VECTORES DE TERAPIA GENICA PARA USO EN LA ENFERMEDAD DE

PARKINSON

REFERENCIA CRUZADA
5 Esta solicitud reivindica el beneficio a la solicitud provisional de los EE.
UU. num. 63/443289, presentada el 3 de febrero de 2023, que se incorpora en

la presente descripcion como referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION
10 La presente invencion se relaciona con terapia génica para inhibir,

reducir o retrasar la degeneracion o muerte de neuronas en un sujeto.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La enfermedad de Parkinson (PD, por sus siglas en inglés) es un

15 trastorno neurodegenerativo progresivo, en el que los sintomas progresan
lentamente desde un deterioro motor menor hasta la discapacidad fisica grave
que esta acompafada por el deterioro cognitivo o la demencia en algunos
pacientes. A pesar de la necesidad apremiante, actualmente no existen
terapias clinicamente aprobadas que ralenticen o curen la PD. En la mayoria

20 de los pacientes se desconoce la causa de la enfermedad, pero probablemente
contribuya una combinacion de factores, incluido el estrés mitocondrial. Se ha

demostrado que el estrés mitocondrial induce una multitud de desregulaciones
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celulares que pueden causar tanto neurodegeneracion como neuroinflamacion
y esta particularmente relacionada a la PD.

Las mutaciones en la quinasa 1 inducida por PTEN (PINK1) y los genes
de ubiquitina-proteina ligasa (PARKIN) Parkin RBR E3 estuvieron entre las
primeras en estar asociadas con formas familiares de PD. Las mutaciones con
pérdida de funcidon homocigotas y heterocigotas compuestas en el gen PINK1
causan PD autosémica recesiva de aparicion temprana. La sefializaciéon PINK1
es crucial para mantener la homeostasis mitocondrial debido a sus funciones
esenciales en la degradacion mitocondrial, movilidad, tamafo y mantenimiento
de la red. De estas, la mejor funcion caracterizada de PINK1 es la mitofagia
dependiente de PARKIN. En mitocondrias sanas, PINK1, que esta ubicada
corriente arriba a PARKIN, se importa constitutivamente a las mitocondrias,
escindidas por proteasas y posteriormente se degrada mas por el sistema de
ubiquitina/proteasoma. PARKIN permanece inactiva en el citosol. Tras el dafio
o disfuncién mitocondrial (principalmente debido a la despolarizacion
mitocondrial), PINK1 se acumulara en la membrana mitocondrial externa
(OMM, por sus siglas en inglés), lo que conduce al reclutamiento de PARKIN
desde el citosol a la OMM donde su actividad de ligasa E3 incubara las
proteinas mitocondriales que conducen a la degradacion mitocondrial. Mas alla
de su funcién esencial en la mitofagia, PINK1 también esta involucrada en la
regulacion de la bioenergética mitocondrial (activacion del complejo 1), en la
homeostasis del calcio y el control de la calidad mitocondrial (via de vesicula

derivada de la mitocondria). En este momento, existen solo unas pocas
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terapias de moléculas pequenas dirigidas a mitocondrias en la tuberia,
probablemente debido a efectos secundarios sistémicos no diana asociados
con la modulacion de las proteinas mitocondriales presentes de forma ubicua.
Ademas, de acuerdo con CiteLine, actualmente existen 3153 ensayos clinicos
en curso o completados en todo el mundo para PD. Sin embargo, ninguno de
estos se dirige a PINK1.

Permanece la necesidad de desarrollar un agente terapéutico que pueda
suministrarse al cuerpo estriado o sustancia negra directamente sin efectos
secundarios sistémicos y efectos secundarios en células no dirigidas

residentes en el SNC.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente descripcion se proporcionan vectores de terapia génica
recombinantes que comprenden un polinucledtido enlazado operativamente a
un promotor, en donde el vector es un virus adenoasociado (AAV, por sus
siglas en inglés) y el polinucledtido codifica la quinasa 1 inducida por PTEN
(PINK1) y tiene al menos aproximadamente 90 % de identidad con la SEQ ID
NO.: 2 o0la SEQ ID NO.: 3.

En una modalidad del vector de terapia génica recombinante, el
polinucledtido que codifica PINK1 tiene al menos 95 % de identidad con la SEQ

ID NO.: 2 0la SEQ ID NO.: 3.
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En una modalidad adicional del vector de terapia génica recombinante,
el polinucleotido que codifica PINK1 tiene al menos 98 % de identidad con la
SEQID NO.: 2 0la SEQ ID NO.: 3.

En aun una modalidad adicional del vector de terapia génica
recombinante, el polinucleétido que codifica PINK1 tiene al menos 99 % de
identidad con la SEQ ID NO.: 2 o la SEQ ID NO.: 3.

En aun otra modalidad adicional del vector de terapia génica
recombinante, el polinucleétido que codifica PINK1 tiene una secuencia de la
SEQ ID NO.: 2 0la SEQ ID NO.: 3.

En aun otra modalidad adicional del vector de terapia génica, el vector
es un virus adenoasociado de serotipo 1 (AAV1).

En aun otra modalidad adicional del vector de terapia génica, el promotor se
selecciona del grupo que consiste en hSYNI (sinapsina humana), JNA (alfa-
internexina), NES (nestina), hTH (tirosina hidroxilasa humana), FOXA2 (caja
Forkhead A2), CaMKII (proteina quinasa dependiente de calmodulina Il), NSE
(enolasa especifica neuronal), CMV, CAG, UBC, PGK, EFl-alfa, GAPDH, SV40,
HBV, beta-actina de pollo y promotores de beta-actina humana.

En aun otra modalidad adicional del vector de terapia génica, el vector
comprende ademas uno o mas elementos reguladores. En ciertas
modalidades, el uno o0 mas elementos reguladores se seleccionan del grupo
que consiste en potenciadores, intrones, secuencia de sefal poli-A y elementos
estabilizantes de transcripcién. En ciertas modalidades, los potenciadores se

seleccionan del grupo que consiste en el potenciador de CMV, potenciador
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GAPDH, potenciador de B-actina y potenciador de EF1-a. En ciertas
modalidades, los elementos estabilizadores de la transcripcidén se seleccionan
del grupo que consiste en una secuencia WPRE (elemento regulador
postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota), una secuencia
HPRE (elemento regulador postranscripcional de la hepatitis), una region de
union de supercéntigo, una UTR 3'y una UTR 5'.

En aun otra modalidad adicional del vector de terapia génica, el vector
comprende un casete de expresion que comprende en orden de $'a 3": a)
promotor CAG y polinucleétido que codifica PINK1; b) promotor CAG,
polinucledtido que codifica PINK1 y WPRE; ¢) promotor hTH y polinucledtido
que codifica PINK1; d) promotor EF1a y polinucledtido que codifica PINK1; e)
promotor EF1a, polinucleétido que codifica PINK1 y WPRE; f) promotor CBA y
polinucledtido que codifica PINK1; o g) promotor CBA, polinucledtido que
codifica PINK1 y WPRE.

En la presente descripcidn se proporcionan ademas células huésped
que comprenden el vector de terapia génica proporcionado anteriormente.

En una modalidad de la célula huésped, las células huésped se
seleccionan del grupo que consiste en células HEK293, 293T, HelLa, Vero y Sf9.

Ademas, en la presente descripcidon se proporcionan métodos para
aumentar la expresion de PINK1 en células en un sujeto al poner en contacto las

células con el vector de terapia génica recombinante proporcionado anteriormente.
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En una modalidad del método, las células son neuronas. En ciertas
modalidades, las neuronas son neuronas positivas para tirosina hidroxilasa
primaria.

En una modalidad adicional del método, el sujeto es un ser humano. En
ciertas modalidades, el sujeto humano comprende una mutacion en el gen
PINK1. En ciertas modalidades, el sujeto humano padece o esta en riesgo de
desarrollar la enfermedad de Parkinson (PD, por sus siglas en inglés). En
ciertas modalidades, la PD es una PD de aparicién temprana. En ciertas
modalidades, la PD es una PD autosémica recesiva de aparicién temprana.

Ademas, en la presente descripcion se proporcionan métodos para
inhibir, reducir o retrasar la degeneracion o muerte de neuronas de un sujeto al
poner en contacto las neuronas con el vector de terapia génica de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-12, lo que aumenta el nivel de expresion
de PINK1 en las neuronas e inhibe, reduce, o retrasa la
disfuncién/degeneracion o muerte de las neuronas. En ciertas modalidades, el
sujeto es un sujeto humano. En ciertas modalidades, las neuronas son una
neurona positiva de tirosina hidroxilasa primaria.

En una modalidad del método, la neurodegeneracion inducida por MPP+
(1-metil-4-fenilpiridinio) se atenua en el sujeto.

En una modalidad adicional de los métodos, se evita la pérdida de neuronas
inducida por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) en el sujeto.

En aun otra modalidad adicional de los métodos, el sujeto humano

comprende una mutacion en el gen PINK1.
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En aun otra modalidad adicional de los métodos, el sujeto humano
padece o esta en riesgo de desarrollar la enfermedad de Parkinson (PD). En
ciertas modalidades, la PD es una PD de aparicién temprana. En ciertas
modalidades, la PD es una PD autosémica recesiva de aparicién temprana.

Mas aun, en la presente descripcién se proporcionan polinucleétidos que
codifican PINK1 y tienen al menos aproximadamente 90 % de identidad con la
SEQID NO.: 2 0ola SEQ ID NO.: 3.

En una modalidad, el polinucleétido tiene al menos 95 % de identidad
conla SEQID NO.:2o0la SEQID NO.: 3.

En una modalidad adicional, el polinucledtido tiene al menos 98 % de
identidad con la SEQ ID NO.: 2 o la SEQ ID NO.: 3.

En aun otra modalidad adicional del polinucledétido, el polinucleétido que
codifica PINK1 tiene al menos 99 % de identidad con la SEQ ID NO.: 20 la
SEQ ID NO.: 3.

En aun otra modalidad adicional del polinucleétido, el polinucleétido que
codifica PINK1 tiene una secuencia de la SEQ ID NO.: 2 o la SEQ ID NO.: 3.

Mas aun, en la presente descripcion se proporcionan plasmidos que
comprenden el polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 32-36.

Mas aun, en la presente descripcion se proporcionan vectores de terapia
génica recombinantes que comprenden un polinucledtido variante que codifica
PINK1, en donde una célula transducida con el vector expresa PINK1 a un

nivel mas alto en comparacién con el nivel de PINK1 expresado en una célula



10

15

20

del mismo tipo que se transduce con un vector del mismo tipo que comprende
un polinucleétido silvestre que codifica PINK1.

Mas aun, en la presente descripcidn se proporcionan métodos para
aumentar la expresion de PINK1 en células en un sujeto, el método comprende
poner en contacto las células con un vector de terapia génica recombinante
que comprende un polinucledtido variante que codifica PINK1, en donde la
expresion de PINK1 en las células aumenta en relacion con la expresion de
PINK1 en células del mismo tipo que se ponen en contacto en las mismas
condiciones con la misma cantidad de un vector del mismo tipo que comprende
un polinucledtido silvestre que codifica PINK1.

Mas aun, en la presente descripcién se proporcionan métodos para
inhibir, reducir o retrasar la disfuncién/degeneracion o la muerte de neuronas
en un sujeto, el método comprende poner en contacto las neuronas con un
vector de terapia génica recombinante que comprende un polinucleétido
variante que codifica PINK1, en donde la expresion de PINK1 en las neuronas
aumenta en relacion con la expresion de PINK1 en neuronas del mismo tipo
que se ponen en contacto en las mismas condiciones con la misma cantidad de
un vector del mismo tipo que comprende un polinucledtido silvestre que
codifica PINK1.

En una modalidad de los vectores 0 métodos proporcionados anteriormente,

el polinucledtido variante esta enlazado operativamente a un promotor.
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En una modalidad adicional del vector o método proporcionado
anteriormente, cada uno de los polinucleétidos variantes y el polinucleétido
silvestre esta enlazado operativamente a un promotor del mismo tipo.

En aun otra modalidad del vector o método proporcionado
anteriormente, el vector es un virus adenoasociado (AAV).

En aun otra modalidad adicional del vector o método proporcionado

anteriormente, PINK1 se expresa al menos aproximadamente 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,

1,6, 1,7, 1,8, 1,9 0 2 veces mas por células o neuronas en contacto o transducidas
con el vector que comprende el polinucledtido variante que codifica PINK1 en
comparacion con células o neuronas puestas en contacto o transducidas con el
vector que comprende el polinucledtido silvestre que codifica PINK1.

En aun otra modalidad adicional del vector o método proporcionado
anteriormente, el polinucleétido variante que codifica PINK1 tiene al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 85 % o al menos aproximadamente 90 % de identidad con la
SEQID NO.:20laSEQID NO.: 3.

En aun otra modalidad adicional del vector o método proporcionado
anteriormente, la célula es una neurona.

En aun otra modalidad adicional del vector o método proporcionado
anteriormente, la neurona se selecciona del grupo que consiste en neuronas
corticales, células ependimales, neuronas glutamatérgica, neuronas gabaérgicas,

neuronas dopaminérgicas, oligodendrocitos, astrocitos y células microgliales.
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Mas aun, en la presente descripcidn se proporcionan métodos para
inhibir, reducir o retrasar la degeneracién o muerte de neuronas en un sujeto,
el método comprende poner en contacto las neuronas con una cantidad de
vector de terapia génica recombinante que comprende un polinucleétido que
codifica PINK1, en donde la cantidad de vector es una cantidad efectiva para
inhibir, reducir o retrasar la degeneracion o muerte de neuronas en el sujeto.

En una modalidad del método, las neuronas se ponen en contacto con
una cantidad de vector correspondiente a una multiplicidad de infeccién (MOI,
por sus siglas en inglés) de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 1075.

En una modalidad adicional del método, las neuronas se ponen en
contacto con una cantidad de vector correspondiente a una MOI de entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 10”4,

En aun otra modalidad adicional del método, las neuronas se ponen en
contacto con una cantidad de vector correspondiente a una MOI de
aproximadamente 1, aproximadamente 10, aproximadamente 1071,
aproximadamente 1072, aproximadamente 103, aproximadamente 10*4 o
aproximadamente 10/5.

En aun otra modalidad adicional del método, el polinucleétido esta
enlazado operativamente a un promotor.

En aun otra modalidad adicional del método, el polinucleétido es un
polinucleétido variante.

En aun otra modalidad adicional del método, el vector es un virus

adenoasociado (AAV).
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En aun otra modalidad adicional del método, el polinucleétido variante que
codifica PINK1 tiene al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente
80 %, al menos aproximadamente 85 % o al menos aproximadamente 90 % de
identidad con la SEQ ID NO.: 2 o la SEQ ID NO.: 3.

En aun otra modalidad adicional del método, la neurona se selecciona
del grupo que consiste en neuronas corticales, células ependimales, neuronas
glutamatérgica, neuronas gabaérgicas, neuronas dopaminérgicas,

oligodendrocitos, astrocitos y células microgliales.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A es una transferencia Western que muestra el nivel de
expresion de ARNm DE PINK1 en células HEK293T con inactivacion de PINK1
transducidas con plasmidos de AAV1 CIS que contienen PINK1 silvestre
(GT65) o variantes de PINK1 (GT66, TG69, GT72, GT73, GT74 o GT75).

La Figura 1B es un grafico que muestra el nivel relativo de proteina PINK1
en células HEK293T con inactivacién de PINK1 transducidas con plasmidos de
AAV1 CIS que contienen PINK1 silvestre (GT65) o variantes de PINK1.

Las Figuras 2A-2B muestran imagenes representativas de células HEK293T
silvestres y con inactivacion de PINK1 que se trataron con el vehiculo DMSO o
farmaco de Valinomicina antes y después de sobreexpresar AAV1-PINK1. La
Figura 2A es una inmunocitoquimica de pS65-Ub en células HEK293T con
inactivacion de PINK1 y PINK1 silvestre tratadas con el vehiculo DMSO o

valinomicina. La Figura 2B es un grafico que muestra lecturas de pS65-Ub en
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células HEK293T con inactivacion de PINK1 y PINK1 silvestre que sobreexpresan
PINK1 silvestre o variantes de PINK1 con o sin tratamiento con valinomicina.

Las Figuras 3A-3E son graficos que muestran la cantidad de LDH
liberada en neuronas corticales primarias transducidas con vectores AAV1 que
contienen variantes PINK1 GT67 (Figura 3A), GT69 (Figura 3B), GT74 (Figura
3C), GT77 (Figura 3D) o GT79 (Figura 3E).

La Figura 4 es un grafico que muestra la cantidad de LDH liberada en
neuronas corticales primarias transducidas con vectores AAV1 que contienen GT69
0 GT74 en las MOl indicadas, en comparacién con neuronas no transducidas.

La Figura 5 muestra la expresion in vivo del PINK1 humano en ratas
transducidas con vectores de AAV que contienen PINK1 silvestre (Panel A),
variante de PINK1 GT69 (Panel B) o variante de PINK1 GT74 (Panel C). El
Panel D muestra el nivel de ARNm de PINK1 humano en rata no transducida.
Las Figuras 6 y 7 muestran las transferencia western y los resultados de
gPCR, respectivamente, de muestras de cuerpo estriado.

La Figura 8A muestra los niveles de dopamina (DA) en el cuerpo
estriado de roedores con PINK1 silvestre y con inactivacion de PINK1 tratados
con cantidades variables de un control y GT65. La Figura 8B muestra niveles
de dopamina (DA) en el cuerpo estriado de roedores con PINK1 silvestre y con
inactivacion de PINK1 tratados con cantidades variables de un control y GT69.

Las Figuras 9A-9B muestran niveles de tirosina hidroxilasa (TH, por sus

siglas en inglés) en el mesencéfalo de roedores con inactivacién de PINK1
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tratados con cantidades variables de GT65 y GT69, segun lo medido por
espectrometria de masas (Figura 9A) y por transferencia western (Figura 9B).
Las Figuras 10A-10D son mapas de trayectoria de ratas silvestres, ratas
con inactivacion de PINK1 o ratas con inactivacion de PINK1 transducida con
AAV que contienen el gen PINK1 silvestre (GT65) o gen PINK1 variante (GT69).
Las Figuras 10E-10G son graficos que muestran cambios de la capacidad
motora para ratas con inactivacion de PINK1 después de la transduccion con
AAV que contiene el gen PINK1 silvestre (GT65) o gen PINK1 variante (GT69).
La Figura 11 muestra hibridacién (ISH) in situ e inmunohistoquimica (IHC)
para ARNm y proteinas de hPINK1 y tirosina hidroxilasa (TH) canina en el
cerebro de un perro que recibié una sola inyeccion en la sustancia negra del

vector AAV1 que contenia GT69.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se describe y se reivindica aqui a continuacion. Y esta bien
establecido que el objeto descrito y reivindicado en la presente descripcion
debe verse e interpretarse al momento de presentar esta solicitud de patente.

Diversas publicaciones, articulos y patentes se citan o se describen en
los antecedentes y a lo largo de la especificacion; cada una de estas
referencias se incorpora en la presente descripcion como referencia en su
totalidad. La descripciéon de documentos, actas, materiales, dispositivos,
articulos o lo similar, que se han incluido en la presente descripcion, es para el
proposito de proporcionar el contexto para la invencién. Tal descripcion no es
una admision de que cualquiera o todos estos asuntos formen parte de la
técnica anterior con respecto a cualquier invencion descrita o reivindicada.

A menos que se definan de cualquier otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente descripcion tienen el mismo significado
como lo entiende comunmente un experto en la técnica a la que se dirige la
invencién. De cualquier otra manera, ciertos términos usados en la presente
descripcion tienen los significados tal como se exponen en la descripcion.

Debe destacarse que, como se usa en la presente descripcidén y en las
reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen
los referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

A menos que se indique lo contrario, cualquier valor numérico, como en
una concentracion o rango de concentraciones descrito en la presente

descripcion, debe entenderse como que esta modificado en todos los casos por el



10

15

20

15

término “aproximadamente”. Por lo tanto, un valor numérico incluye tipicamente +
10 % del valor recitado. Por ejemplo, una concentracién de 1 mg/ml incluye

0,9 mg/ml a 1,1 mg/ml. De la misma manera, un rango de concentracién de 1 % a
10 % (p/v) incluye de 0,9 % (p/v) a 11 % (p/v). Como se usa en la presente
descripcion, el uso de un rango numérico incluye expresamente todos los
subrangos posibles, todos los valores numeéricos individuales dentro de ese rango,
incluidos los enteros dentro de tales rangos y fracciones de los valores a menos
que el contexto indique claramente de cualquier otra manera.

A menos que se indique de cualquier otra manera, el término “al menos”
que precede a una serie de elementos se entendera como que se refiere a cada
elemento en la serie. Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de
determinar, usando no mas que la experimentacion rutinaria, muchos equivalentes
a las modalidades especificas de la invencion descrita en la presente descripcion.
Tales equivalentes se consideran incluidos en la invencion.

Como se usan en la presente descripcion, se entendera que los términos
“comprende”, “que comprende”, “incluye”, “que incluye”, “tiene”, “que tiene”,
“contiene” o “que contiene”, o cualquier otra variante de estos, implican la
inclusién de un numero entero o grupo de numeros enteros mencionados, mas
no la exclusion de cualquier otro numero entero o grupo de numeros enteros, y
pretenden ser no excluyentes o limitados de antemano. Por ejemplo, una
composicion, una mezcla, un proceso, un método, un articulo o un aparato que
comprende una lista de elementos no se limita necesariamente solo a esos

elementos, sino que puede incluir otros que no estén expresamente listados o
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sean inherentes a tal composicién, mezcla, proceso, método, articulo o aparato.
Ademas, a menos que se especifique de cualquier otra manera, “0” se refiere a
un “o0” inclusivo y no a un “o0” exclusivo. Por ejemplo, una condicién A o B se
satisface mediante cualquiera de los siguientes criterios: A es verdadero (0
actual) y B es falso (o no actual), A es falso (o no actual) y B es verdadero (o
actual) y tanto A como B son verdaderos (o actuales).

Como se usa en la presente descripcion, el término conjuntivo “y/0” entre
multiples elementos mencionados se entiende que abarca tanto las opciones
individuales como combinadas. Por ejemplo, donde se unen dos elementos con
“y/0”, una primera opcion se refiere a la aplicabilidad del primer elemento sin el
segundo. Una segunda opcion se refiere a la aplicabilidad del segundo elemento
sin el primero. Una tercera opcion se refiere a la aplicabilidad del primer vy el
segundo elementos juntos. Se entiende que cualquiera de estas opciones cae
dentro del significado, y por lo tanto satisfacen el requisito del término “y/o0”
como se usa en la presente descripciéon. También se entiende que la
aplicabilidad simultanea de mas de una de las opciones cae dentro del
significado, y por lo tanto satisface el requisito del término “y/0”.

Como se usa en la presente descripcion, el término “consiste en”, o
variaciones tales como “consisten en” o “que consiste en”, como se usan a lo
largo de la especificacion y reivindicaciones, indican la inclusion de cualquier
numero entero o grupo de numeros enteros mencionados, pero que no puede
agregarse ningun entero o grupo de enteros al método, estructura o

composicion especificados.
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Como se usa en la presente descripcioén, el término “consiste
esencialmente en” o variaciones tales como “consisten esencialmente en” o
“que consiste esencialmente en”, como se usan a lo largo de la especificacion
y reivindicaciones, indican la inclusion de cualquier numero entero o grupo de
numeros enteros mencionados, y la inclusién opcional de cualquier numero
entero o grupo de numeros enteros mencionados que no cambian
materialmente las propiedades basicas o novedosas del método, estructura o
composicion especificados. Ver M.P.E.P. § 2 111.03.

También debe comprenderse que los términos “aproximadamente”,
“generalmente”, “sustancialmente” y términos similares, usados en la presente
descripcién cuando se refieren a una dimension o caracteristica de un
componente de la invencion preferida, indican que la dimensién/caracteristica
descrita no es un limite o parametro estricto y no excluye variaciones menores
de estos que son funcionalmente iguales o similares, tal como entenderia una
persona con experiencia en la técnica. Como minimo, tales referencias que
incluyen un parametro numérico incluirian variaciones que, usando principios
matematicos e industriales aceptados en la técnica (p. €j., redondeo, medicion
u otros errores sistematicos, tolerancias de fabricacion, etc.), no variarian el
digito menos significativo.

Los términos “idénticos” o “identidad” porcentual, en el contexto de dos o
mas acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas se refieren a dos o mas
secuencias o0 subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje

especificado de residuos de aminoacido o nucledtidos que son iguales, cuando
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se comparan y alinean para una maxima correspondencia, como se midio
usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o
mediante inspeccion visual. Para la comparacion de secuencias, tipicamente,
una secuencia actua como una secuencia de referencia, con respecto a la cual
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de
comparacion de secuencias, las secuencias de referencia y prueba se ingresan
en una computadora, se designan coordenadas de subsecuencias, si es
necesario, y se designan parametros del programa de algoritmos de secuencias.
El algoritmo de comparacién de secuencias después calcula el porcentaje de
identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba en relacion con la
secuencia de referencia, basado en los parametros del programa designados.

El alineamiento éptimo de secuencias para comparacion puede
realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith &
Waterman, Adv. Solic. Math. 2:482 (1981), el algoritmo de homologia de
alineacién de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), la busqueda
para el método de similitud de Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444 (1988), las implementaciones computarizadas de estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o la inspeccion visual
(ver, generalmente, Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al.
eds., Current Protocols, un proyecto conjunto entre Greene Publishing

Associates, Inc. y John Wiley &Sons, Inc., (suplemento de 1995) (Ausubel)).
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Los ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el
porcentaje de identidad de secuencias y similitud de secuencias son los algoritmos
BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:
403-410 y Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, respectivamente.
El software para realizar los analisis BLAST esta disponible al publico a través del
National Center for Biotechnology Information. Este algoritmo implica en primer
lugar la identificacion de pares de secuencia de alto puntaje (HSP, por sus siglas en
inglés) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia
de consulta, que coincide con o satisfacer algunos valores de puntuacion de umbral
T positivos cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una base de
datos de secuencias. T se denomina umbral de puntaje de palabras locales
(Altschul et al., supra). Estos aciertos iniciales de palabras vecinas actian como
semillas para busquedas iniciales para encontrar HSP mas largos que las
contienen. Después, los aciertos de palabras se extienden en ambas direcciones a
lo largo de cada secuencia para aumentar el puntaje de alineamiento acumulativo.

Los puntajes acumulativos se calculan usando, para las secuencias de
nucledtidos, los parametros M (puntaje de recompensa para un par de residuos
coincidentes; siempre >0) y N (puntuacion de penalidad para residuos no
coincidentes; siempre <0). Para las secuencias de aminoacidos, se usa una matriz
de puntuacion para calcular el puntaje acumulativo. La extensién de los aciertos de
palabra en cada direccidn se detiene cuando: el puntaje de alineacion acumulativo
cae por la cantidad X a partir de su valor maximo alcanzado; el puntaje acumulativo

va a cero o menor, debido a la acumulaciéon de uno o mas alineamientos de
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residuos de puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquiera de las
secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias de
nucleotidos) usa como defectos una longitud de palabras (W) de 11, una
expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacion de ambas cadenas. Para las
secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como defectos una longitud
de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion
BLOSUMG2 (ver Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1992)).

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo
BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias
(ver, p. €j., Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993)).
Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad
de suma mas pequefa (P(N)), que proporciona una indicacién de la probabilidad
por la cual una coincidencia entre dos nucleétidos o secuencias de aminoacidos
ocurriria por casualidad. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar a una
secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en comparacion
del acido nucleico de prueba con el acido nucleico de referencia es menor que
aproximadamente 0,1, con mayor preferencia, menor que aproximadamente 0,01
y, con la maxima preferencia, menor que aproximadamente 0,001.

Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos
son sustancialmente idénticas es que el polipéptido codificado por el primer
acido nucleico es inmunologicamente de reactividad cruzada con el polipéptido

codificado por el segundo acido nucleico, como se describe a continuacion. Por
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lo tanto, un polipéptido es, tipicamente, sustancialmente idéntico a un segundo
polipéptido, por ejemplo, donde los dos péptidos difieren unicamente por
sustituciones conservadoras. Otra indicacién de que dos secuencias de acido
nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas se hibridan
entre si en condiciones rigurosas.

Como se usa en la presente descripcion, el término “polinucledtido”, que
se denomina sinonimo de “molécula de acido nucleico”, “nucleotidos” o “acidos
nucleicos”, se refiere a cualquier polirribonucledtido o polidesoxirribonucleétido,
que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Los
“polinucledtidos” incluyen, sin limitarse a, ADN monocatenario y bicatenario,
ADN que es una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, ARN
monocatenario y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones
monocatenarias y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN
que pueden ser monocatenarios o, mas tipicamente, bicatenarios o una mezcla
de regiones monocatenarias y bicatenarias. Ademas, “polinucledtido” se refiere
a regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN.
El término polinucledtido incluye, ademas, los ADN o ARN que contienen una o
mas bases modificadas y los ADN o ARN con cadenas principales modificadas
para estabilidad o por otras razones. Las bases “modificadas” incluyen, por
ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales tales como inosina. Pueden
realizarse una variedad de modificaciones al ADN y ARN; por lo tanto,
“polinucledétido” abarca formas de polinucleétidos quimica, enzimatica o

metabdlicamente modificadas como se encuentran, tipicamente, en la
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naturaleza, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus
y células. “Polinucleétido” abarca, ademas, cadenas de acido nucleico
relativamente cortas, denominadas, frecuentemente, oligonucleétidos.

Como se usa en la presente descripcion, los términos “péptido”,
“polipéptido” o “proteina” pueden referirse a una molécula compuesta de
aminoacidos y puede ser reconocida como una proteina por los expertos en la
técnica. En la presente descripcidon se usa el cédigo convencional de una letra o
tres letras para los residuos de aminoacidos. Los términos “péptido”,
“polipéptido” y “proteina” pueden usarse indistintamente en la presente
descripcién para referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El
polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos
modificados y puede ser interrumpido por no aminoacidos. Los términos también
abarcan un polimero de aminoacidos que se modificé naturalmente o por
intervencion; por ejemplo, la formacion de enlaces disulfuro, glicosilacion,
lipidacidn, acetilacién, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o modificacion,
tal como la conjugacion con un componente de marcado. Dentro de la definicidn
también se incluyen, por ejemplo, los polipéptidos que contienen uno o mas
analogos de un aminoacido (que incluyen, por ejemplo, aminoacidos no
naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica.

Las secuencias de péptidos descritas en la presente descripcion se escriben
de acuerdo con la convencion habitual por la cual la regién N-terminal del péptido

se encuentra a la izquierda y la region C-terminal se encuentra a la derecha.
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Aunque se conocen formas isoméricas de los aminoacidos, se representa la forma
L del aminoacido salvo que se indique expresamente lo contrario.

En un aspecto, la presente descripcion proporciona un vector de terapia
génica recombinante que comprende un casete de expresion para expresar
proteina quinasa putativa inducida por PTEN 1 (PINK1) (SEQ ID NO.: 9, como se
enumera a continuacion) y el vector es un vector adenoasociado (AAV). En
algunas modalidades, el casete de expresion comprende un polinucleétido que
codifica PINK1 y esta operativamente enlazado a un promotor.

El polinucledtido que codifica PINK1 puede comprender una secuencia
que tiene al menos aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, 80 %,
aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 %,
aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 % o
aproximadamente 99 % de identidad con la SEQ ID NO.: 1 (que corresponde a
los nucledtidos 92-1834 del gen PINK1 humano silvestre humano
(NM_032409.3). En algunas modalidades, el polinucleétido que codifica PINK1
también puede ser un polinucledtido variante derivado del gen PINK1 humano
silvestre modificado. En algunas modalidades, el polinucleétido que codifica
PINK1 puede comprender una secuencia que tiene al menos aproximadamente
70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente
85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente
96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 % o aproximadamente
99 % de identidad con una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO.: 2-3. En

algunas modalidades, el polinucledtido que codifica PINK1 puede comprender
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una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO.: 2-3. En algunas modalidades,
el polinucledtido que codifica PINK1 puede comprender una secuencia de la
SEQ ID NO.: 2. En algunas modalidades, el polinucleétido que codifica PINK1
puede comprender una secuencia de la SEQ ID NO.: 3.

Como se usa en la presente descripcion, “polinucledtido variante que
codifica PINK1”, “gen variante PINK1” y “variante PINK1” se usan indistintamente y
se refieren a una secuencia polinucleotidica derivada del gen PINK1 humano
silvestre modificado. En otras palabras, el “polinucleétido variante que codifica
PINK1”, “gen variante PINK1” o “variante PINK1” contiene al menos un cambio de
nucledtido en comparacion con el gen PINK1 humano silvestre (SEQ ID NO.: 1) y
codifica la proteina PINK1 (SEQ ID NO.: 9).

SEQ ID NO.: 1

ATGGCGGTGCGACAGGCGCTGGGCCGCGGCCTGCAGCTGGGTCGAG

CGCTGCTGCTGCGCTTCACGGGCAAGCCCGGCCGGGCCTACGGCTTG

GGGCGGCCGGGCCCGGCGGCGGGCTGTGTCCGCGGGGAGCGTCCA

GGCTGGGCCGCAGGACCGGGCGCGGAGCCTCGCAGGGTCGGGCTC

GGGCTCCCTAACCGTCTCCGCTTCTTCCGCCAGTCGGTGGCCGGGCT

GGCGGCGCGGTTGCAGCGGCAGTTCGTGGTGCGGGCCTGGGGCTGC

GCGGGCCCTTGCGGCCGGGCAGTCTTTCTGGCCTTCGGGCTAGGGCT

GGGCCTCATCGAGGAAAAACAGGCGGAGAGCCGGCGGGCGGTCTCG

GCCTGTCAGGAGATCCAGGCAATTTTTACCCAGAAAAGCAAGCCGGGG

CCTGACCCGTTGGACACGAGACGCTTGCAGGGCTTTCGGCTGGAGGA

GTATCTGATAGGGCAGTCCATTGGTAAGGGCTGCAGTGCTGCTGTGTA
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TGAAGCCACCATGCCTACATTGCCCCAGAACCTGGAGGTGACAAAGAG
CACCGGGTTGCTTCCAGGGAGAGGCCCAGGTACCAGTGCACCAGGAG
AAGGGCAGGAGCGAGCTCCGGGGGCCCCTGCCTTCCCCTTGGCCATC
AAGATGATGTGGAACATCTCGGCAGGTTCCTCCAGCGAAGCCATCTTG
AACACAATGAGCCAGGAGCTGGTCCCAGCGAGCCGAGTGGCCTTGGC
TGGGGAGTATGGAGCAGTCACTTACAGAAAATCCAAGAGAGGTCCCAA
GCAACTAGCCCCTCACCCCAACATCATCCGGGTTCTCCGCGCCTTCAC
CTCTTCCGTGCCGCTGCTGCCAGGGGCCCTGGTCGACTACCCTGATG
TGCTGCCCTCACGCCTCCACCCTGAAGGCCTGGGCCATGGCCGGACG
CTGTTCCTCGTTATGAAGAACTATCCCTGTACCCTGCGCCAGTACCTTT
GTGTGAACACACCCAGCCCCCGCCTCGCCGCCATGATGCTGCTGCAG
CTGCTGGAAGGCGTGGACCATCTGGTTCAACAGGGCATCGCGCACAG
AGACCTGAAATCCGACAACATCCTTGTGGAGCTGGACCCAGACGGCTG
CCCCTGGCTGGTGATCGCAGATTTTGGCTGCTGCCTGGCTGATGAGA
GCATCGGCCTGCAGTTGCCCTTCAGCAGCTGGTACGTGGATCGGGGC
GGAAACGGCTGTCTGATGGCCCCAGAGGTGTCCACGGCCCGTCCTGG
CCCCAGGGCAGTGATTGACTACAGCAAGGCTGATGCCTGGGCAGTGG
GAGCCATCGCCTATGAAATCTTCGGGCTTGTCAATCCCTTCTACGGCC
AGGGCAAGGCCCACCTTGAAAGCCGCAGCTACCAAGAGGCTCAGCTA
CCTGCACTGCCCGAGTCAGTGCCTCCAGACGTGAGACAGTTGGTGAG
GGCACTGCTCCAGCGAGAGGCCAGCAAGAGACCATCTGCCCGAGTAG
CCGCAAATGTGCTTCATCTAAGCCTCTGGGGTGAACATATTCTAGCCCT

GAAGAATCTGAAGTTAGACAAGATGGTTGGCTGGCTCCTCCAACAATC
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GGCCGCCACTTTGTTGGCCAACAGGCTCACAGAGAAGTGTTGTGTGGA
AACAAAAATGAAGATGCTCTTTCTGGCTAACCTGGAGTGTGAAACGCTC
TGCCAGGCAGCCCTCCTCCTCTGCTCATGGAGGGCAGCCCTG
SEQID NO.: 2
ATGGCGGTTCGACAAGCTCTTGGAAGAGGCCTGCAACTGGGCAGAGC
ACTGCTGCTGAGATTCACCGGAAAACCCGGCAGAGCCTATGGCCTTG
GTAGACCTGGACCTGCCGCCGGATGTGTCAGAGGCGAAAGACCTGGA
TGGGCTGCTGGACCTGGTGCCGAGCCTAGAAGAGTTGGACTGGGCCT
GCCTAACCGGCTGCGGTTCTTTAGACAGTCTGTGGCCGGACTGGCCG
CCAGACTGCAGAGACAGTTTGTCGTTAGAGCCTGGGGCTGCGCCGGA
CCTTGTGGTAGAGCTGTGTTTCTGGCCTTTGGCCTCGGCCTGGGACTG
ATCGAAGAGAAGCAGGCCGAAAGCAGACGGGCCGTGTCTGCCTGTCA
AGAGATCCAGGCCATCTTCACCCAGAAGTCCAAGCCTGGACCAGATCC
TCTGGACACCAGACGGCTGCAGGGCTTCAGACTGGAAGAGTACCTGA
TCGGCCAGAGCATCGGCAAGGGATGTTCTGCCGCCGTGTACGAGGCC
ACCATGCCTACACTGCCCCAGAACCTGGAAGTGACCAAGAGCACAGG
ACTGCTGCCTGGCAGAGGCCCTGGAACATCTGCTCCAGGCGAGGGAC
AAGAAAGAGCACCTGGCGCTCCAGCCTTTCCACTGGCCATCAAGATGA
TGTGGAACATCAGCGCCGGCAGCAGCTCTGAGGCCATCCTGAATACC
ATGAGCCAAGAGCTGGTGCCCGCCAGCAGAGTTGCTCTGGCTGGCGA
ATATGGCGCCGTGACCTACCGCAAGTCTAAGAGAGGACCCAAGCAGC
TGGCCCCTCATCCTAACATCATCCGGGTGCTGAGAGCCTTCACCAGCA

GTGTTCCTCTGCTTCCTGGCGCACTGGTGGACTACCCTGATGTGCTTC
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CTAGCAGACTGCACCCTGAAGGACTCGGCCACGGCAGAACCCTGTTC
CTCGTGATGAAGAACTACCCCTGCACACTGCGGCAGTACCTGTGCGTG
AACACCCCATCTCCAAGACTGGCTGCCATGATGCTGCTGCAGCTGCTG
GAAGGCGTGGACCATCTGGTGCAGCAGGGAATCGCCCACAGAGATCT
GAAGTCCGACAACATCCTGGTGGAACTGGACCCCGATGGCTGTCCTTG
GCTGGTTATCGCCGATTTCGGCTGCTGTCTGGCCGACGAGTCTATCGG
ACTCCAGCTGCCTTTCTCCTCTTGGTACGTGGACAGAGGCGGCAACGG
CTGTCTGATGGCTCCCGAAGTGTCTACCGCTAGACCAGGACCTAGAGC
CGTGATCGACTACAGCAAAGCCGATGCCTGGGCCGTGGGAGCCATTG
CCTATGAGATCTTCGGCCTGGTCAACCCCTTCTACGGACAAGGCAAAG
CCCACCTGGAAAGCAGAAGCTATCAAGAGGCCCAGCTGCCAGCTCTG
CCTGAGTCTGTTCCACCTGATGTGCGGCAGCTTGTCAGGGCTCTGCTG
CAGAGAGAGGCCAGCAAAAGACCTTCTGCCAGAGTGGCCGCCAACGT
GCTGCATCTTAGTCTGTGGGGCGAGCACATTCTGGCCCTGAAGAACCT
GAAGCTGGACAAGATGGTCGGATGGCTGCTCCAGCAGTCTGCCGCTA
CACTGCTCGCCAATAGACTGACCGAGAAGTGCTGCGTGGAAACGAAG
ATGAAGATGCTGTTCCTGGCCAACCTGGAATGCGAGACACTGTGTCAG
GCCGCTCTGCTCCTCTGTTCTTGGAGAGCCGCTCTG

SEQID NO.: 3
ATGGCCGTGCGACAGGCACTGGGCCGGGGCCTGCAGCTGGGGLGGG
CCCTCCTGCTACGGTTTACCGGCAAGCCTGGCAGAGCCTATGGCCTG
GGCAGACCCGGCCCAGCTGCCGGCTGTGTGCGGGGCGAGCGTCCAG

GATGGGCCGCCGGACCCGGGGCAGAGCCACGCAGAGTGGGCCTGGG
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TCTGCCCAACAGGCTTAGATTTTTCCGCCAGAGCGTGGCTGGACTGGC
TGCCAGGCTGCAGCGGCAGTTTGTGGTGCGCGCCTGGGGGTGTGCC
GGGCCTTGCGGCCGGGCCGTGTTTCTCGCCTTTGGACTGGGACTGGG
CCTGATTGAAGAAAAGCAGGCCGAGTCCAGAAGGGCCGTCAGCGCTT
GCCAGGAGATCCAGGCCATTTTCACCCAGAAGTCAAAGCCCGGCCCA
GATCCACTGGATACCCGAAGGCTGCAGGGCTTCAGGCTTGAGGAGTA
CCTGATCGGGCAGAGTATTGGCAAAGGCTGTTCAGCTGCCGTGTATGA
GGCAACAATGCCCACCCTGCCCCAGAATCTGGAGGTGACCAAATCAAC
AGGACTGCTGCCAGGGAGAGGGCCAGGAACCAGCGCACCCGGGGAG
GGCCAAGAACGGGCCCCCGGCGCACCAGCCTTCCCTCTGGCAATCAA
GATGATGTGGAATATCTCTGCCGGCAGTAGCTCAGAAGCCATCCTGAA
TACTATGAGCCAGGAGCTGGTCCCCGCTTCCAGAGTGGCCCTGGCTG
GCGAATACGGCGCTGTGACATACAGGAAGAGTAAAAGGGGCCCAAAG
CAGCTGGCCCCTCATCCCAATATAATCAGAGTGCTGAGGGCCTTTACC
TCCAGCGTGCCTTTATTGCCTGGCGCCCTGGTTGATTACCCCGACGTG
CTGCCCTCACGCCTCCATCCTGAGGGACTGGGACATGGCAGGACCCT
GTTTCTGGTGATGAAGAACTATCCTTGCACCCTGCGGCAGTATTTGTG
CGTCAATACTCCATCCCCCCGGCTGGCCGCCATGATGCTGCTGCAGCT
CCTGGAAGGAGTGGATCATCTGGTGCAGCAGGGAATCGCCCATAGGG
ACCTGAAATCCGATAACATCCTGGTGGAACTGGACCCCGACGGATGTC
CATGGCTGGTGATCGCTGACTTCGGATGCTGCCTGGCCGACGAGAGC
ATCGGCCTGCAGCTGCCTTTCAGCTCTTGGTATGTAGACAGAGGCGGC

AATGGTTGCCTGATGGCCCCTGAAGTGTCTACAGCACGGCCCGGACC
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CAGGGCAGTGATTGATTACTCCAAGGCTGATGCATGGGCCGTGGGCG
CAATCGCCTACGAAATCTTTGGGTTGGTGAACCCATTCTATGGACAGG
GCAAAGCCCACCTGGAAAGCAGGAGTTACCAGGAAGCACAGCTGCCC
GCTCTGCCTGAATCCGTGCCACCTGATGTGCGGCAGCTTGTGCGGGC
CCTGCTCCAACGCGAAGCCTCTAAGAGACCATCTGCAAGAGTCGCCG
CCAACGTGCTGCATCTGAGCCTGTGGGGCGAACACATCCTGGCACTG
AAGAACCTGAAGCTGGATAAGATGGTGGGATGGCTGCTGCAGCAGAG
CGCCGCCACCCTGCTGGCCAACCGTCTGACCGAAAAATGCTGTGTGG
AGACAAAAATGAAGATGCTGTTCCTGGCTAATCTGGAGTGCGAGACAC
TGTGCCAGGCCGCCCTGCTGCTGTGCAGCTGGAGGGCCGCCCTC
SEQID NO.: 9
MAVRQALGRGLQLGRALLLRFTGKPGRAYGLGRPGPAAGCVRGERPG
WAAGPGAEPRRVGLGLPNRLRFFRQSVAGLAARLQRQFVVRAWGCAG
PCGRAVFLAFGLGLGLIEEKQAESRRAVSACQEIQAIFTQKSKPGPDPLD
TRRLQGFRLEEYLIGQSIGKGCSAAVYEATMPTLPQNLEVTKSTGLLPGR
GPGTSAPGEGQERAPGAPAFPLAIKMMWNISAGSSSEAILNTMSQELVP
ASRVALAGEYGAVTYRKSKRGPKQLAPHPNIIRVLRAFTSSVPLLPGALV
DYPDVLPSRLHPEGLGHGRTLFLVMKNYPCTLRQYLCVNTPSPRLAAM
MLLQLLEGVDHLVQQGIAHRDLKSDNILVELDPDGCPWLVIADFGCCLA
DESIGLQLPFSSWYVDRGGNGCLMAPEVSTARPGPRAVIDYSKADAWA
VGAIAYEIFGLVNPFYGQGKAHLESRSYQEAQLPALPESVPPDVRQLVR
ALLQREASKRPSARVAANVLHLSLWGEHILALKNLKLDKMVGWLLQQSA

ATLLANRLTEKCCVETKMKMLFLANLECETLCQAALLLCSWRAAL
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El virus adenoasociado (AAV) es un parvovirus de ADN monocatenario que
crece solo en células en las que ciertas funciones se proporcionan mediante un
virus ayudante de coinfeccion. La informacién general y las revisiones de AAV se
pueden encontrar, por ejemplo, en Carter, 1989, Handbook of Parvoviruses, Vol.
1, pp. 169-228, and Bems, 1990, Virology, pp. 1743-1764, Raven Press, (New
York). Se espera completamente que los mismos principios descritos en estas
revisiones seran aplicables a los serotipos de AAV adicionales caracterizados
después de las fechas de publicacion de las revisiones porque se sabe que los
diversos serotipos estan estrechamente relacionados, tanto estructural como
funcionalmente, incluso al nivel genético. (Ver, por ejemplo, Blacklowe, 1988, pp.
165-174 of Parvoviruses and Human Disease, J. R. Pattison, ed.; y Rose,
Comprehensive Virology 3: 1-61 (1974)). Por ejemplo, todos los serotipos de AAV
exhiben aparentemente propiedades de replicacion muy similares mediadas por
genes de replicacion homdéloga; y todos tienen tres proteinas de la capside
relacionadas, tales como aquellas expresadas en AAV2. El grado de relacion se
sugiere adicionalmente por el analisis heteroduplex que revela hibridacion cruzada
extensiva entre los serotipos a lo largo de la longitud del genoma; y la presencia
de segmentos de autohibridacién analogos en los terminales que corresponden a
“secuencias de repeticion terminal invertida” (ITR). Los patrones de infectividad
similares también sugieren que las funciones de replicacion en cada serotipo
estan bajo control regulatorio similar.

Como se usa en la presente descripcion, un “vector de AAV” o “vector de

AAVr” se refiere a un vector recombinante que comprende uno o mas
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polinucleétidos de interés (o transgenes) que estan flanqueados por las
secuencias de repeticion terminales (ITR) de AAV. Tales vectores de AAV se
pueden replicar y empaquetar en particulas virales infecciosas cuando estan
presentes en una célula huésped que ha sido transfectada con un plasmido que
codifica y expresa productos génicos rep y cap. Alternativamente, los vectores de
AAV pueden empaquetarse en particulas infecciosas usando una célula huésped
que ha sido modificada de manera estable para expresar genes rep y cap.

Como se usa en la presente descripcidn, un “virion de AAV” o “particula viral
de AAV” o “particula de vector de AAV” se refiere a una particula viral compuesta
de al menos una proteina de la capside de AAV y un vector de AAV de
polinucleétidos encapsidados. Como se usa en la presente descripcion, si la
particula comprende un polinucleétido heterdlogo (es decir, un polinucledtido
distinto de un genoma de AAV silvestre, tal como un transgén que se va a
administrar a una célula de mamifero), tipicamente se denomina “particula de
vector de AAV” o simplemente un “vector de AAV”. Por lo tanto, la produccion de
particulas de vector de AAV incluye necesariamente la produccion de vector de
AAV, ya que dicho vector esta contenido dentro de una particula de vector de AAV.

El AAV es un parvovirus con deficiencia de replicacion, cuyo genoma de
ADN monocatenario es de aproximadamente 4,7 kb de longitud, lo que incluye dos
repeticiones terminales invertidas (ITR, por sus siglas en inglés) de 145 nucleétidos.
Existen multiples variantes conocidas de AAV, también denominadas a veces
serotipos cuando se clasifican por epitopos antigénicos. Se conocen las secuencias

de nucleétidos de los genomas de los serotipos de AAV. Por ejemplo, el genoma
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completo de AAV-1 se proporciona en el acceso a GenBank num. NC_002077; el
genoma completo de AAV-2 se proporciona en el acceso a GenBank num.
NC_001401 y Srivastava et al., J. Virol., 45: 555-564 (1983); el genoma completo
de AAV-3 se proporciona en el acceso a GenBank num. NC_1829; el genoma
completo de AAV-4 se proporciona en el acceso a GenBank nium. NC_001829; el
genoma de AAV-5 se proporciona en el acceso a GenBank num. AF085716; el
genoma completo de AAV-6 se proporciona en el acceso a GenBank num. NC_00
1862; al menos porciones de genomas de AAV-7 y AAV-8 se proporcionan en los
accesos a GenBank num. AX753246 y AX753249, respectivamente; el genoma de
AAV-9 se proporciona en Gao et al., J. Virol., 78: 6381-6388 (2004); el genoma de
AAV-10 se proporciona en Mol. Ther., 13(1): 67-76 (2006); y el genoma de AAV-11
se proporciona en Virology, 330(2): 375-383 (2004). La secuencia del genoma de
AAVrh.74 se proporciona en la patente de los EE. UU. nim. 9.434.928 incorporada
en la presente descripcion como referencia. Las secuencias de actuacion de Cis
que dirigen la replicacion (rep) de ADN viral, la encapsidacion/empaquetado y la
integracion del cromosoma de la célula huésped estan contenidas dentro de las ITR
de AAV. Tres promotores de AAV (denominados p5, p19 y p40 por sus ubicaciones
relativas en el mapa) dirigen la expresioén de dos marcos de lectura abiertos internos
de AAV que codifican los genes rep y cap. Los dos promotores rep (pSy p19),
acoplados con el empalme diferencial del intrén AAV unico (en los nucleétidos 2107
y 2227), dan como resultado la produccion de cuatro proteinas rep (rep78, rep68,
rep52 y rep40) del gen rep. Las proteinas rep poseen multiples propiedades

enzimaticas que son finalmente responsables de replicar el genoma viral. El gen
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cap se expresa a partir del promotor p40 y codifica las tres proteinas de la capside
VP1, VP2 y VP3. El empalme alternativo y los sitios de inicio de la traduccion sin
consenso son responsables de la produccion de las tres proteinas de la capside
relacionadas. Un sitio de poliadenilacién de consenso unico se ubica en la posicion
95 del mapa del genoma de AAV. El ciclo de vida y la genética de AAV se analizan
en Muzyczka, Current Topics in Microbiology and Immunology, 158: 97-129 (1992).
El AAV posee caracteristicas Unicas que hacen que sea atractivo como un
vector para administrar ADN extrafio a las células, por ejemplo, en terapia génica.
La infeccidn por AAV de células en cultivo es nocitopatica, y la infeccidon natural de
humanos y otros animales es silenciosa y asintomatica. Ademas, AAV infecta
muchas células de mamiferos, lo que permite la posibilidad de dirigir muchos tejidos
diferentes in vivo. Ademas, AAV transduce lentamente la division y no division de
células, y puede persistir esencialmente durante la vida de esas células como un
episoma nuclear transcripcionalmente activo (elemento extracromosomico). El
genoma proviral de AAV se inserta como ADN clonado en plasmidos, lo que hace
viable la construccién de genomas recombinantes. Ademas, debido a que las
sefiales que dirigen la replicacion de AAV y la encapsidacion del genoma estan
contenidas dentro de las ITR del genoma de AAV, parte o toda la parte interna de
aproximadamente 4,3 kb del genoma (replicacion de codificacion y proteinas de la
capside estructural, rep-cap) se puede reemplazar con ADN extrafio. Para generar
vectores de AAV, las proteinas rep y cap se pueden proporcionar en trans. Otra
caracteristica significativa de AAV es que es un virus extremadamente estable y

resistente. Resiste faciimente a las condiciones usadas para inactivar el adenovirus
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(56 °C a 65 °C durante varias horas), lo que hace que la conservacion en frio de
AAV sea menos critica. EI AAV puede incluso ser liofilizado. Por ultimo, las células
infectadas por AAV no son resistentes a la superinfeccion.

El ADN de AAV en los genomas de AAVr puede ser de cualquier variante
o serotipo de AAV para el que puede derivar un virus recombinante que incluye,
entre otros, variantes de AAV o serotipos AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5,
AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10, AAV-11, AAV-12, AAV-13 y AAVrh10. La
produccién de AAVr pseudotipificado se describe, por ejemplo, en WO 01/83692.
También se contemplan otros tipos de variantes de AAVr, por ejemplo, AAVr con
mutaciones de la capside. Ver, por ejemplo, Marsic et al., Molecular Therapy,
22(11): 1900-1909 (2014). Las secuencias de nucledtidos de los genomas de
varios serotipos de AAV se conocen en la técnica.

En algunos casos, el AAVr comprende un genoma autocomplementario.
Como se define en la presente descripcion, un AAVr que comprende un
genoma “autocomplementario” o “bicatenario” se refiere a un AAVr que se ha
disefado por ingenieria genética de manera que la region codificante del AAVr
se configura para formar una plantilla de ADN bicatenario intramolecular, como
se describe en McCarty et al. Los vectores de virus adenoasociado
recombinante autocomplementario (AAVac) promueven una transduccién
eficiente independientemente de la sintesis de ADN. Gene Therapy. 8 (16):
1248-54 (2001). La presente descripcion contempla el uso, en algunos casos,
de un AAVr que comprende un genoma autocomplementario porque tras la

infeccidn (tal transduccion), en lugar de esperar la sintesis mediada por células
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de la segunda cadena del genoma de AAVr, las dos mitades complementarias
de AAVac se asociaran para formar una unidad de ADN bicatenario (ADNbc)
que esta lista para la replicacion y transcripcion inmediatas. Se comprendera
que en lugar de la capacidad de codificacion completa encontrada en AAVr
(4,7-6 kb), el AAVr que comprende un genoma autocomplementario solo puede
contener aproximadamente la mitad de esa cantidad (=2,4 kb).

Las secuencias de longitud completa y las secuencias para genes de la
capside para los AAV mas conocidos se proporcionan en la patente de los EE.
UU. num. 8.524.446, que se incorpora en la presente descripcidén en su totalidad.

Los vectores de AAV pueden comprender una secuencia de AAV silvestre
o pueden comprender una o mas modificaciones a una secuencia de AAV
silvestre. En ciertas modalidades, un vector de AAV comprende una o mas
modificaciones de aminoacidos, p. €j., sustituciones, eliminaciones o
inserciones, dentro de una proteina de la capside, p. €j., VP1, VP2 y/o VP3. En
modalidades particulares, la modificacion proporciona una inmunogenicidad
reducida cuando el vector de AAV se proporciona a un sujeto.

De acuerdo con la presente descripcion, el AAV usado en la presente
descripcion es un AAV silvestre o un AAV modificado. En algunas
modalidades, el AAV usado en la presente descripcion comprende una
proteina de la capside que tiene al menos 95 % de identidad con la proteina de
la capside VP1, VP2 o VP3 silvestre. En algunas modalidades, el AAV usado

en la presente descripcion es AAV1.
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De acuerdo con la presente descripcion, el polinucleétido que codifica
PINK1 esta enlazado operativamente a un promotor. En algunas modalidades,
el promotor es un promotor eucariota activo, que es capaz de promover la
iniciacion de la transcripcion de ARN de un polinucledtido en una célula
eucariota. En algunas modalidades, el promotor es un promotor especifico de
tejido, tal como un promotor capaz de conducir la expresidén en una neurona en
mayor medida que en una célula no neuronal. Los promotores especificos de
neuronas adecuados, incluyen, sin limitacion, promotores hSYNI (sinapsina
humana), INA (alfa-internexina), NES (nestina), hTH (tirosina hidroxilasa
humana), FOXA2 (Forkhead box A2), CaMKII (proteina quinasa dependiente
de calmodulina Il), Prnp (promotor de proteina prion), Hb9 y NSE (enolasa
especifica neuronal). En algunos casos, el promotor es un promotor ubicuo. Un
“promotor ubicuo” se relaciona con un promotor que no es especifico del tejido
en condiciones experimentales o clinicas. El promotor ubicuo adecuado usado
en la presente descripcion incluye, sin limitacion, CMV, CAG, UBC, PGK, EFI-
alfa, EFS (forma abreviada a1 del factor de elongacion de la traduccion
eucariota humana 1), SFFV (promotor del virus formador de foco del bazo),
GAPDH, SV40, HBV, promotores de beta-actina de pollo y beta-actina humana.

En algunas modalidades, el polinucleétido que codifica PINK1 esta
enlazado operativamente a un promotor hSYNI (SEQ ID NO.: 4).

SEQID NO.: 4

CTGCAGAGGGCCCTGCGTATGAGTGCAAGTGGGTTTTAGGACCAGG

ATGAGGCGGGGTGGGGGTGCCTACCTGACGACCGACCCCGACCCA



10

15

20

37

CTGGACAAGCACCCAACCCCCATTCCCCAAATTGCGCATCCCCTAT
CAGAGAGGGGGAGGGGAAACAGGATGCGGCGAGGCGCGTGCGCA
CTGCCAGCTTCAGCACCGCGGACAGTGCCTTCGCCCCCGCCTGGC
GGCGCGCGCCACCGCCGCCTCAGCACTGAAGGCGCGCTGACGTCA
CTCGCCGGTCCCCCGCAAACTCCCCTTCCCGGCCACCTTGGTCGC
GTCCGCGCCGCCGCCGGCCCAGCCGGACCGCACCACGCGAGGCG
CGAGATAGGGGGGCACGGGCGCGACCATCTGCGCTGCGGCGCCG
GCGACTCAGCGCTGCCTCAGTCTGCGGTGGGCAGCGGAGGAGTCG
TGTCGTGCCTGAGAGCGCAG

En algunas modalidades, el polinucle6tido que codifica PINK1 esta

enlazado operativamente a un promotor CAG (SEQ ID NO.: 5).

SEQID NO.: 5

GACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTA
GTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATG
GCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATA
ATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTC
AATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAG
TGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATG
GCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTAC
TTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGTG

AGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCC

CCAATTTTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGC

GGGGGGGGGGGGGGGGCGCGCGCCAGGCGGGGLCGGGGLGGGGLE
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AGGGGCGGGGCGGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATC

AGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGG

CGGCGGCCCTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGGAGTCGCTG

CGCGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCCGCTCCGCCGCCGCCTCGCGCCG

CCCGCCCCGGCTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGAGCGGGC

GGGACGGCCCTTCTCCTCCGGGCTGTAATTAGCGCTTGGTTTAATGAC

GGCTTGTTTCTTTTCTGTGGCTGCGTGAAAGCCTTGAGGGGCTCCGGG

AGGGCCCTTTGTGCGGGGGGAGCGGCTCGGGGGGTGCGTGCGTGTG

TGTGTGCGTGGGGAGCGCCGCGTGCGGCTCCGCGCTGCCCGGLCGGL

TGTGAGCGCTGCGGGCGCGGCGCGGGGCTTTGTGCGCTCCGCAGTG

TGCGCGAGGGGAGCGCGGCCGGGGGCGGTGCCCCGCGGTGCGGGG

GGGGCTGCGAGGGGAACAAAGGCTGCGTGCGGGGTGTGTGCGTGGG

GGGGTGAGCAGGGGGTGTGGGCGCGTCGGTCGGGCTGCAACCCCCC

CTGCACCCCCCTCCCCGAGTTGCTGAGCACGGCCCGGCTTCGGGTGC

GGGGCTCCGTACGGGGCGTGGCGCGGGGCTCGCCGTGCCGGGLGEG

GGGGTGGCGGCAGGTGGGGGTGCCGGGCGGGGCGGGGCCGCCTCG

GGCCGGGGAGGGCTCGGGGGAGGGGCGCGGCGGCCCCCGGAGCGC

CGGCGGCTGTCGAGGCGCGGCGAGCCGCAGCCATTGCCTTTTATGGT

AATCGTGCGAGAGGGCGCAGGGACTTCCTTTGTCCCAAATCTGTGCG

GAGCCGAAATCTGGGAGGCGCCGCCGCACCCCCTCTAGCGGGCGCG

GGGCGAAGCGGTGCGGCGCCGGCAGGAAGGAAATGGGCGGGGAGG

GCCTTCGTGCGTCGCCGCGCCGCCGTCCCCTTCTCCCTCTCCAGCCT

CGGGGCTGTCCGCGGGGGGACGGCTGCCTTCGGGGGGGACGGGGC
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AGGGCGGGGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGGCGGCTCTAGAGCCTC
TGCTAACCATGTTCATGCCTTCTTCTTTTTCCTACAGCTCCTGGGCAAC
GTGCTGGTTATTGTGCTGTCTCATCATTTTGGCAAAGAATTC

El vector de terapia génica recombinante descrito en la presente
descripcidn puede comprender ademas uno o mas elementos reguladores,
tales como un potenciador, un intron, una secuencia de sefal de poliA y un
elemento estabilizador del transcrito.

En algunas modalidades, el elemento estabilizador de transcripcion puede
ser una secuencia de WPRE (elemento regulador postranscripcional del virus de la
hepatitis de la marmota), una secuencia de HPRE (elemento regulador
postranscripcional de la hepatitis), una region de union de supercontigo, una UTR 3’
ouna UTR &’. En algunas modalidades, el vector de terapia génica recombinante
descrito en la presente descripcion comprende tanto una UTR 5" como una UTR 3.

Los potenciadores adecuados usados en la presente descripcidon
incluyen, sin limitacion, un potenciador de CMV, un potenciador de GAPDH, un
potenciador de B-actina o un potenciador de EF1-a.

En algunas modalidades, el vector de terapia génica recombinante
descrito en la presente descripcion comprende una 0 mas secuencias de
intrones. Por ejemplo, la secuencia de intrones se puede seleccionar de una
secuencia de intron de globina de conejo, una secuencia de intron de la B-actina
de pollo, una secuencia de intrén sintético, o una secuencia de intron EF1-a.

En algunas modalidades, el vector de terapia génica recombinante

descrito en la presente descripcidon comprende una secuencia de sefial de



10

15

20

40

poliA. Por ejemplo, la secuencia sefial poliA es una secuencia senal poliA de
globina de conejo, una secuencia sefial poliA de hormona de crecimiento
humana, una secuencia sefal poliA de hormona de crecimiento bovina, una
secuencia sefal poliA PGK, una secuencia senal poliA SV40 o una secuencia
sefal poliA TK. En algunas modalidades, la secuencia sefial poliA puede ser
una secuencia senal poliA de la hormona del crecimiento bovina.

En algunas modalidades del vector de terapia génica recombinante
descrito en la presente descripcion, el casete de expresion puede comprender
un polinucledtido adicional que codifica una proteina distinta de PINK1 y el
PINK1 que codifica el polinucleétido y el polinucleétido adicional estan enlazados
por un enlazador. Los enlazadores adecuados incluyen, sin limitacién, un IRES
(sitio interno de entrada al ribosoma) y una secuencia codificante de péptido 2A.

En diversas modalidades del vector de terapia génica recombinante descrito
en la presente descripcion, el casete de expresion comprende, en orden de 5’ a 3

promotor CAG y polinucleétido que codifica PINK1;

promotor CAG, polinucledtido que codifica PINK1 y WPRE;

promotor hTH y polinucleétido que codifica PINK1;

promotor EF1a y polinucleétido que codifica PINK1;

promotor EF1a, polinucleétido que codifica PINK1 y WPRE;

promotor CBA y polinucleétido que codifica PINK1; o

promotor CBA, polinucledtido que codifica PINK1 y WPRE.

También dentro del alcance de la presente descripcion, el vector de

terapia génica recombinante comprende un polinucleétido variante que codifica
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PINK1, en el que se presenta un nivel de expresion de PINK1 mas alto. Es
decir, una célula transducida con el vector expresa PINK1 a un nivel mas alto
en comparacion con el nivel de PINK1 expresado en una célula del mismo tipo
que se transduce con un vector del mismo tipo que comprende un
polinucledtido silvestre que codifica PINK1.

En un aspecto adicional, la presente descripcidén proporciona una célula
huésped que comprende cualquiera de los vectores de terapia génica
recombinantes como se proporcioné anteriormente. Las células huésped
ilustrativas incluyen, sin limitacién, células HEK293, 293T, HelLa, Vero y Sf9.

En aun otro aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un
polinucleétido variante que codifica PINK1 y tiene una secuencia de la SEQ ID
NO.: 2 0 3 o tiene al menos aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %,

80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 %,
aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 % o
aproximadamente 99 % de identidad con la SEQ ID NO.: 2 o0 3. En algunas
modalidades, el polinucledtido variante tiene al menos 90 % de identidad a la SEQ
ID NO.: 2 0 3. En algunas modalidades, el polinucleétido variante tiene al menos
95 % de identidad a la SEQ ID NO.: 2 o 3. En algunas modalidades, el
polinucleétido variante tiene al menos 98 % de identidad a la SEQ ID NO.: 2 o0 3.
En algunas modalidades, el polinucleétido variante tiene al menos 99 % de

identidad a la SEQ ID NO.: 2 0 3.
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En otro aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un
plasmido que comprende el polinucleétido variante que codifica PINK1, como
se describio anteriormente.

En aun otro aspecto adicional, la presente descripcién proporciona un
método para aumentar la expresion de PINK1 en células (p. ej., neuronas) en
un sujeto al poner en contacto las células con el vector de terapia génica
recombinante, como se proporcion6 anteriormente. El método puede ponerse
en practica in vitro o in vivo, p. €j., en un sujeto que lo necesita. En algunas
modalidades, el sujeto es un sujeto humano. En algunas modalidades, el sujeto
humano esta padeciendo o esta en riesgo de desarrollar PD. En algunas
modalidades, la PD es una PD de aparicion temprana. En algunas
modalidades, la PD es una PD autosémica recesiva de aparicion temprana. En
algunas modalidades, el sujeto humano comprende una mutacién en el gen
PINK1. En algunas modalidades, la neurona es una neurona positiva de
tirosina hidroxilasa primaria. Como se demuestra en el Ejemplo 2, cuando los
vectores de terapia génica que contienen el gen PINK1 (silvestre o variantes)
se transdujeron en células HEK293T con inactivacién (KO) de PINK1, se
detecto la expresion de la proteina PINK1 y ARNm. Ademas, en comparacion
con las células transducidas con vectores que contienen el gen PINK 1
silvestre (SEQ ID NO.: 1), las células transducidas con vectores que contienen
la variante de PINK1 GT69 (SEQ ID NO.: 2) o GT74 (SEQ ID NO.: 3) exhiben
un nivel de expresion de ARNm y proteina mas alto de PINK1. Ademas, en el

Ejemplo 3, se detectdé una alta funcionalidad de PINK1 en células HEK293T
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con inactivaciéon de PINK1 que se transducen con vectores que contienen la
variante de PINK1 GT69 o GT74.

En otro aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un método
para aumentar la expresion de PINK1 en células en un sujeto. El método
comprende poner en contacto las células con un vector de terapia génica
recombinante que comprende un polinucleétido variante que codifica PINK1,
como se describié anteriormente, en donde la expresion de PINK1 en las células
aumenta en relacion con la expresion de PINK1 en células del mismo tipo que se
ponen en contacto en las mismas condiciones con la misma cantidad de un vector
del mismo tipo que comprende un polinucledtido silvestre que codifica PINK1.

En otro aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un método
para inhibir, reducir, o retrasar la degeneracion o la muerte de las neuronas al
poner en contacto las neuronas con el vector de terapia génica recombinante,
como se proporcioné anteriormente. El método puede ponerse en practica in
vitro o in vivo, p. €j., en un sujeto que lo necesita. En algunas modalidades, el
sujeto es un sujeto humano. En algunas modalidades, el sujeto humano esta
padeciendo o esta en riesgo de desarrollar PD. En algunas modalidades, la PD
es una PD de aparicion temprana. En algunas modalidades, la PD es una PD
autosdmica recesiva de aparicion temprana. En algunas modalidades, el sujeto
humano comprende una mutacion en el gen PINK1. En algunas modalidades, la
neurona es una neurona positiva de tirosina hidroxilasa primaria. En algunas
modalidades, se atenua la neurodegeneracion inducida por MPP+ (1-metil-4-

fenilpiridinio). En algunas modalidades, se evita la pérdida de neuronas inducida
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por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina). Como se demuestra en los
Ejemplos 4-5, las neuronas corticales transducidas con vectores que contienen
variantes de PINK1 (GT69 o GT74) exhiben un nivel reducido de liberacion de
LDH en comparacion con las células no transducidas.

La administracion del vector de terapia génica recombinante o
composiciones que comprenden el vector de terapia génica recombinante puede
ser por vias estandar en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, inyeccion
sistémica, local, directa, administracion parenteral, intravenosa, cerebral,
cefalorraquideo, intratecal, intracistemal, intraputaminal, intrahipocampal, intranigal,
intraestriatal o intracereventricular. En algunos casos, la administracion comprende
inyeccion intravenosa, cerebral, cefalorraquidea, intratecal, intracistemal,
intraputaminal, intrahipocampal, intraestriatal o intracerebroventricular.

En algunas modalidades, la descripcién proporciona la administracién local y
la administracién sistémica de una cantidad terapéuticamente efectiva del vector de
terapia génica recombinante descrito en la presente descripcion. Por ejemplo, la
administracién sistémica puede ser la administracion en el sistema circulatorio de
modo que todo el cuerpo se vea afectado. La administracion sistémica incluye
administracién enteral, tal como absorcion a través del tracto gastrointestinal y
administracion parenteral a través de una inyeccion, infusion o implantacion.

En algunas modalidades, la administracion real del vector de terapia
génica recombinante descrito en la presente descripcidn se puede lograr
mediante cualquier método fisico que transporte el vector al tejido diana de un

sujeto. Las vias de administracion adecuadas incluyen, entre otras, inyeccion en



10

15

20

45

el sistema nervioso central (SNC) o liquido cefalorraquideo (LCR) y/o
directamente en el cerebro.

Las proteinas capside de un vector de terapia génica recombinante
pueden modificarse de manera que el vector se dirija a un tejido diana particular
de interés, tal como neuronas o mas particularmente una neurona
dopaminérgica. Ver, por ejemplo, Albert et al. AAV Vector-Mediated Gene
Delivery to Substantia Nigra Dopamine Neurons: Implications for Gene Therapy
and Disease Models. Genes. 8 de febrero de 2017; ver también, la patente de
los EE. UU. num. 6.180.613 y la publicacién de patentes de los EE. UU. num.
US20120082650A1, cuyas descripciones se incorporan en la presente
descripcion como referencia. En algunas modalidades, el vector de terapia
génica recombinante se inyecta directamente en la sustancia negra del sujeto.

Para fines de administracion, p. ej., mediante inyeccion, se pueden emplear
diversas soluciones, tales como soluciones acuosas estériles. Tales soluciones
acuosas pueden regularse, si se desea, y hacer primero que el diluyente liquido sea
isotonico con solucién salina o glucosa. Las soluciones del vector como un acido
libre (ADN contiene grupos fosfato acidos) o se puede preparar una sal
farmacolégicamente aceptable en agua adecuadamente mezclada con un
surfactante tal como hidroxipropilcelulosa. También se puede preparar una
dispersion del vector en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de estos y en
aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones

contienen un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos. En este
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sentido, los medios acuosos estériles empleados son facilmente obtenibles
mediante técnicas estandar bien conocidas por los expertos en la técnica.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen, pero no
se limitan a, soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En
todos los casos, la forma es estéril y debe ser fluida en la medida que sea facil de
inyectar. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y
debe conservarse frente a las acciones contaminantes de microorganismos 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,
polietilenglicol liquido y lo similar), mezclas adecuadas de estos, y aceites
vegetales. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de
un revestimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de una dispersion, y mediante el uso de surfactantes.
La prevencién de la accion de los microorganismos puede producirse por diversos
agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido sorbico, timerosal, y lo similar. En muchos casos, se prefiere incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares o cloruro de sodio. La absorciéon prolongada de
las composiciones inyectables puede producirse mediante el uso de agentes
retardadores de la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles incorporando un
vector de terapia génica recombinante en la cantidad requerida en el disolvente

apropiado con varios otros ingredientes enumerados anteriormente, segun sea
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necesario, seguido de esterilizacion por filtro. Generalmente, las dispersiones se
preparan al incorporar el ingrediente activo esterilizado en un vehiculo estéril
que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos
de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de
preparacion deseables son técnicas de secado al vacio vy liofilizacion que
producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado
adicional de la solucion previamente esterilizada por filtrado de esta.

La transduccion con el vector de terapia génica recombinante también
se puede llevar a cabo in vitro. En una modalidad, las células diana deseadas
se eliminan del sujeto, se transducen con el vector de terapia génica
recombinante y se reintroducen en el sujeto.

Los métodos adecuados para la transduccion y reintroduccion de células
transducidas en un sujeto son conocidos en la técnica. En una modalidad, las
células se pueden transducir in vitro combinando el vector de terapia génica
recombinantes con células, p. €j., en medios apropiados, y la evaluacion para
aquellas células que albergan el ADN de interés usando técnicas convencionales
tales como transferencia Southern y/o PCR, o usando marcadores seleccionables.
Las células transducidas se pueden formular luego en composiciones
farmacéuticas, y la composicion se introduce en el sujeto mediante diversas
técnicas, tales como por administracion sistémica, local, inyeccion directa,
parenteral, intravenosa, cerebral, cefalorraquideo, intratecal, intracisternal,

intraputaminal, intranigral, intrahipocampo, intraestriado o intracerebroventricular.
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En algunos casos, la administracion comprende inyeccion intravenosa, cerebral,
cefalorraquidea, intratecal, intracistemal, intraputaminal, intrahipocampal,
intraestriatal o intracerebroventricular. La administracion puede realizarse
mediante inyeccion intratecal con la inclinacion de Threndelenburg.

La transduccion de células con el vector de terapia génica recombinante
descrito en la presente descripcion da como resultado una expresion sostenida o
aumentada de PINK1. Por lo tanto, en la presente descripcion se proporcionan
métodos para administrar o administrar vectores de terapia génica
recombinantes que expresan PINK1 a un sujeto mamifero, preferentemente, un
ser humano. Estos métodos incluyen la transduccion de tejidos (incluidos, entre
otros, los tejidos del cerebro) con el vector de terapia génica recombinante
descrito en la presente descripcion. La transduccién se puede llevar a cabo con
casetes de expresion génica que comprenden elementos de control especificos
de tejido. Por ejemplo, en una modalidad, la transduccion de células neuronales
y tejidos cerebrales esta dirigida por elementos de control especificos de
neuronas, que incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de promotores
enriquecidos con neuronas y otros elementos de control.

En otro aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un vector
de terapia génica recombinante que comprende un polinucledtido variante que
codifica PINK1, en donde una célula transducida con el vector expresa PINK1 a
un nivel mas alto en comparacion con el nivel de PINK1 expresado en una
célula del mismo tipo que se transduce con un vector del mismo tipo que

comprende un polinucledtido silvestre que codifica PINK1.
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En algunas modalidades, las células se ponen en contacto con el vector
de terapia génica recombinante que comprende el polinucleétido variante que
codifica PINK1, lo que aumenta la expresion de PINK1 en las células en
relacion con la expresion de PINK1 en células del mismo tipo que se ponen en
contacto en las mismas condiciones con la misma cantidad de un vector del
mismo tipo que comprende un polinucleoétido silvestre que codifica PINK1.

En algunas modalidades, las neuronas de un sujeto se ponen en
contacto con los vectores de terapia génica recombinante que comprenden el
polinucledtido variante que codifica PINK1, lo que aumenta la expresiéon de
PINK1 en las neuronas en relacidén con la expresion de PINK1 en neuronas del
mismo tipo que se ponen en contacto en las mismas condiciones con la misma
cantidad de un vector del mismo tipo que comprende un polinucleétido silvestre
que codifica PINK1 y de esta manera inhibe, reduce o retrasa la
disfuncién/degeneracion o muerte de neuronas en el sujeto.

En algunas modalidades, la variante de polinucleétido y/o el
polinucledtido silvestre se enlaza operativamente a un promotor.

En algunas modalidades, los vectores son virus adenoasociados (AAV).

En algunas modalidades, PINK1 se expresa al menos aproximadamente
1,1,1,2,1,3,1,4,15,1,6,1,7, 1,8, 1,9 0 2 veces mas alto por células o
neuronas en contacto o transducidas con el vector que comprende el
polinucledtido variante que codifica PINK1 en comparacion con las células o
neuronas que se ponen en contacto o transducidas con el vector que

comprende el polinucledtido silvestre que codifica PINK1.
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En algunas modalidades, el polinucleétido variante que codifica PINK1
tiene al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al
menos aproximadamente 85 % o al menos aproximadamente 90 % de
identidad con la SEQ ID NO.: 2 o la SEQ ID NO.: 3.

En algunas modalidades, las células son neuronas, que pueden
seleccionarse de neuronas corticales, células ependimales, neuronas
glutamatérgica, neuronas gabaérgicas, neuronas dopaminérgicas,
oligodendrocitos, astrocitos y células microgliales.

En otro aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un método
para inhibir, reducir o retrasar la degeneracion o muerte de neuronas en un sujeto,
en donde el método comprende poner en contacto las neuronas con una cantidad
de vector de terapia génica recombinante que comprende un polinucleétido que
codifica PINK1, en donde la cantidad de vector es una cantidad efectiva para
inhibir, reducir o retrasar la degeneracion o muerte de neuronas en el sujeto.

En algunas modalidades, las neuronas se ponen en contacto con una
cantidad de vector correspondiente a una multiplicidad de infeccion (MOI) de entre
aproximadamente 1y aproximadamente 105, o entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 10”4, o aproximadamente 1, o aproximadamente 10, o
aproximadamente 10", o aproximadamente 1072, o aproximadamente 1073, o
aproximadamente 10”4, o aproximadamente 10/5.

En algunas modalidades, el polinucleétido esta enlazado operativamente

a un promotor.
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En algunas modalidades, el polinucleétido es un polinucleétido variante que
codifica PINK1. Y el polinucleétido variante que codifica PINK1 tiene al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 85 % o al menos aproximadamente 90 % de identidad con la
SEQID NO.:20laSEQID NO.: 3.

En algunas modalidades, los vectores son virus adenoasociados (AAV).

En algunas modalidades, las células son neuronas. Y las neuronas
pueden seleccionarse de neuronas corticales, células ependimales, neuronas
glutamatérgica, neuronas gabaérgicas, neuronas dopaminérgicas,

oligodendrocitos, astrocitos y células microgliales.

EJEMPLOS

Los expertos en la técnica apreciaran que puedan hacerse cambios en
las modalidades descritas anteriormente sin apartarse del amplio concepto de
la invencién de estas. Se entendera, por lo tanto, que esta invencion no se
limita a las modalidades particulares descritas, sino que cubre modificaciones
dentro del espiritu y alcance de la presente invencion tal como se define en la
presente descripcion. Y esta bien establecido que el objeto descrito y
reivindicado en la presente descripcion debe verse e interpretarse al momento
de presentar esta solicitud de patente.

Ejemplo 1: Disefio de variantes del gen PINK1 humano
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Dieciséis (16) variantes de genes PINK1 humanos se disefiaron usando
varios algoritmos de disefio (ver la Tabla 1) y se clonaron en el vector AAV1

(con GTO065 que es PINK1 silvestre (PINK 1 silvestre).

Tabla 1
ID del vector | SEQ ID NO. % de identidad | Contenido %
con PINK1 de GC
silvestre
GT0065 1 100 % 63
GT0066 - 80 % 63
GT0067 6 80 % 63
GT0068 - 79 % 65
GT0069 2 78 % 59
GT0070 - 76 % 56
GT0071 - 76 % 56
GT0072 - 77 % 60
GT0073 - 77 % 60
GT0074 3 78 % 61
GT0075 - 82 % 73
GT0076 - 81 % 68
GTO0077 7 78 % 63
GT0078 - 74 % 55
GT0079 8 74 % 55
GT0080 - 75 % 55
GT0081 - 75 % 54

SEQID NO.: 6
atggccgtgcggcaggcecctgggecggggcectgcagcetgggcagagcecctgetgetgeggttcaccg
gcaaacctggcagagcctacggcctgggcagacctggcccagcecgecggctgecgtgaggggagaa

agacccggatgggctgccggceccaggagcecgagcctagaagggtgggectgggcectgectaacag
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actgcggttcttccggcaatcecgtggecggactcgecgctagactgcagagacaatttgtggtgegggcec
tggggatgcgccggceccttgecggecgggcecgtgttcctggcttttggectgggactgggcectgatcgagg
aaaagcaggcagaatcccgcagagcecgtgtctgettgccaggagatccaggcecatcticacccagaa
gagcaaacctggccccgatcctctggacaccagacggcetgcagggcttcagactggaagagtacctg
attggacagtctatcggcaagggctgtagcgccgctgtctatgaggccacgatgcctacactgccacag
aacctggaagtgacaaagagcaccggcctgctgcccggaagaggtcctggaacatctgctectggeg
agggacaggagagagcccctggcegcccctgctttcecctctggctatcaagatgatgtggaacatcage
gccggctectcttctgaagccatcctgaacacaatgagccaggagcetggtgccecgeccagcagggttge
cctggctggagagtacggcgctgtgacatacagaaagtccaagcggggacccaagcagcetggeccce
ccaccctaatatcatcagagtgctgagagccttcaccagcagcgtgcctctgetgectggegcecctggtg
gactaccctgatgtgctgcctagccggctccatcctgaaggectgggccacggecggacccetgttcetgg
tgatgaagaactacccctgcaccctcagacagtacctgtgcgtgaacacccctagccccagactggec
gctatgatgctgctgcagcetgctggaaggcgtggatcacctggtgcagcagggcatcgecccacagaga
tctgaagagcgacaacatcctggtggaacttgaccctgacggctgtccttggctggtaatcgccgacttc
ggctgttgtctggccgacgagagcatcggectacagcetgecattcagcetcettggtacgtggacagaggce
ggcaacggctgcctgatggcccctgaggtgtccaccgccagacctggecccagagecgtgattgacta
cagcaaggccgatgcctgggecgtgggcgcecatcgcectacgagatcttcggectggtcaaccctticta
cggccagggcaaggctcacctggaaagcagaagctaccaggaggcccagctgcccgcecctgectg
agagtgtgccacctgacgtgcgccaactcgtcagagccctgctgcaaagagaggccagcaaaagac
ccagcgcccgtgtggccgcecaatgtgcetgcacctttctctgtggggcgaacacatcctggecctgaaaa
acctcaagctggacaagatggtgggctggctgctgcagcaaagcgecgegaccctgcetggctaatag
actgaccgagaagtgctgcgtggaaaccaagatgaaaatgctgtttctggccaacctggagtgcgaga

cactgtgtcaggcagccctgcetgctgtgcagctggegggecgcecctt
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SEQIDNO.: 7
atggctgtccgccaagcecttagggagagggctgcagctgggcagagcegctcettgetgaggttcaccg
gaaagcccggacgcgcttacggcctcggaaggcecaggtecctgcagegggttgecgtgcgaggggaa
cggcctggttgggcagcaggaccaggagccgagccacggagagtgggactcggectgectaacc
gcctccgcttcttccggcaaagegtggecggtettgccgcacggcettcagegecagttcgtggteecggg
cttggggttgtgccggaccttgtggacgggcecgtgttcctggecttcggactgggcectgggactaatcga
ggaaaagcaggccgaatcccggagagceggtgtcagegtgccaggaaatccaggcecatattcacce
agaagtccaagccgggaccagacccactggacactaggcggctgcagggcttccggetcgagga
atacctcatcggccagtccattggcaaaggttgttcggccgecgtgtacgaggccaccatgcccacce
tgccgcaaaacctggaagtgaccaagtccactgggcttctgcccggaagaggacccgggacttctg
ccccgggagaaggacaggagcgggctcctggagcacccegcegtttccgetggecattaagatgatgt
ggaacatctcggccggttccagctccgaggcecatcctgaacacgatgtcccaagagcetggtgecggce
gtcaagagtcgccttggctggagaatacggcgcecgtgacctaccgcaaatccaagcgcggeccga
aacagctggcgccacaccctaacatcatcagagtgctgcgcegcegttcacctcctcegtgececctgcettc
ctggcgctctggtggactatccggacgtgctccegtcgagactgcaccccgaagggttggggceatgg
acgcaccctgtttctggtcatgaagaactacccctgcactctgcggcagtatctgtgcgtcaacacccce
gtcacctcgccttgccgegatgatgcetgctccaactgctggaaggagtggaccacttggtgcagcagg
gtatcgcccaccgggatctcaagtccgacaacattctggtggagcttgatcccgatggatgeccctgge
tggtcatcgccgacttcggctgcetgectggcetgacgaaagcatcggactccagttgecegttctegtcttgg
tacgtggatcggggcggaaatggctgtctgatggccceccgaagtctccactgcacgecctggaccta
gggccgtgattgactactcgaaggccgatgcatgggccgtcggagccatcgcectacgagattttcgge
ttggtgaacccgttctacggccaagggaaggcccacctggaaagcaggagctaccaggaggcecca

attgcccgceccttecctgagtecgtgecgectgacgtgcgacagcetcgtgecgegceactcectgcaacggg
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aggcctcgaagaggcecgtcagctagggtggcecgcecgaacgtgcetgcatetgtcgetgtggggggaac
acattctggccctgaagaacctcaagctcgacaagatggtcggetggcetgctgcagcaatccgeggce
cactctgctcgccaatcggcetgaccgagaagtgctgcgtggaaaccaagatgaagatgctgtttctcg
ccaacctggagtgcgaaacactgtgccaggctgccctgctgcetctgetcctggagagecgcegctg
SEQIDNO.: 8

atggcggtcaggcaagcactgggtcgaggactgcagctcggtcgggctcttcttttgecggtttaccggt

aaacccggtcgggcatacgggctgggacgacccggacctgccgcetggatgtgttagaggggaga
ggccgggttgggcagccggacccggagcagagccaagaagagtgggtctgggactgcccaacc
gactcaggtttttcaggcagtctgtagcagggttggcagctaggctgcaaagacaattcgtggtacgg
gcgtggggatgcgccgggcecatgtggtcgggeggtcetttttggecttcggtctggggceteggtttgate
gaggagaaacaagctgagtcccgaagagcggtatctgcgtgtcaagagatacaggccatattcac
gcaaaaatcaaagccaggtcccgaccctttggacactaggagactgcaaggattccgcectcgaag
agtatctgatcggtcaatcaataggaaaaggttgttcagctgctgtgtatgaagctacgatgcctaccc
tgcctcaaaatctcgaagtaacgaagtcaaccggattgttgccagggcgagggcecaggcacttctg
cacctggggaagggcaagagagggcaccgggtgcaccggcattccccctcgcaattaaaatgat
gtggaacatatctgccggctcttccagcgaggcaatattgaacacaatgtctcaggaacttgtgecccg
ctagtcgcgtagcacttgccggcgaatatggtgctgtaacttatagaaaaagcaaaagggggccaa
agcagctggcgccgcatcccaacatcataagggtcttgcgagcgttcacttcaagcgtgcectcttcttc
ctggagcgcttgtcgattatcccgatgtcttgccgtcccgattgcacccagagggtctcggtcacggac
gaacgctgttcttggtgatgaaaaactacccttgtactctgcgacaatacttgtgtgtcaacacgccctc
tcctcgattggcagegatgatgcttctccaacttcttgagggagtggaccatttggtccagcagggaat
cgcgcatcgggaccttaagtcagacaacatattggtagaactcgatccggatggttgcccctggcetc

gtgatcgcggattttgggtgctgcttggcagacgaatcaataggactgcaattgccgttttctagttggt
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atgtcgataggggtgggaacgggtgcttgatggcacccgaagtgtctacggcgcgacccggecca
cgagcagttattgattactcaaaggcggatgcctgggctgtcggegctattgcatacgaaatcttcgg
cctcgtgaaccctttctatgggcaaggaaaagcgcaccttgaatccagaagttaccaagaagcgca
gttgcctgegcetcccagagagcegtacctccagatgttagacagcetcgtacgggcactgcttcagaga
gaggcgagcaaaagaccatccgcaagggttgccgccaatgtgttgcatctgtecttgtggggagag
catatcttggcccttaagaatctgaagctggataaaatggtaggatggctcttgcaacaatctgcggce
aacgcttctggctaataggctgacagaaaaatgctgcgtagagaccaaaatgaagatgttgttcctc
gccaaccttgagtgcgaaacgctctgtcaagcggcattgctcttgtgtagctggagagcagctctt
Ejemplo 2: Cribado para expresion de proteinas
Se generaron plasmidos CIS de AAV1 para PINK1 silvestre (GT65) y
todas las 16 variantes PINK1 (GT66-GT81). Luego, los plasmidos se probaron
en células (HEK) 293T de rifidn embrionario humano con inactivacién (KO) de
PINK1 para determinar la expresién de proteinas y ARNm. La Figura 1A
muestra los niveles de proteina PINK1 relativos para 6 constructos de variantes
de PINK1 representativas en células HEK293T con inactivacién de PINK1. Las
células HEK293T con inactivacion de PINK1 se cultivaron a las mismas
densidades celulares durante 24 horas. Al dia siguiente, estas células se
trataron con ADN plasmidico que contenia 6 variantes de PINK1 diferentes a
una concentraciéon de 0,3 microgramo y 1 microgramo. Las células tratadas se
incubaron durante 48 horas y se recolectaron para la estimacion de proteinas
usando transferencia Western. Especificamente, las células se lisaron y el
lisado se sometid a electroforesis para separar las proteinas por tamafio y

carga. Después, las proteinas separadas se consultaron con anticuerpos
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especificos para la proteina PINK1 y se detectaron por medio de
autorradiografia. Se us6 una proteina constitutiva, concretamente actina, como
control interno para normalizar los niveles de proteina en las muestras. Las
bandas de proteina PINK1 y actina se midieron para determinar la intensidad
usando un software de formacion de imagenes y se representaron como se
muestra en la Figura 1B. La Figura 1B muestra un analisis representativo de
transferencia Western de los 16 constructos de variantes de PINK1 que se
sobreexpresaron en células HEK293T con inactivacion de PINK1. El grafico
representa el enriquecimiento relativo de la proteina PINK1 en comparacién
con GT65 (PINK1 silvestre) y se representa en un orden creciente de
expresion. El experimento se repitié tres veces. El analisis estadistico se
realizo en el software GraphPad Prism (ANOVA unilateral, p<0,0001).

Ejemplo 3: Ensayo funcional de variantes PINK1 seleccionadas. Este
conjunto de datos muestra que los plasmidos CIS de AAV1 seleccionados de los
datos de expresion anteriores son funcionales dentro de las células que los
expresan. La Figura 2A muestra imagenes representativas de células HEK293T
silvestres y con inactivacion de PINK1 que se trataron con el vehiculo DMSO o
farmaco de Valinomicina antes y después de sobreexpresar AAV1-PINK1. La
valinomicina es un factor estresante mitofagico que causa que la proteina PINK1
se estabilice sobre la superficie de las mitocondrias desencadenando una
modificacion especifica de PINK1 en otra proteina llamada ubiquitina. Esta
modificacion, denominada pS65-Ub puede detectarse mediante

inmunocitoquimica (Figura 2A) y mediante el ensayo de descubrimiento de
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Mesoscale (MSD, Figura 2B) de pS65-Ub y es una lectura directa para la funcion
de PINK1. Ambas células HEK293T silvestres y con inactivacion que
sobreexpresan AAV1-PINK1 muestran una sefal de pS65-Ub muy fuerte después
del tratamiento con Valinomicina (ultimo panel) en comparacién con el DMSO
(primer y tercer panel) o niveles de fondo (segundo panel). La sobreexpresion de
las variantes de PINK1 se realiz6 como se describi6 anteriormente.

Cinco (5) variantes de PINK1 seleccionadas (GT67, GT69, GT74, GT77,y
GT79), junto con PINK1 silvestre (GT65) se probaron adicionalmente en un
ensayo funcional de PINK1 especifico que mide la fosforilacion de PINK1 de
ubiquitina en serina-65 (p-S65-Ub) después de la induccién de estrés mitofagico
con valinomicina. La Figura 2B muestra datos representativos del ensayo de
MSD pS65-Ub en las HEK293T de PINK1 silvestre y con inactivacion de PINK1
que sobreexpresan las 5 variantes de PINK1 (GT67, GT69, GT74, GT77,y
GT79) en comparacion con el PINK1 silvestre (GT0065). Las barras azules
representan los niveles de pS65-Ub en condiciones normales o sin estreés,
mientras que las barras rojas muestran los niveles estabilizados de pS65-Ub
como una respuesta a la sobreexpresion y funcion de PINK1.

Ejemplo 4: Evaluaciones de supervivencia neuronal

Se realizaron experimentos de rescate de neurotoxina en cultivos
neuronales primarios. Los ensayos de liberacién de LDH miden la citotoxicidad
en neuronas corticales transducidas con vectores AAV1-PINK1. En la presente
descripcidon se muestran las cantidades de LDH liberadas en el medio para los

vectores que contienen una de las 5 variantes de PINK1 seleccionadas en
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comparaciéon con el vector de PINK1 silvestre (“GT65”) después de que los
cultivos neuronales se expusieron con MPP+ (500 pM) a los 7 dias después de
la transduccién a las MOI indicadas. Las cortezas embrionarias de rata del dia
18 (E18) se disociaron usando un protocolo estandar y se sembraron en placas
de 96 pocillos recubiertas con PDL y se incubaron a 37 °C durante 7 dias. Las
neuronas E18 se transdujeron después con un vector AAV1 que contenia una
de las 5 variantes de PINK1 o PINK1 silvestre a tasas de multiplicidad de
infeccion (MOI, por sus siglas en inglés) que variaban de 10 a 10*4 genomas
virales por célula. Las células se incubaron durante otros 7 dias y se recolectd
una alicuota de medio como control previo al tratamiento de todos los pocillos.
Se afadié la neurotoxina MPP+ a una concentracion de 500 yM vy las células
se incubaron con la toxina durante 24 horas. El medio que contiene LDH
(liberado debido a la muerte celular) se recolecté después del tratamiento con
MPP+ y los niveles de LDH se midieron para las condiciones anteriores y
posteriores al tratamiento usando un ensayo colorimétrico disponible
comercialmente. El grafico representa la cantidad de LDH liberada de las
diversas condiciones de tratamiento tal cual se especifica en el eje X para
GT67 (Figura 3A), GT69 (Figura 3B), GT74 (Figura 3C), GT77 (Figura 3D) y
GT79 (Figura 3E). AAV1.rPINK1 (rPINK1=Rata PINK1; MOI=10%4) es el control
positivo que muestra un rescate de muerte celular, es decir, menos LDH
liberada en comparacion con el control (primeras dos barras). En las Figuras
3A 'y 3B, los controles eran neuronas corticales de rata transducidas con el

vector AAV1 vacio, mientras que en las Figuras 3C, 3D y 3E, los controles eran
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neuronas corticales no transducidas. Solamente GT 69 (Figura 3B) y GT74
(Figura 3C) mostraron un efecto similar al control positivo a MOl mas bajas.

Ejemplo 5: Reproducibilidad lote a lote de los efectos de GT69 y GT74
en la supervivencia neuronal

Los vectores de AAV1 que contienen GT69 y GT74 se realizaron justo
asi en la transduccion de neuronas y atenuando la muerte celular después de
una exposicion a toxinas, lo que sugiere la reproducibilidad en los sitios de
produccidn con estas secuencias. La Figura 4 muestra ensayos de liberacion
de LDH para medir la citotoxicidad como se describidé anteriormente en
neuronas corticales primarias transducidas con GT69 o GT74 a las MOI
indicadas. Los resultados estadisticos de ANOVA unilateral se indican con *.

Ejemplo 6: Expresidn de PINK1 in vivo en rata

La expresiéon de PINK1 in vivo robusta se logra después de la inyeccion
directa en el cerebro de rata silvestre de AAV que codifica los tres constructos
(Figura 5). Las ratas silvestres adultas se inyectaron estereotaxicamente
directamente en sus cerebros con 6e9 GC de GT65 (A), GT69 (B) o GT74 (C) en
un volumen fijo de 4 pL por inyeccién (n=4 por vector). 3 semanas despues, los
cerebros se recolectaron y procesaron para hibridacion in situ (ISH) para
determinar los niveles de ARNm de PINK1 humanos (imagenes superiores) e
inmunohistoquimica (imagenes inferiores). Las imagenes representativas del
corte del cerebro coronal completo para el hemisferio inyectado se muestran a la
izquierda (barra de escala = 1 mm), y se amplian en imagenes en la porcién en

recuadro roja-delineada a la derecha (barra de escala = 100 pM). (D) Este
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método de IHC se ha optimizado para detectar solo PINK1 humana, por lo que
no se detecta ninguna sefal en ratas silvestres no inyectadas. Ademas, las
Figuras 6 y 7 son resultados de transferencia western y de qPCR,
respectivamente, de muestras de cuerpo estriado. Estos muestran que GT69 y
GT74 son tan buenos como o mejores que GT65 para inducir la expresién de la
proteina PINK1 humana en el cuerpo estriado de rata silvestre.

Se ha conocido que a los 12 meses de edad, los ratones con inactivacion
de Pink1 han aumentado los niveles de dopamina (DA) en el cuerpo estriado en
relacion con los controles para silvestre (comparar las barras grises a cuadros
con las sélidas en las Figuras 8A y 8B). Se cree que esto es el resultado de la
compensacion presinaptica que resulta del dafo nigroestriado. El tratamiento
con todas las dosis probadas de GT69 resulté en niveles de dopamina
significativamente diferentes que los controles con inactivacion de PINK1 sin
ningun tratamiento de AAV a los 6 meses posteriores a la inyeccién (Figura 8B),
mientras que el vector AAV1.WwPINK1 (GT65) en niveles de dosis coincidentes
no redujo significativamente los niveles aumentados de DA del cuerpo estriado
mas cerca de los niveles de control silvestres (Figura 8A), aunque hubo una
tendencia no significativa hacia la correccion a la dosis mas alta probada. Estos
demuestran que GT69 normaliza los niveles de dopamina en muestras
estriatales de ratas con inactivacion de PINK1.

Ademas, GT69 rescato la pérdida de TH a una dosis mas baja que GT65
en muestras de mesencéfalo de rata con inactivacion de PINK1. La tirosina

hidroxilasa (TH) es un marcador de neuronas dopaminérgicas. En ratas con
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inactivacion de Pink1 a los 12 meses de edad, la dosis efectiva minima que dio
como resultado un aumento significativo en los niveles de TH del mesencéfalo
fue 5 €9 vg para GT65, mientras que GT69 rescata la pérdida de TH en la
dosis 2e9. Se obtuvieron resultados similares mediante espectrometria de
masas (Figura 9A) y transferencia western (Figura 9B).

Ejemplo 7: Habilidades motoras

Las Figuras 10A-10D muestran mapas de trayectoria de ratas silvestres,
ratas con inactivacion de PINK1 o ratas con inactivacion de PINK1 transducidas con
AAV que contienen gen PINK1 silvestre (GT65) o gen PINK1 variante (GT69). Las
Figuras 10E-10G muestran graficos que muestran los cambios de la habilidad
motora para ratas con inactivacion de PINK1 después de la transduccion con AAV
que contiene el gen PINK1 silvestre (GT65) o gen PINK1 variante (GT69).

Ejemplo 8: Expresion de PINK1 in vivo en el cerebro canino

En este ejemplo, se administré una unica inyeccion del vector AAV1 que
contenia GT69 en la sustancia negra del cerebro canino, lo que da como
resultado una expresion transgénica de hPINK1 robusta en esa region. Como se
muestra en la Figura 11, la hibridacién in situ (ISH) e inmunohistoquimica (IHC)
para el ARNm y la proteina de hPINK1 y la tirosina hidroxilasa (TH) de canino
confirmaron el patron de transduccion deseado en el cerebro del perro. Estas
imagenes son imagenes representativas de secciones del mesencéfalo canino

(rep. 1 de 6) a 1 semana después de la inyeccion con GT69 (1e10 vg en 20 pl).





