grupos. Se evaluo la eficiencia de transduccion en el cerebro mediante manchado
doble de inmunofluorescencia para MeCP2 y neuronas (usando el marcador
neuronal NeuN) se realizd cuantificacion de neuronas transducidas (MeCP2+,
NeuN+) en cértex, cuerpo estriado, talamo, hipocampo y cerebelo. Los niveles de
PSD-95 fueron evaluados por western blot e inmunomanchado de secciones de
cerebro; PSD-95 es una proteina de andamio clave en maduracion sinaptica cuyos
niveles se disminuyen en cerebros de ratones MeCP2-nulos.

Para realizar analisis de biodistribucién de vector, el ADN gendmico es
aislado de diferentes regiones del CNS y 6rganos periféricos y es analizado por
PCR digital. Otro subconjunto de animales en cada cohorte (n=16; 8 machos y 8
hembras) es usado para analisis de supervivencia y longitudinal de comportamiento

(por ejemplo, campo abierto; interaccion social) y desempefio motor (por ejemplo,
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rotarod, caminata de cuadricula) asi como pletismografia completa de cuerpo para
evaluar los patrones de respiracion y caracteristica de apnea de ratones MeCP2-
nulo. Los estudios de punto final son los mismos que a 8 semanas después del
tratamiento. También se evalué la seguridad de los vectores en ratones tipo salvaje
en un estudio de escalacién de dosis usando dosis idénticas a las indicadas
anteriormente con puntos finales en 7, 30, 90 y 180 dias para evaluar el CNS y
tejidos periféricos para evidencia de toxicidad. También se evalud la biodistribucion

de vector AAV y expresion de MeCP2.

Ejemplo 4: Caracterizacion de cambios en el genoma/transcriptoma de neuronas
transducidas después de transferencia de gen AAV-MeCP2 en diferentes etapas de
desarrollo de sistema nervioso

Un aspecto clave en el desarrollo de un enfoque de terapia de gen segura y
efectiva para Rett es caracterizar en detalle el impacto de la expresion de novo de
MeCP2 en el entorno epigenético y el perfil transcriptomico de neuronas
transducidas. Para este propdsito, se producen vectores AAV-PHP.B-MeP2-e1 que
llevan un casete IRES-GFP, y se permite el aislamiento de células GFP+ del
cerebro, cerebelo y médula espinal por FACS o microdiseccion de captura por laser
seguido por secuenciacion de bisulfito de genoma completo (MetilC-Seq), ARN-seq
pequefio (microARN), y ARN-Seq (mMARN y ARN no codificados). Los machos
MeCP27, las hembras MeCP2"* y los controles de tipo salvaje (machos y hembras)
recibieron una inyeccion sistémica de AAV-PHP.B-MeCP2-e1-IRES-GFP, vector de
control (sin cADN de MeCP2) y vehiculo en el dia 1, 7, 14, y 28, asi como a 12
semanas de edad en una dosis 6ptima. Los ratones (n=8, 4 machos y 4 hembras)
fueron sacrificados a 1 o 3 meses después de la inyeccidn para evaluar los
parametros indicados anteriormente. La informacion sobre microARN que se

sobreexpresaron en respuesta a la expresion de MeCP2 es usada para establecer
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capas adicionales de regulacion de expresion de gen adicional a aquella con base

en miR-132.

Ejemplo 5: Contribucion de isoformas de MeCP2 para éxito terapéutico o comienzo
de sintomas neurolégicos como una funcion de intervencion en diferentes etapas
de desarrollo

Se ha observado que la expresion de MeCP2 de 1.6 a 6 veces por encima
de los niveles fisiolégicamente normales causa sintomas neuroldgicos en pacientes
con duplicacioén de locus de MeCP2 (~2 veces por encima de lo normal) y modelos
de ratdn transgénicos. El otro punto comun entre pacientes y modelos de raton
transgénicos es que ambos sobreexpresan la isoforma MeCP2-e2, la cual a
diferencia de la isoforma e1 parece ser tdxica para las neuronas primarias en el
cultivo. En algunas modalidades, este efecto toxico es eliminado por la co-expresion
de FoxG1, el cual es otro gen donde las mutaciones estan asociadas con el sindrom
de Rett. En algunas modalidades, la co-expresion de FoxG1 con MeCP2 es un
mecanismo adicional para controlar los efectos secundarios asociados con la
sobreexpresion de MeCP2. Experimentos terapéuticos, de seguridad vy
epigendmicos/transcriptomicos con vectores AAV-PHP.B que codificar MeCP-e1,
MeCP2-e2, MeCP2-e2 y FoxG1, o FoxG1 solo, fueron realizados en machos

MeCP2%, hembras MeCP2*- y controles tipo salvaje que coinciden en edad.

SECUENCIAS
>SEQ ID NO: 1; secuencia de aminoacido de isoforma e1 de MeCP2 humano
(NM_001110792)
MAAAAAAAPSGGGGGGEEERLEEKSEDQDLQGLKDKPLKFKKVKKDKKEEKEG
KHEPVQPSAHHSAEPAEAGKAETSEGSGSAPAVPEASASPKQRRSIIRDRGPMY
DDPTLPEGWTRKLKQRKSGRSAGKYDVYLINPQGKAFRSKVELIAYFEKVGDTSL

DPNDFDFTVTGRGSPSRREQKPPKKPKSPKAPGTGRGRGRPKGSGTTRPKAAT
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SEGVQVKRVLEKSPGKLLVKMPFQTSPGGKAEGGGATTSTQVMVIKRPGRKRKA
EADPQAIPKKRGRKPGSVVAAAAAEAKKKAVKESSIRSVQETVLPIKKRKTRETVS
IEVKEVVKPLLVSTLGEKSGKGLKTCKSPGRKSKESSPKGRSSSASSPPKKEHHH
HHHHSESPKAPVPLLPPLPPPPPEPESSEDPTSPPEPQDLSSSVCKEEKMPRGG
SLESDGCPKEPAKTQPAVATAATAAEKYKHRGEGERKDIVSSSMPRPNREEPVD

SRTPVTERVS

> SEQ ID NO: 2; secuencia de aminoacido de isoforma e2 de MeCP2 humano
(NM_004992)
MVAGMLGLREEKSEDQDLQGLKDKPLKFKKVKKDKKEEKEGKHEPVQPSAHHS
AEPAEAGKAETSEGSGSAPAVPEASASPKQRRSIIRDRGPMYDDPTLPEGWTRK
LKQRKSGRSAGKYDVYLINPQGKAFRSKVELIAYFEKVGDTSLDPNDFDFTVTGR
GSPSRREQKPPKKPKSPKAPGTGRGRGRPKGSGTTRPKAATSEGVQVKRVLEK
SPGKLLVKMPFQTSPGGKAEGGGATTSTQVMVIKRPGRKRKAEADPQAIPKKRG
RKPGSVVAAAAAEAKKKAVKESSIRSVQETVLPIKKRKTRETVSIEVKEVVKPLLVS
TLGEKSGKGLKTCKSPGRKSKESSPKGRSSSASSPPKKEHHHHHHHSESPKAPV
PLLPPLPPPPPEPESSEDPTSPPEPQDLSSSVCKEEKMPRGGSLESDGCPKEPA

KTQPAVATAATAAEKYKHRGEGERKDIVSSSMPRPNREEPVDSRTPVTERVS

>SEQ ID NO: 3; secuencia de ADN promotor de MeCP2 de ratén
AATTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCA
ATGAAGGGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGT
GCAGCAGCACACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGC

GGGGTCCCGGCATCGGTT

>SEQ ID NO: 4; secuencia de ADN de sitio de unién de miR-122

ACAAACACCATTGTCACACTCCA

54



10

15

20

25

>SEQ ID NO: 5; secuencia de ADN de sitio de unién de miR-1

ATACATACTTCTTTACATTCCA

>SEQ ID NO: 6; secuencia de ADN de sitio de unién de miR-132

CGACCATGGCTGTAGACTGTTA

>SEQ ID NO: 7; secuencia de acido nucleico de construccion in vitro de MeCP2
(scAAV-Mec229-hMeCP2-miR132(1x)miR122-1(3x) plasmido)
CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG
GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGG
GAGTGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCAATTCGGTACAATTCACGCGTCGACAA
TTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCAAT
GAAGGGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGTG
CAGCAGCACACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGCG
GGGTCCCGGCATCGGTTGCGCGCGCGCTCCCTCCTCTCGGAGAGAGGGCTG
TGGTAAAACCCGTCCGGAAAATGGCTGCAGCCGCTGCCGCAGCGCCGAGCG
GCGGAGGTGGCGGTGGCGAGGAGGAGAGACTGGAAGAAAAGTCAGAAGAC
CAGGACCTCCAGGGCCTCAAGGACAAACCCCTCAAGTTTAAAAAGGTGAAGA
AAGATAAGAAAGAAGAGAAAGAGGGCAAGCATGAGCCCGTGCAGCCATCAGC
CCACCACTCTGCTGAGCCCGCAGAGGCAGGCAAAGCAGAGACATCAGAAGG
GTCAGGCTCCGCCCCGGCTGTGCCGGAAGCTTCTGCCTCCCCCAAACAGCG
GCGCTCCATCATCCGTGACCGGGGACCCATGTATGATGACCCCACCCTGCCT
GAAGGCTGGACACGGAAGCTTAAGCAAAGGAAATCTGGACGCTCTGCTGGGA
AGTATGATGTGTATTTGATCAATCCCCAGGGAAAAGCCTTTCGCTCTAAAGTG
GAGTTGATTGCGTACTTCGAAAAGGTAGGCGACACATCCCTGGACCCTAATG
ATTTTGACTTCACGGTAACTGGGAGAGGGAGCCCCTCCCGGCGAGAGCAGAA
ACCACCTAAGAAGCCCAAATCTCCCAAAGCTCCAGGAACTGGCAGAGGTCGG

GGACGCCCCAAAGGGAGCGGCACCACGAGACCCAAGGCAGCTACGTCAGAG
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GGTGTGCAGGTGAAAAGGGTCCTGGAGAAAAGTCCTGGGAAGCTCCTTGTCA
AGATGCCTTTTCAAACTTCGCCAGGGGGCAAGGCTGAGGGGGGTGGGGCCA
CCACATCCACCCAGGTCATGGTGATCAAACGCCCCGGCAGGAAGCGAAAAG
CTGAGGCAGACCCTCAGGCCATTCCCAAGAAACGGGGTCGAAAGCCGGGGA
GTGTGGTGGCAGCCGCTGCCGCCGAGGCCAAAAAGAAAGCCGTGAAGGAGT
CTTCTATCCGATCTGTGCAGGAGACCGTACTCCCCATCAAGAAGCGCAAGAC
CCGGGAGACGGTCAGCATCGAGGTCAAGGAAGTGGTGAAGCCCCTGCTGGT
GTCCACCCTCGGTGAGAAGAGCGGGAAAGGACTGAAGACCTGTAAGAGCCC
TGGGCGGAAAAGCAAGGAGAGCAGCCCCAAGGGGCGCAGCAGCAGCCGCCT
CCTCACCCCCCAAGAAGGAGCACCACCACCATCACCACCACTCAGAGTCCCC
AAAGGCCCCCGTGCCACTGCTCCCACCCCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCC
CGAGAGCTCCGAGGACCCCACCAGCCCCCCTGAGCCCCAGGACTTGAGCAG
CAGCGTCTGCAAAGAGGAGAAGATGCCCAGAGGAGGCTCACTGGAGAGCGA
CGGCTGCCCCAAGGAGCCAGCTAAGACTCAGCCCGCGGTTGCCACCGCCGC
CACGGCCGCAGAAAAGTACAAACACCGAGGGGAGGGAGAGCGCAAAGACAT
TGTTTCATCCTCCATGCCAAGGCCAAACAGAGAGGAGCCTGTGGACAGCCGG
ACGCCCGTGACCGAGAGAGTTAGCGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGAC
CTGTGACGACCATGGCTGTAGACTGTTACTCGAGATACATACTTCTTTACATTC
CAATACATACTTCTTTACATTCCAATACATACTTCTTTACATTCCACCATGGACT
AGTACAAACACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATTGTCACACTCCAACAA
ACACCATTGTCACACTCCAGCGGCCGCTTCGATCCGATCTTTTTCCCTCTGCC
AAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATA
AAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTC
GGCCTAGGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCC
CTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGG
CCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGLCTTTGCCCGGGCGGCCTCA
GTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGTTT

TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCA
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GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATC

GCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTA

GCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTA

CACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTC

GCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAG

GGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGT

GATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGA

CGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACA

CTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCG

GCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAAC

AAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGA

ACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGAC

AATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTC

AACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTT

TTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGG

TGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAG

AGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTA

TGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCC

GCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAG

CATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCAT

GAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAG

GAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCG

TTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACG

ATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACT

TACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTG

CAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAA

ATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCC

AGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCA
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ACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAA

GCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAA

ACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATG
ACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGA
AAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTT
GCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAG
CTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAA
TACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAG
CACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGT
GGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAA
GCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTG
TGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCC
TTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCG
TTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATAC
CGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAG
CGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTC
ATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGC
GCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACAC
TTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCA
CACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCCTTAATT

AGG

>SEQ ID NO: 8; secuencia de acido nucleico de construccién in vitro de MeCP2

(SCAAV-Mec229-hMeCP2-miR132(2x)miR122-1(3x) plasmido)
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CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG

GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGG

GAGTGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCAATTCGGTACAATTCACGCGTCGACAA

TTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCAAT

GAAGGGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGTG

CAGCAGCACACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGCG

GGGTCCCGGCATCGGTTGCGCGCGCGCTCCCTCCTCTCGGAGAGAGGGCTG

TGGTAAAACCCGTCCGGAAAATGGCTGCAGCCGCTGCCGCAGCGCCGAGCG

GCGGAGGTGGCGGTGGCGAGGAGGAGAGACTGGAAGAAAAGTCAGAAGAC

CAGGACCTCCAGGGCCTCAAGGACAAACCCCTCAAGTTTAAAAAGGTGAAGA

AAGATAAGAAAGAAGAGAAAGAGGGCAAGCATGAGCCCGTGCAGCCATCAGC

CCACCACTCTGCTGAGCCCGCAGAGGCAGGCAAAGCAGAGACATCAGAAGG

GTCAGGCTCCGCCCCGGCTGTGCCGGAAGCTTCTGCCTCCCCCAAACAGCG

GCGCTCCATCATCCGTGACCGGGGACCCATGTATGATGACCCCACCCTGCCT

GAAGGCTGGACACGGAAGCTTAAGCAAAGGAAATCTGGACGCTCTGCTGGGA

AGTATGATGTGTATTTGATCAATCCCCAGGGAAAAGCCTTTCGCTCTAAAGTG

GAGTTGATTGCGTACTTCGAAAAGGTAGGCGACACATCCCTGGACCCTAATG

ATTTTGACTTCACGGTAACTGGGAGAGGGAGCCCCTCCCGGCGAGAGCAGAA

ACCACCTAAGAAGCCCAAATCTCCCAAAGCTCCAGGAACTGGCAGAGGTCGG

GGACGCCCCAAAGGGAGCGGCACCACGAGACCCAAGGCAGCTACGTCAGAG

GGTGTGCAGGTGAAAAGGGTCCTGGAGAAAAGTCCTGGGAAGCTCCTTGTCA

AGATGCCTTTTCAAACTTCGCCAGGGGGCAAGGCTGAGGGGGGTGGGGCCA

CCACATCCACCCAGGTCATGGTGATCAAACGCCCCGGCAGGAAGCGAAAAG

CTGAGGCAGACCCTCAGGCCATTCCCAAGAAACGGGGTCGAAAGCCGGGGA

GTGTGGTGGCAGCCGCTGCCGCCGAGGCCAAAAAGAAAGCCGTGAAGGAGT

CTTCTATCCGATCTGTGCAGGAGACCGTACTCCCCATCAAGAAGCGCAAGAC

CCGGGAGACGGTCAGCATCGAGGTCAAGGAAGTGGTGAAGCCCCTGCTGGT

GTCCACCCTCGGTGAGAAGAGCGGGAAAGGACTGAAGACCTGTAAGAGCCC
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TGGGCGGAAAAGCAAGGAGAGCAGCCCCAAGGGGCGCAGCAGCAGCCGCCT
CCTCACCCCCCAAGAAGGAGCACCACCACCATCACCACCACTCAGAGTCCCC
AAAGGCCCCCGTGCCACTGCTCCCACCCCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCC
CGAGAGCTCCGAGGACCCCACCAGCCCCCCTGAGCCCCAGGACTTGAGCAG
CAGCGTCTGCAAAGAGGAGAAGATGCCCAGAGGAGGCTCACTGGAGAGCGA
CGGCTGCCCCAAGGAGCCAGCTAAGACTCAGCCCGCGGTTGCCACCGCCGC
CACGGCCGCAGAAAAGTACAAACACCGAGGGGAGGGAGAGCGCAAAGACAT
TGTTTCATCCTCCATGCCAAGGCCAAACAGAGAGGAGCCTGTGGACAGCCGG
ACGCCCGTGACCGAGAGAGTTAGCGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGAC
CTGTGACGACCATGGCTGTAGACTGTTACGACCATGGCTGTAGACTGTTACTC
GAGATACATACTTCTTTACATTCCAATACATACTTCTTTACATTCCAATACATAC
TTCTTTACATTCCACCATGGACTAGTACAAACACCATTGTCACACTCCAACAAA
CACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATTGTCACACTCCAGCGGCCGCTTCG
ATCCGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTG
AGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTT
GGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGCCTAGGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTT
AATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGC
GCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCG
GGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGCCTTAATTAA
CCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGT
TACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATA
GCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATG
GCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTG
GTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTT
TCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCT
CTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGA
CCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGA

TAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACT
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CTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTT
ATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACA

AAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACT

TTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCA
AATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGA
AAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTT
GCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAA
AGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTC
AACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGAT
GAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCG
GGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGA
GTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAAT
TATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTG
ACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGG
ATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACC
AAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGC
AAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGAC
TGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCG
GCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCG
GTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTAT
CTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT

GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTC

ATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTG
AAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTC
CACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTT
TTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGG
TGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGC

TTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGG
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CCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCC
TGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGA
CTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGG
TTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCG

GACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGA

GCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCAC

CTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTAT
GGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCC
TTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTAT
TACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCG

CAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCC
TCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCC
GACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTC
ATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC

CAGATTTAATTAAGGCCTTAATTAGG

>SEQ ID NO: 9; secuencia de acido nucleico de construccion in vitro de MeCP2
(scAAV-Mec229-hMeCP2-miR132(3x) miR122-1(3x) plasmido)
CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG
GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGG
GAGTGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCAATTCGGTACAATTCACGCGTCGACAA
TTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCAAT
GAAGGGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGTG
CAGCAGCACACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGCG
GGGTCCCGGCATCGGTTGCGCGCGCGCTCCCTCCTCTCGGAGAGAGGGCTG

TGGTAAAACCCGTCCGGAAAATGGCTGCAGCCGCTGCCGCAGCGCCGAGCG
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GCGGAGGTGGCGGTGGCGAGGAGGAGAGACTGGAAGAAAAGTCAGAAGAC

CAGGACCTCCAGGGCCTCAAGGACAAACCCCTCAAGTTTAAAAAGGTGAAGA

AAGATAAGAAAGAAGAGAAAGAGGGCAAGCATGAGCCCGTGCAGCCATCAGC

CCACCACTCTGCTGAGCCCGCAGAGGCAGGCAAAGCAGAGACATCAGAAGG

GTCAGGCTCCGCCCCGGCTGTGCCGGAAGCTTCTGCCTCCCCCAAACAGCG

GCGCTCCATCATCCGTGACCGGGGACCCATGTATGATGACCCCACCCTGCCT

GAAGGCTGGACACGGAAGCTTAAGCAAAGGAAATCTGGACGCTCTGCTGGGA

AGTATGATGTGTATTTGATCAATCCCCAGGGAAAAGCCTTTCGCTCTAAAGTG

GAGTTGATTGCGTACTTCGAAAAGGTAGGCGACACATCCCTGGACCCTAATG

ATTTTGACTTCACGGTAACTGGGAGAGGGAGCCCCTCCCGGCGAGAGCAGAA

ACCACCTAAGAAGCCCAAATCTCCCAAAGCTCCAGGAACTGGCAGAGGTCGG

GGACGCCCCAAAGGGAGCGGCACCACGAGACCCAAGGCAGCTACGTCAGAG

GGTGTGCAGGTGAAAAGGGTCCTGGAGAAAAGTCCTGGGAAGCTCCTTGTCA

AGATGCCTTTTCAAACTTCGCCAGGGGGCAAGGCTGAGGGGGGTGGGGCCA

CCACATCCACCCAGGTCATGGTGATCAAACGCCCCGGCAGGAAGCGAAAAG

CTGAGGCAGACCCTCAGGCCATTCCCAAGAAACGGGGTCGAAAGCCGGGGA

GTGTGGTGGCAGCCGCTGCCGCCGAGGCCAAAAAGAAAGCCGTGAAGGAGT

CTTCTATCCGATCTGTGCAGGAGACCGTACTCCCCATCAAGAAGCGCAAGAC

CCGGGAGACGGTCAGCATCGAGGTCAAGGAAGTGGTGAAGCCCCTGCTGGT

GTCCACCCTCGGTGAGAAGAGCGGGAAAGGACTGAAGACCTGTAAGAGCCC

TGGGCGGAAAAGCAAGGAGAGCAGCCCCAAGGGGCGCAGCAGCAGCGCCT

CCTCACCCCCCAAGAAGGAGCACCACCACCATCACCACCACTCAGAGTCCCC

AAAGGCCCCCGTGCCACTGCTCCCACCCCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCC

CGAGAGCTCCGAGGACCCCACCAGCCCCCCTGAGCCCCAGGACTTGAGCAG

CAGCGTCTGCAAAGAGGAGAAGATGCCCAGAGGAGGCTCACTGGAGAGCGA

CGGCTGCCCCAAGGAGCCAGCTAAGACTCAGCCCGCGGTTGCCACCGCCGC

CACGGCCGCAGAAAAGTACAAACACCGAGGGGAGGGAGAGCGCAAAGACAT

TGTTTCATCCTCCATGCCAAGGCCAAACAGAGAGGAGCCTGTGGACAGCCGG
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ACGCCCGTGACCGAGAGAGTTAGCGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGAC

CTGTGACGACCATGGCTGTAGACTGTTACGACCATGGCTGTAGACTGTTACG

ACCATGGCTGTAGACTGTTACTCGAGATACATACTTCTTTACATTCCAATACAT

ACTTCTTTACATTCCAATACATACTTCTTTACATTCCACCATGGACTAGTACAAA

CACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATT

GTCACACTCCAGCGGCCGCTTCGATCCGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTA

TGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAAT

TTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGCCTAG

GTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGAT

GGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCG

ACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGA

GCGAGCGCGCAGCCTTAATTAACCTAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTC

GTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCC

CCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCC

CAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCA

TTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC

AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTT

CGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGA

TTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTC

ACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAG

TCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCT

ATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGG

TTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAA

CGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTT

GTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCT

GATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCC

GTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACC

CAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGT
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GGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCC
CCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCG
GTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACT
ATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACG
GATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAA
CACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACC
GCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACC
GGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTA
GCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGC
TTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCA
CTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAG
CCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTA
AGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGA
TGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGT
AACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTT
TTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAAT
CCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCA
AAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAA
AAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAAC
TCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTC
TTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAA
GTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAG
CGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACG
ACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGC
TTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAA
CAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATA

GTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCG
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TCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGG
TTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCT
GATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCG
CAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGC
GCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAG
CTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAAT
TAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCC
GGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACA

GCTATGACCATGATTACGCCAGATTTAATTAAGGCCTTAATTAGG

>SEQ ID NO: 10; secuencia de acido nucleico de construccion in vivo de MeCP2
(scAAV-Mec229-hMeCP2-miR132(1x)miR122-1(3x) genoma de vector)
CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG
GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGG
GAGTGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCAATTCGGTACAATTCACGCGTCGACAA
TTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCAAT
GAAGGGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGTG
CAGCAGCACACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGCG
GGGTCCCGGCATCGGTTGCGCGCGCGCTCCCTCCTCTCGGAGAGAGGGCTG
TGGTAAAACCCGTCCGGAAAATGGCTGCAGCCGCTGCCGCAGCGCCGAGCG
GCGGAGGTGGCGGTGGCGAGGAGGAGAGACTGGAAGAAAAGTCAGAAGAC
CAGGACCTCCAGGGCCTCAAGGACAAACCCCTCAAGTTTAAAAAGGTGAAGA
AAGATAAGAAAGAAGAGAAAGAGGGCAAGCATGAGCCCGTGCAGCCATCAGC
CCACCACTCTGCTGAGCCCGCAGAGGCAGGCAAAGCAGAGACATCAGAAGG
GTCAGGCTCCGCCCCGGCTGTGCCGGAAGCTTCTGCCTCCCCCAAACAGCG
GCGCTCCATCATCCGTGACCGGGGACCCATGTATGATGACCCCACCCTGCCT
GAAGGCTGGACACGGAAGCTTAAGCAAAGGAAATCTGGACGCTCTGCTGGGA

AGTATGATGTGTATTTGATCAATCCCCAGGGAAAAGCCTTTCGCTCTAAAGTG
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GAGTTGATTGCGTACTTCGAAAAGGTAGGCGACACATCCCTGGACCCTAATG

ATTTTGACTTCACGGTAACTGGGAGAGGGAGCCCCTCCCGGCGAGAGCAGAA

ACCACCTAAGAAGCCCAAATCTCCCAAAGCTCCAGGAACTGGCAGAGGTCGG

GGACGCCCCAAAGGGAGCGGCACCACGAGACCCAAGGCAGCTACGTCAGAG

GGTGTGCAGGTGAAAAGGGTCCTGGAGAAAAGTCCTGGGAAGCTCCTTGTCA

AGATGCCTTTTCAAACTTCGCCAGGGGGCAAGGCTGAGGGGGGTGGGGCCA

CCACATCCACCCAGGTCATGGTGATCAAACGCCCCGGCAGGAAGCGAAAAG

CTGAGGCAGACCCTCAGGCCATTCCCAAGAAACGGGGTCGAAAGCCGGGGA

GTGTGGTGGCAGCCGCTGCCGCCGAGGCCAAAAAGAAAGCCGTGAAGGAGT

CTTCTATCCGATCTGTGCAGGAGACCGTACTCCCCATCAAGAAGCGCAAGAC

CCGGGAGACGGTCAGCATCGAGGTCAAGGAAGTGGTGAAGCCCCTGCTGGT

GTCCACCCTCGGTGAGAAGAGCGGGAAAGGACTGAAGACCTGTAAGAGCCC

TGGGCGGAAAAGCAAGGAGAGCAGCCCCAAGGGGCGCAGCAGCAGCGCCT

CCTCACCCCCCAAGAAGGAGCACCACCACCATCACCACCACTCAGAGTCCCC

AAAGGCCCCCGTGCCACTGCTCCCACCCCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCC

CGAGAGCTCCGAGGACCCCACCAGCCCCCCTGAGCCCCAGGACTTGAGCAG

CAGCGTCTGCAAAGAGGAGAAGATGCCCAGAGGAGGCTCACTGGAGAGCGA

CGGCTGCCCCAAGGAGCCAGCTAAGACTCAGCCCGCGGTTGCCACCGLCCGC

CACGGCCGCAGAAAAGTACAAACACCGAGGGGAGGGAGAGCGCAAAGACAT

TGTTTCATCCTCCATGCCAAGGCCAAACAGAGAGGAGCCTGTGGACAGCCGG

ACGCCCGTGACCGAGAGAGTTAGCGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGAC

CTGTGACGACCATGGCTGTAGACTGTTACTCGAGATACATACTTCTTTACATTC

CAATACATACTTCTTTACATTCCAATACATACTTCTTTACATTCCACCATGGACT

AGTACAAACACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATTGTCACACTCCAACAA

ACACCATTGTCACACTCCAGCGGCCGCTTCGATCCGATCTTTTTCCCTCTGCC

AAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATA

AAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTC

GGCCTAGGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCC
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CTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGG
CCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGLCTTTGCCCGGGCGGCCTCA

GTGAGCGAGCGAGCGCGCAG

>SEQ ID NO: 11; secuencia de acido nucleico de construccion in vivo de MeCP2
(scAAV-Mec229-hMeCP2-miR132(2x)miR122-1(3x) genoma de vector)
CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG
GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGG
GAGTGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCAATTCGGTACAATTCACGCGTCGACAA
TTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCAAT
GAAGGGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGTG
CAGCAGCACACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGCG
GGGTCCCGGCATCGGTTGCGCGCGCGCTCCCTCCTCTCGGAGAGAGGGCTG
TGGTAAAACCCGTCCGGAAAATGGCTGCAGCCGCTGCCGCAGCGCCGAGCG
GCGGAGGTGGCGGTGGCGAGGAGGAGAGACTGGAAGAAAAGTCAGAAGAC
CAGGACCTCCAGGGCCTCAAGGACAAACCCCTCAAGTTTAAAAAGGTGAAGA
AAGATAAGAAAGAAGAGAAAGAGGGCAAGCATGAGCCCGTGCAGCCATCAGC
CCACCACTCTGCTGAGCCCGCAGAGGCAGGCAAAGCAGAGACATCAGAAGG
GTCAGGCTCCGCCCCGGCTGTGCCGGAAGCTTCTGCCTCCCCCAAACAGCG
GCGCTCCATCATCCGTGACCGGGGACCCATGTATGATGACCCCACCCTGCCT
GAAGGCTGGACACGGAAGCTTAAGCAAAGGAAATCTGGACGCTCTGCTGGGA
AGTATGATGTGTATTTGATCAATCCCCAGGGAAAAGCCTTTCGCTCTAAAGTG
GAGTTGATTGCGTACTTCGAAAAGGTAGGCGACACATCCCTGGACCCTAATG
ATTTTGACTTCACGGTAACTGGGAGAGGGAGCCCCTCCCGGCGAGAGCAGAA
ACCACCTAAGAAGCCCAAATCTCCCAAAGCTCCAGGAACTGGCAGAGGTCGG
GGACGCCCCAAAGGGAGCGGCACCACGAGACCCAAGGCAGCTACGTCAGAG
GGTGTGCAGGTGAAAAGGGTCCTGGAGAAAAGTCCTGGGAAGCTCCTTGTCA

AGATGCCTTTTCAAACTTCGCCAGGGGGCAAGGCTGAGGGGGGTGGGGCCA
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CCACATCCACCCAGGTCATGGTGATCAAACGCCCCGGCAGGAAGCGAAAAG
CTGAGGCAGACCCTCAGGCCATTCCCAAGAAACGGGGTCGAAAGCCGGGGA
GTGTGGTGGCAGCCGCTGCCGCCGAGGCCAAAAAGAAAGCCGTGAAGGAGT
CTTCTATCCGATCTGTGCAGGAGACCGTACTCCCCATCAAGAAGCGCAAGAC
CCGGGAGACGGTCAGCATCGAGGTCAAGGAAGTGGTGAAGCCCCTGCTGGT
GTCCACCCTCGGTGAGAAGAGCGGGAAAGGACTGAAGACCTGTAAGAGCCC
TGGGCGGAAAAGCAAGGAGAGCAGCCCCAAGGGGCGCAGCAGCAGCCGCCT
CCTCACCCCCCAAGAAGGAGCACCACCACCATCACCACCACTCAGAGTCCCC
AAAGGCCCCCGTGCCACTGCTCCCACCCCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCC
CGAGAGCTCCGAGGACCCCACCAGCCCCCCTGAGCCCCAGGACTTGAGCAG
CAGCGTCTGCAAAGAGGAGAAGATGCCCAGAGGAGGCTCACTGGAGAGCGA
CGGCTGCCCCAAGGAGCCAGCTAAGACTCAGCCCGCGGTTGCCACCGCCGC
CACGGCCGCAGAAAAGTACAAACACCGAGGGGAGGGAGAGCGCAAAGACAT
TGTTTCATCCTCCATGCCAAGGCCAAACAGAGAGGAGCCTGTGGACAGCCGG
ACGCCCGTGACCGAGAGAGTTAGCGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGAC
CTGTGACGACCATGGCTGTAGACTGTTACGACCATGGCTGTAGACTGTTACTC
GAGATACATACTTCTTTACATTCCAATACATACTTCTTTACATTCCAATACATAC
TTCTTTACATTCCACCATGGACTAGTACAAACACCATTGTCACACTCCAACAAA
CACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATTGTCACACTCCAGCGGCCGCTTCG
ATCCGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTATGGGGACATCATGAAGCCCCTTG
AGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTT
GGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGCCTAGGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTT
AATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGC
GCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCG

GGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAG

>SEQ ID NO: 12; secuencia de acido nucleico de construccion in vivo de MeCP2

(scAAV-Mec229-hMeCP2-miR132(3x) miR122-1(3x) genoma de vector)
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CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCG

GGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGG

GAGTGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCAATTCGGTACAATTCACGCGTCGACAA

TTGAGGGCGTCACCGCTAAGGCTCCGCCCCAGCCTGGGCTCCACAACCAAT

GAAGGGTAATCTCGACAAAGAGCAAGGGGTGGGGCGCGGGCGCGCAGGTG

CAGCAGCACACAGGCTGGTCGGGAGGGCGGGGCGCGACGTCTGCCGTGCG

GGGTCCCGGCATCGGTTGCGCGCGCGCTCCCTCCTCTCGGAGAGAGGGCTG

TGGTAAAACCCGTCCGGAAAATGGCTGCAGCCGCTGCCGCAGCGCCGAGCG

GCGGAGGTGGCGGTGGCGAGGAGGAGAGACTGGAAGAAAAGTCAGAAGAC

CAGGACCTCCAGGGCCTCAAGGACAAACCCCTCAAGTTTAAAAAGGTGAAGA

AAGATAAGAAAGAAGAGAAAGAGGGCAAGCATGAGCCCGTGCAGCCATCAGC

CCACCACTCTGCTGAGCCCGCAGAGGCAGGCAAAGCAGAGACATCAGAAGG

GTCAGGCTCCGCCCCGGCTGTGCCGGAAGCTTCTGCCTCCCCCAAACAGCG

GCGCTCCATCATCCGTGACCGGGGACCCATGTATGATGACCCCACCCTGCCT

GAAGGCTGGACACGGAAGCTTAAGCAAAGGAAATCTGGACGCTCTGCTGGGA

AGTATGATGTGTATTTGATCAATCCCCAGGGAAAAGCCTTTCGCTCTAAAGTG

GAGTTGATTGCGTACTTCGAAAAGGTAGGCGACACATCCCTGGACCCTAATG

ATTTTGACTTCACGGTAACTGGGAGAGGGAGCCCCTCCCGGCGAGAGCAGAA

ACCACCTAAGAAGCCCAAATCTCCCAAAGCTCCAGGAACTGGCAGAGGTCGG

GGACGCCCCAAAGGGAGCGGCACCACGAGACCCAAGGCAGCTACGTCAGAG

GGTGTGCAGGTGAAAAGGGTCCTGGAGAAAAGTCCTGGGAAGCTCCTTGTCA

AGATGCCTTTTCAAACTTCGCCAGGGGGCAAGGCTGAGGGGGGTGGGGCCA

CCACATCCACCCAGGTCATGGTGATCAAACGCCCCGGCAGGAAGCGAAAAG

CTGAGGCAGACCCTCAGGCCATTCCCAAGAAACGGGGTCGAAAGCCGGGGA

GTGTGGTGGCAGCCGCTGCCGCCGAGGCCAAAAAGAAAGCCGTGAAGGAGT

CTTCTATCCGATCTGTGCAGGAGACCGTACTCCCCATCAAGAAGCGCAAGAC

CCGGGAGACGGTCAGCATCGAGGTCAAGGAAGTGGTGAAGCCCCTGCTGGT

GTCCACCCTCGGTGAGAAGAGCGGGAAAGGACTGAAGACCTGTAAGAGCCC
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TGGGCGGAAAAGCAAGGAGAGCAGCCCCAAGGGGCGCAGCAGCAGCCGCCT
CCTCACCCCCCAAGAAGGAGCACCACCACCATCACCACCACTCAGAGTCCCC
AAAGGCCCCCGTGCCACTGCTCCCACCCCTGCCCCCACCTCCACCTGAGCC
CGAGAGCTCCGAGGACCCCACCAGCCCCCCTGAGCCCCAGGACTTGAGCAG
CAGCGTCTGCAAAGAGGAGAAGATGCCCAGAGGAGGCTCACTGGAGAGCGA
CGGCTGCCCCAAGGAGCCAGCTAAGACTCAGCCCGCGGTTGCCACCGCCGC
CACGGCCGCAGAAAAGTACAAACACCGAGGGGAGGGAGAGCGCAAAGACAT
TGTTTCATCCTCCATGCCAAGGCCAAACAGAGAGGAGCCTGTGGACAGCCGG
ACGCCCGTGACCGAGAGAGTTAGCGAGCAGAAGCTGATCTCAGAGGAGGAC
CTGTGACGACCATGGCTGTAGACTGTTACGACCATGGCTGTAGACTGTTACG
ACCATGGCTGTAGACTGTTACTCGAGATACATACTTCTTTACATTCCAATACAT
ACTTCTTTACATTCCAATACATACTTCTTTACATTCCACCATGGACTAGTACAAA
CACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATTGTCACACTCCAACAAACACCATT
GTCACACTCCAGCGGCCGCTTCGATCCGATCTTTTTCCCTCTGCCAAAAATTA
TGGGGACATCATGAAGCCCCTTGAGCATCTGACTTCTGGCTAATAAAGGAAAT
TTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGCCTAG
GTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGAT
GGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCG
ACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGA

GCGAGCGCGCAG

>SEQ ID NO: 13; secuencia de aminoacido de capside de AAV2
MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLPGYKYL
GPFNGLDKGEPVNEADAAALEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHADAEFQERLKE
DTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTG
KAGQQPARKRLNFGQTGDADSVPDPQPLGQPPAAPSGLGTNTMATGSGAPMA
DNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWMGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSG

ASNDNHYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFNI
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QVKEVTQNDGTTTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVFMVP
QYGYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFTFSYTFEDVPFHSSYAHS
QSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSRNWLPGP
CYRQQRVSKTSADNNNSEYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDDEEKFF
PQSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVATEQYGSVSTNLQRGNRQ
AATADVNTQGVLPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGHFHPSPLMGGFGLKHP
PPQILIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEI

QYTSNYNKSVNVDFTVDTNGVYSEPRPIGTRYLTRNL

> SEQ ID NO:14; secuencia de aminoacido de capside de AAV9
MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLPGYKYL
GPGNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKE
DTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIG
KSGAQPAKKRLNFGQTGDTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVAD
NNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSG
GSSNDNAYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFN
IQVKEVTDNNGVKTIANNLTSTVQVFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVFMIP
QYGYLTLNDGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYEFENVPFHSSYAHS
QSLDRLMNPLIDQYLYYLSKTINGSGQNQQTLKFSVAGPSNMAVQGRNYIPGPSY
RQQRVSTTVTQNNNSEFAWPGASSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEGEDRFFP
LSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQAQA
QTGWVQNQGILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGMKHP
PPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEI

QYTSNYYKSNNVEFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL

> SEQ ID NO: 15; secuencia de aminoacido de capside de AAV-PHP.B

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLPGYKYL

GPGNGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADAEFQERLKE
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DTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKRPVEQSPQEPDSSAGIG
KSGAQPAKKRLNFGQTGDTESVPDPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVAD
NNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSG
GSSNDNAYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLFN
IQVKEVTDNNGVKTIANNLTSTVQVFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVFMIP
QYGYLTLNDGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMLRTGNNFQFSYEFENVPFHSSYAHS
QSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTINGSGQNQQTLKFSVAGPSNMAVQGRNYIPGPSY
RQQRVSTTVTQNNNSEFAWPGASSWALNGRNSLMNPGPAMASHKEGEDRFFP
LSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATESYGQVATNHQSAQTLA
VPFKAQAQTGWVQNQGILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGG
FGMKHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSK

RWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAVNTEGVYSEPRPIGTRYLTRNL
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