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NUEVA CONSTRUCCION DE TERAPIA GENICA PARA ENFERMEDAD DE CLN2

REIVINDICACION DE PRIORIDAD

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de los Estados
Unidos Num. de Serie 63/482,495, presentada el 30 de enero de 2022, el contenido completo

de la cual se incorpora a la presente mediante esta referencia.
ANTECEDENTES
1. Campo

La presente divulgacién se refiere en general a los campos de la medicina, virologia y
neurologia. Mas particularmente, se refiere a péptidos dirigidos que dirigen la administracion
de vectores virales a distintas estructuras en el cerebro, particularmente en el tratamiento de
la enfermedad de CLNZ2/deficiencia de TPP1.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La enfermedad de CLN2/deficiencia de TPP1 es una enfermedad neurodegenerativa
infantil provocada por la deficiencia en la enzima lisosomal soluble TPP1 debido a mutaciones
de CLN2. Puesto que los pacientes con CLN2 no pueden producir ningun TPP1 funcional por
si mismos, el reemplazo génico es la mejor opcion terapéutica. TPP1 es una enzima decorada
con manosa-6-fosfato que se puede usar para la correccion cruzada de células deficientes
mediante reemplazo enzimatico o terapia génica. Para la eficacia, la terapia génica para la
deficiencia de TPP1 requiere una amplia distribucion en todo el cerebro. La transduccién de
las células ependimarias que recubren los ventriculos en perros enfermos con CLN2 mostré
la eficacia del tratamiento con una neuropatologia mejorada, una vida util prolongada y la
mejora de los sintomas (Katz, et al, 2013). Sin embargo, la transduccion de estructuras
cerebrales profundas y epéndimo en el cerebro de NHP es poco alcanzable con los actuales

serotipos de AAV.

Los virus adenoasociados (AAV) representan fuertes candidatos terapéuticos para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. Los AAV son virus de ADN de hebra
individual sin envoltura que pueden infectar tanto a las células en divisién como a las que no

lo estan. Después de la infeccion, el virus no exhibe una integracion sélida dentro del genoma
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del huésped, pero persiste como un episoma en el nucleo celular. La expresidon de las cargas
del AAV se controla espacialmente a nivel de la capside del empaque y por el promotor
transgénico. Debido a que el uso del AAV para el tratamiento de la enfermedad puede requerir
la intervencion en el tejido enfermo, puede surgir un problema en ese tejido diana que contiene
un perfil de expresion génica diferente al de su contraparte sana. Encontrar la secuencia
promotora correcta para impulsar la expresion transgénica terapéutica es un objetivo

importante.

Se han desarrollado diferentes estrategias para generar variantes de vectores de AAV,
incluido el disefio racional y la evolucién dirigida. El enfoque de disefio racional utiliza el
conocimiento de las capsides de AAV para realizar cambios dirigidos a la capside para alterar
la eficiencia o especificidad de transduccién, tal como mutaciones de tirosina en la superficie
de la capside para aumentar la eficiencia de transduccion. El enfoque de evolucion dirigida no
requiere ningun conocimiento de la estructura de la capside y se realiza a través de
mutagénesis aleatoria, barajado de la capside o inserciones aleatorias de péptidos. Estas
estrategias generalmente usan sistemas in vitro o ratones, que son ideales para estudios
basados en células o ratones, pero no implican traduccién a la clinica. De hecho, ninguna
variante del AAV se dirige a estructuras cerebrales distintas de manera especifica o eficiente.
Como tal, se necesitan variantes del AAV que sean capaces de dirigirse a distintas estructuras

cerebrales.
BREVE DESCRIPCION

Por lo tanto, de acuerdo con la presente divulgacidn, se proporciona un método para expresar
una tripeptidil peptidasa 1 (TPP1) en una neurona o célula ependimaria de un sujeto, que
comprende administrar al sujeto un virus adenoasociado modificado (AAV) que codifica para
una TPP1 bajo el control de un promotor operable en la neurona o célula ependimaria, en
donde el AAV comprende una proteina de capside modificada que comprende una secuencia
de direccionamiento para dirigirse al epéndimo y las neuronas del CNS, y en donde el AAV
modificado evita la transduccién de los ganglios de la raiz dorsal. EI promotor puede ser un
promotor constitutivo o un promotor especifico de tejido. El promotor puede ser un potenciador

temprano de CMV/promotor de (3 actina de pollo (CAG).

El promotor CAG puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 1. EI AAV modificado
puede ser AAV1. La secuencia de direccionamiento se puede insertar cerca o después de la
posicién 590 de la SEQ ID NO: 2. La secuencia de direccionamiento puede comprender o
consistir en ERDRTRG (SEQ ID NO: 3). La TPP1 puede comprender o consistir en la
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secuencia de SEQ ID NO: 4.

La secuencia de direccionamiento puede estar flanqueada por secuencias
enlazadoras, en donde las secuencias enlazadoras en cada lado de la secuencia de
direccionamiento tienen dos o tres aminoacidos de longitud. Las secuencias enlazadoras
pueden ser SSA en el lado N-terminal de la secuencia de direccionamiento y AS en el lado C-
terminal de la secuencia de direccionamiento. La proteina de capside modificada puede
comprender o consistir en la secuencia de SEQ ID NO: 5. La secuencia de TPP1 puede estar

unida operativamente a una sefial de poliadenilacién.

La administracidon puede ser por administracion directa intracerebroventricular o
intracisternal magna o intratecal. El AAV modificado puede administrarse mas de una vez, tal
como 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas administraciones. La administracion modificada del AAV

puede ocurrir mensualmente, anualmente o cada 5 afios o con menor frecuencia.

Se puede administrar una pluralidad de particulas virales, tal como mediante la
dosificacion de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x10' genomas de vector por
kilogramo (vg/kg), o la dosificacion de aproximadamente 1x107-1x10'4, aproximadamente
1x108-1x10",  aproximadamente  1x10%1x10%,  aproximadamente  1x10"-1x10"4,
aproximadamente 1x10'9-1x10'3, aproximadamente 1x10'°-1x10"'3, aproximadamente 1x10"°-
1x10", aproximadamente 1x10"-1x10'?, o aproximadamente 1x10'2-1x10"3 vg/kg del

paciente.

El sujeto puede padecer Lipofuscincosis Neuronal Ceroidea tipo 2 (CLNZ2) infantil
tardia/enfermedad de Batten. El sujeto puede tener menos de 4 afos o estar entre el

nacimiento y los 25 afios.

En otra modalidad, se proporciona un virus adenoasociado modificado (AAV) que
codifica para una TPP1 bajo el control de un promotor operable en una neurona o célula
ependimaria, en donde el AAV comprende una proteina de capside modificada que
comprende una secuencia de direccionamiento, y en donde el AAV modificado no se dirige a
los ganglios de la raiz dorsal. El promotor puede ser un promotor constitutivo o un promotor
especifico de tejido. El promotor puede ser un potenciador temprano de CMV/promotor de 3
actina de pollo (CAG).

El promotor CAG puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 1. EI AAV modificado

puede basarse en AAV1, pero con una secuencia de direccionamiento cerca o después de la
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posicion 590 de la SEQ ID NO: 2. La secuencia de direccionamiento puede comprender o
consistir en ERDRTRG (SEQ ID NO: 3). La TPP1 puede comprender o consistir en la
secuencia de SEQ ID NO: 4.

La secuencia de direccionamiento puede estar flanqueada por secuencias
enlazadoras, en donde las secuencias enlazadoras en cada lado de la secuencia de
direccionamiento tienen dos o tres o mas aminoacidos de longitud. Las secuencias
enlazadoras pueden ser SSA en el lado N-terminal de la secuencia de direccionamiento y AS
en el lado C-terminal del péptido de secuencia. La proteina de capside modificada puede
comprender o consistir en la secuencia de SEQ ID NO: 5. La secuencia de TPP1 puede estar

unida operativamente a una sefial de poliadenilacion.

También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el AAV
modificado como se describe en la presente, asi como un kit que comprende el AAV

modificado como se describe en la presente.

En aun otra modalidad, se proporciona un uso de un virus adenoasociado (AAV)
modificado que codifica para una tripeptidil peptidasa 1 (TPP1) bajo el control de un promotor
operable en una célula neuronal o ependimaria, en donde el AAV comprende una proteina de
capside modificada que comprende una secuencia de direccionamiento tal como ERDRTRG
(SEQ ID NO: 3), para expresar TPP1 en una neurona o célula ependimaria, en donde el AAV
modificado no se dirige a los ganglios de la raiz dorsal; un uso de un virus adenoasociado
(AAV) modificado que codifica para una tripeptidil peptidasa 1 (TPP1) bajo el control de un
promotor operable en una neurona o célula ependimaria, en donde el AAV comprende una
proteina de capside modificada que comprende la secuencia de direccionamiento ERDRTRG
(SEQ ID NO: 3), para tratar la enfermedad de Lipofuscincosis Neuronal Ceroidea tipo 2 (CLN2)
infantil tardia/enfermedad de Batten en un sujeto afectado por la misma, en donde el AAV
modificado no se dirige a los ganglios de la raiz dorsal; y un uso de un virus adenoasociado
modificado (AAV) que codifica para una tripeptidil peptidasa 1 (TPP1) bajo el control de un
promotor operable en una célula de neurona o ependimaria, en donde el AAV comprende una
proteina de capside modificada que comprende la secuencia de direccionamiento ERDRTRG
(SEQ ID NO: 3), en la preparacion de un medicamento para tratar la enfermedad de
Batten/Lipofuscincosis Neuronal Ceroidea tipo 2 (CLNZ2) infantil tardia en un sujeto afectado

por la misma, en donde el AAV modificado no se dirige a los ganglios de la raiz dorsal.

El uso de la palabra "un" o "una" cuando se usa junto con el término "que comprende"

en las reivindicaciones y/o la memoria descriptiva puede significar "uno(a)", pero también es
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consistente con el significado de "uno(a) o mas", "al menos uno(a)" y "uno(a) o mas de uno(a)".

La palabra "aproximadamente" significa mas o menos el 5% del numero indicado.

Se contempla que cualquier método o composicion descrita en la presente se puede
implementar con respecto a cualquier otro método o composicion descrita en la presente.
Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion seran evidentes a partir
de la siguiente descripcion detallada. Sin embargo, debe entenderse que la descripcion
detallada y los ejemplos especificos, aunque indican modalidades especificas de la
divulgacion, se proporcionan solo a modo de ilustraciéon, ya que varios cambios y
modificaciones dentro del espiritu y alcance de la divulgacion seran evidentes para los

expertos en la técnica a partir de esta descripcién detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para
demostrar adicionalmente determinados aspectos de la presente divulgacion. La divulgacion
se puede entender mejor mediante referencia a uno o mas de estos dibujos en combinacion

con la descripcion detallada de modalidades especificas presentadas en la presente.

La Figura 1. epAAV: El parénquima cerebral y el epéndimo muestran una fuerte
sefal en todo momento. Una capside del AAV dirigida a epéndimo/neurona (epAAV) que
expresa el fluoréoforo mTFP1 (cian) se inyectdé de forma introcerebroventricular (ICV) a un
primate no humano a 1,85E13 vg. Las células ependimarias que recubren los ventriculos
lateral y cuarto, incluido el plexo coroideo, tuvieron una fuerte sefal positiva de mTFP1
observada mediante microscopia confocal. En el parénquima cerebral, hubo células positivas
en el subiculo y parasubiculo, asi como en las areas corticales de todo el cerebro (cortezas
entorrinal, motora y temporal). También se observé una sefal positiva de mTFP1 en multiples
nucleos del talamo (dorsal lateral, dorsal medial y talamo lateral anterior ventral). Las

imagenes confocales se capturaron con un microscopio Leica SP8. Barra de escala de 50 um.

Figura 2. epAAV: Los ganglios de la raiz dorsal (DRG) son negativos para nuestro
transgén. La capside del AAV dirigida al ependimario (epAAV) que expresa el fluoréforo
mTFP1 (cian) se inyecté de forma introcerebroventricular (ICV) a un primate no humano a
1,85E13 vg. Se sabe que la toxicidad de los ganglios de la raiz dorsal se presenta en presencia
de una fuerte expresién exdgena de la administraciéon del AAV. Los nucleos celulares se
visualizaron usando contratincion con DAPI (azul; columna izquierda). Hibridacion in situ de

fluorescencia de RNAscope sondeada para transcritos de interés (columna central, sonda
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indicada dentro de la imagen). Se usé un control positivo (+control) para detectar ubiquitina C
(UBC), un transcrito que se sabe que se expresa en DRG; se us6 una sonda aleatorizada
(Scramble) como control negativo (-control); y se detectdé mTFP1 con una sonda para nuestro
transgén (mTFP1) en DRG cervicales, toracicos y lumbares. Las imagenes combinadas se
muestran en la columna derecha. No hubo transcripciones detectables en las regiones
cervical, toracica o lumbar de los DRG. Por lo tanto, el epéndimo/neurona que se dirige a la
capside no transduce los DRG. Imagenes confocales con un microscopio Leica SP8. Barra de

escala de 50 um.

Figura 3. epAAV: La médula espinal es negativa para nuestro transgén. Una
capside del AAV dirigida a ependima/neurona (epAAV) que expresa el fluoréforo mTFP1 (cian)
se inyectod de forma introcerebroventricular (ICV) a un primate no humano a 1,85E13 vg. Los
nucleos celulares se visualizaron usando contratincion con DAPI (azul; columna izquierda).
Hibridacion in situ de fluorescencia de RNAscope sondeada para transcritos de interés
(columna central, sonda indicada dentro de la imagen). Se usé un control positivo (+control)
para detectar ubiquitina C (UBC), un transcrito que se sabe que se expresa en la médula
espinal; se detect6 mTFP1 con una sonda para nuestro transgén (mTFP1; cian) en las
regiones cervical, toracica y lumbar de la médula espinal. Las imagenes combinadas se
muestran en la columna derecha. No hubo transcripciones detectables en las regiones
cervical, toracica o lumbar de la médula espinal. Imagenes confocales con un microscopio

Leica SP8. Barra de escala de 50 um.

Figura 4. epAAV: Los é6rganos periféricos muestran células escasas o no
positivas. Una capside del AAV dirigida a ependima/neurona (epAAV) que expresa el
fluoréforo mTFP1 (cian) se inyecté de forma introcerebroventricular (ICV) en el CSF a un
primate no humano a 1,85E13 vg. Los nucleos celulares se visualizaron usando contratincion
con DAPI (azul; columna izquierda). Se detecté epifluorescencia para mTFP1 (cian). Las
células con altos niveles de acumulacién de autofluorescencia se muestran en rojo
(autofluorescencia). Las imagenes combinadas se muestran en la columna derecha. El
higado (paneles superiores) tiene un bajo numero de células con sefal positiva para nuestro
transgén, mTFP1, mientras que no hubo deteccién de nuestro transgén en el Corazén
(paneles inferiores). Todas las imagenes se capturaron en un microscopio Leica DM6000B.

Barra de escala de 50 pym.

Figura 5. Curva de supervivencia que representa un aumento en la esperanza de

vida en ratones CIn2’ tratados con nuestra nueva construccién terapéutica en relacién
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con ratones normales o enfermos no tratados. La grafica muestra el porcentaje de
supervivencia de ratones CIn2**, CIn27- y CIn27~ + 5,0 E + 10 vg epAAV a lo largo del tiempo.
En general, el indice de supervivencia mas baja se observé en ratones CIn27~ (n=10) con un
promedio de 17,1 semanas y una vida util maxima de 19,7 semanas. El tratamiento de terapia
génica con 5,0E + 10vg de epAAV aumenta significativamente la vida media de CIn2”- (n=10)
hasta 18,6 semanas en promedio y un maximo de 28,6 semanas. Se observé un indice de

supervivencia del 100% en ratones CIn2*- (n=9). * p<0,05 mediante la prueba de Mantel-Cox.

Figura 6. El inicio del fenotipo del temblor en reposo se retrasa y es menos
agresivo en CIn2” tratado con nuestra nueva construccion terapéutica en relacién con
el no tratado. La gréfica muestra una evaluacion de temblor en reposo en ratones CIn2**,
CIn27-y CIn27~ + 5,0 E + 10 vg epAAV. El fenotipo de temblor en reposo se puede detectar
en ratones CIn2” no tratados a las 13 semanas de edad con respecto a CIn2**, con un
aumento agresivo de la gravedad a lo largo del tiempo. Los ratones CIn2- tratados con 5,0E
+ 10vg de epAAV retrasaron significativamente el inicio del temblor en reposo hasta las 16
semanas, con una atenuacién notable del fenotipo y una progresion mas lenta a lo largo del

tiempo.

Figura 7. La actividad de TPP1 en el sistema nervioso central aumenta en
relacién con los niveles enddégenos después del tratamiento con la nueva construccion
terapéutica. Los graficos muestran la actividad de TPP1 en ratones CIn2*-y CIn27~ no
tratados o tratados con una inyeccion unilateral de 5,0 E +10 vg epAAV. Los ratones
inyectados con epAAV tienen una mayor actividad de TPP1 en las diferentes areas cerebrales
analizadas en comparacion con la actividad de TPP1 enddgena en ratones CIn2” no
inyectados y también estan muy elevados con respecto a los ratones normales. El corazén y
el bazo de los ratones CIn2”- inyectados, aunque no son la diana directa de la terapia, tienen
niveles minimamente aumentados de actividad de TPP1 en relacion con los ratones CIn27- no

inyectados.

Figuras 8A-D. Cuantificacién de la transduccion ependimaria en 5 NHP que
recibieron infusién ICV de AAV-EP+. AAV-Ep+ administrado a (n=5) macacos rhesus a
través de infusion ventricular intracerebral (ICV) a 1E13 vg por sujeto. Células ependimarias
transducidas y neuronas parenquimales identificadas por fluorescencia y morfologia mediante
microscopia de cerebros seccionados. Numero total y transducido de células contadas
mediante un algoritmo automatizado, usando Cellpose y QuPath. (Figura 8A) Imagen

representativa de 40x que muestra una transduccion robusta y la expresion de mRuby3 de la
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capa ependimaria de células que recubren el ventriculo. (Figura 8B) Cuantificacion de células
ependimarias y parenquimatosas transducidas en 75 imagenes (40x), 15.096 células totales
y 5.852 células ependimarias. (Figura 8C) imagenes de escaneo de mosaico 10x tomadas
que muestran una amplia transduccion ependimaria en el area del revestimiento ependimario
del ventriculo lateral anterior (slab 4). (Figura 8D) Cuantificacién de imagenes de escaneo de
mosaico 10x del ventriculo lateral en los slab 4 y 5 de 4 escaneo de mosaico de NHP 8, y se

cuantificaron 34 734 células ependimarias totales.
DESCRIPCION DETALLADA

En la presente se proporcionan métodos para expresar una tripeptidil peptidasa 1 (TPP1) en
el epéndimo y las neuronas de un sujeto, que comprenden administrar al sujeto una capside
de virus adenoasociado (AAV) modificado que encapsida un transgén que codifica para una
TPP1 bajo el control de un promotor operable en la neurona/epéndimo, en donde el AAV
comprende una proteina de capside modificada que comprende una secuencia de

direccionamiento.

En algunas modalidades, cada uno de los vectores virales comprende una capside
modificada, en donde la capside modificada comprende una secuencia de aminoacidos que
dirige el vector viral a una estructura cerebral distinta. En determinadas modalidades, la
estructura cerebral es el tronco encefalico, caudado, corteza cerebelosa, corteza cerebral,
epéndimo, globo palido, hipocampo, meninges, nervio Optico, putamen, médula espinal,
sustancia negra, nucleos subtalamicos, tdlamo o células ependimarias. En determinadas
modalidades, el péptido de direccionamiento es ERDRTRG (SEQ ID NO: 3).

En determinadas modalidades, el vector viral es un vector viral adenoasociado (AAV).
En determinadas modalidades, el AAV se deriva del AAV1. Una secuencia de proteina de
capside del AAV1 de referencia de tipo silvestre de ejemplo se proporciona en la SEQ ID NO:
1, que no transduce el epéndimo en ningun grado apreciable después del parto en el CSF. En
determinados aspectos, el péptido de direccionamiento se inserta en la posicion 590 de la
capside del AAV1. Una secuencia de proteina de la capside del AAV1 modificada de ejemplo
se proporciona en la SEQ ID NO: 4, que muestra la insercion del péptido de direccionamiento
después de la posicién 590 como SSAX 7AS, donde la SSA principal y las AS posteriores son

secuencias enlazadoras y X7 representa el péptido de direccionamiento.

. Enfermedad de Batten/Deficiencia de TPP1



10

15

20

25

30

En algunos aspectos, la presente divulgacion puede dirigirse al uso para tratar un
trastorno neuroldgico, tal como enfermedad de Lipofuscincosis Neuronal Ceroidea tipo 2
(CLN2) infantil tardia/enfermedad de Batten. La enfermedad de Batten es una enfermedad
fatal del sistema nervioso que habitualmente comienza en la infancia, habitualmente entre los
5 y 10 afios de edad. A menudo, es autosdmico recesivo, un nombre comun para la
Lipofuscinosis Neuronal Ceroidea (NCL). Aunque la enfermedad de Batten generalmente se
considera la forma juvenil de NCL (o "tipo 3"), algunos médicos usan el término enfermedad
de Batten para describir todas las formas de NCL. Histéricamente, los NCL se clasificaron por
edad de inicio de la enfermedad como NCL infantil (INCL.), NCL infantil tardio (LINCL), NCL
juvenil (JNCL) o NCL adulto (ANCL). Se han identificado al menos 20 genes asociados con la
enfermedad de Batten, pero la NCL juvenil, la forma mas prevalente de la enfermedad de

Batten, se ha relacionado con mutaciones en el gen CLN3.

La enfermedad de Batten es una enfermedad terminal. Brineura es el primer
tratamiento aprobado por la FDA para retrasar la pérdida de la capacidad de caminar
(deambulacion) en pacientes pediatricos sintomaticos de 3 afos de edad o mas con
Lipofuscinosis Neuronal Ceroidea tipo 2 (CLN2) infantil tardia, también conocida como
deficiencia de tripeptidil peptidasa-1 (TPP1). TPP1, también conocida como proteasa
insensible a la pepstatina lisosémica, es una enzima que en humanos esta codificada para el
gen TPP1. Las mutaciones en el gen TPP1 conducen a la Lipofuscinosis Neuronal Ceroidea
infantil tardia. EI gen humano TPP1 codifica para un miembro de la familia de sedolisina de
serina proteasas. El gen humano tiene 13 exones y se localiza en la banda cromosomica
11p15.

La secuencia de acido nucleico de TPP1 humano se expone como SEQ ID NO: 4. La
TPP1 humana comprende actividad de tripeptidil peptidasa | (actividad de la enzima TPP1).
La actividad de TPP1 comprende una actividad de peptidasa lisosdmica no especifica que
genera tripéptidos a partir de los productos de degradacién producidos por las proteinasas
lisosémicas. Los estudios de especificidad de sustrato indican que TPP1 escinde
principalmente tripéptidos de extremos amino no sustituidos en péptidos y proteinas. El TPP1
expresado enddégenamente se sintetiza como una enzima cataliticamente inactiva. Después
de dirigirse a los lisosomas, debido al entorno acido, TPP1 se procesa autocataliticamente en
una enzima activa madura. La actividad de TPP1 se puede medir y/o cuantificar in vitro usando

métodos conocidos. Ver, por ejemplo, Junaid et al., 1999.

El TPP1 humano tiene un tamafo de 61 kDa y esta compuesto por 563 aminoacidos.
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Se genera una isoforma de 34,5 kDa y 320 aminoacidos mediante corte y empalme alternativo
y falta un fragmento peptidico de 1-243 aminoacidos. TPP1 contiene una estructura globular
con un pliegue similar a la subtilisina, una triada catalitica Ser 475-Glu 272-Asp 360. También
contiene un sitio de unién a Ca?* coordinado octaédricamente que son rasgos caracteristicos
de la familia de peptidasas de sedolisina S53. A diferencia de otras peptidasas S53, tiene
restricciones estéricas en el bolsillo del sustrato P4, lo que podria contribuir a su escision
preferencial de tripéptidos del extremo N no sustituido de las proteinas. Dos conformaciones

alternativas del Asp276 catalitico estan asociadas con el estado de activacion de TPP1.

La alta expresion de TPP1 se encuentra en la médula 6sea, la placenta, los pulmones,
la pineal y los linfocitos. La proteasa funciona en el lisosoma para escindir tripéptidos N-
terminales de sustratos y tiene una actividad endopeptidasa mas débil. Se sintetiza como una

enzima cataliticamente inactiva que se activa y autoproteoliza tras la acidificacion.

Las lipofuscinosis neuronales ceroideas (NCL) son un grupo de trastornos
neurodegenerativos hereditarios con fenotipos patoldgicos que presentan lipopigmentos
autofluorescentes en las neuronas y otros tipos de células. Durante las ultimas dos décadas,
la evidencia acumulada indica que los NCL son provocados por mutaciones en ocho genes
diferentes, incluidos los genes que codifican para varias proteinas solubles (catepsina D,
PPT1 y TPP1). Las mutaciones del gen TPP1 dan como resultado lipofuscinosis neuronal
ceroidea infantil tardia que se asocia con la incapacidad de degradar neuropéptidos
especificos y una subunidad de ATP sintasa en el lisosoma. Las mutaciones en el gen TPP1
conducen a la lipofuscinosis neuronal ceroidea infantil tardia, una enfermedad
neurodegenerativa fatal de la infancia. Se ha demostrado que una inyeccion individual de
implantacion intravitrea de células madre autdlogas derivadas de médula ésea transducidas
con una construccion de expresion de TPP1 en una etapa temprana de la progresion de la
enfermedad podria inhibir sustancialmente el desarrollo de déficits de funcidn retiniana
relacionados con la enfermedad y cambios estructurales. Este resultado implica que la terapia
génica ex vivo usando células madre autélogas puede ser un medio efectivo para lograr la
administracion sostenida de compuestos terapéuticos a tejidos tal como la retina para los

cuales la administracion sistémica seria inefectiva.

En algunas modalidades, TPP1 puede estar bajo el control de un promotor, tal como
un potenciador temprano de CMV/promotor de 8 actina de pollo (CAG). El promotor CAG es
un promotor sintético fuerte que se usa con frecuencia para impulsar altos niveles de

expresion génica en vectores de expresion de mamiferos. El promotor CAG se construyo a
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partir de las siguientes secuencias:
(C) el elemento potenciador temprano del citomegalovirus (CMV),
(A) el promotor, el primer exdn y el primer intron del gen de beta-actina de pollo,
(G) el aceptor de empalme del gen de beta-globina de conejo

El elemento sintético resultante se usé en el vector de expresion pCAGGS. El codén
de iniciacion ubicado en la region proximal del segundo exon se alteré mediante digestion con
la enzima de restriccidon Ncol y reemplazando el sitio con un enlazador Hindlll. Aunque la
construccion completa se conoce comunmente como el "promotor CAG", incluye una parte de
la secuencia transcrita (el primer exén y el primer intrén del gen de la beta-actina de pollo) y
elementos potenciadores. Ademas del potenciador temprano inmediato del CMV, el intrén del
gen de la beta actina de pollo contiene un elemento potenciador, que esta altamente
conservado entre los vertebrados. La porcion 3’ del promotor tiene un alto contenido de GC y,

por lo tanto, es refractaria a la amplificacién por PCR.
Il. Vectores de virus adenoasociados (AAV)

El virus adenoasociado (AAV) es un pequeno virus no patégeno de la familia
Parvoviridae. Hasta la fecha, se han identificado numerosos AAV serolégicamente distintos,
y se han aislado mas de una docena de humanos o primates. El AAV se distingue de otros

miembros de esta familia por su dependencia de un virus auxiliar para la replicacion.

Los genomas del AAV pueden existir en un estado extracromosdmico sin integrarse
en los genomas celulares del huésped; poseen una amplia gama de huéspedes; transducen
células en division y no en division in vitro e in vivo y mantienen altos niveles de expresion de
los genes transducidos. Las particulas virales del AAV son estables al calor; resistentes a
solventes, detergentes, cambios en el pH y la temperatura; y se pueden purificar en columna
y/o concentrar en gradientes de CsClI o por otros medios. EI genoma del AAV comprende un
acido desoxirribonucleico de hebra individual (ADNhi), con deteccion positiva o negativa. El
genoma de aproximadamente 4,7 kb del AAV consiste en un segmento de ADN de hebra
individual de polaridad positiva o negativa. Los extremos del genoma son repeticiones
terminales invertidas (ITR) cortas que pueden plegarse en estructuras de horquilla y servir

como origen de la replicacién del ADN viral.

Un "genoma" de AAV se refiere a una secuencia de acido nucleico recombinante que
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finalmente se empaqueta o encapsula para formar una particula del AAV. Una particula del
AAV a menudo comprende un genoma del AAV empaquetado con proteinas de la capside del
AAV. En los casos en que se usan plasmidos recombinantes para construir o fabricar vectores
recombinantes, el genoma del vector del AAV no incluye la porcion del "plasmido" que no
corresponde a la secuencia del genoma del vector del plasmido recombinante. Esta porcién
del genoma no vectorial del plasmido recombinante se denomina "estructura principal del
plasmido", que es importante para la clonacién y amplificacion del plasmido, un proceso que
es necesario para la propagacion y produccion del plasmido, pero que no esta empaquetado
o encapsulado en particulas virales. Por lo tanto, un "genoma" de vector del AAV se refiere a

acido nucleico que se empaqueta o encapsula por proteinas de la capside del AAV.

El virion (particula) de AAV es una particula icosaédrica sin envoltura de
aproximadamente 25 nm de diametro que comprende una capside del AAV. La particula del
AAV comprende una simetria icosaédrica compuesta por tres proteinas de la capside
relacionadas, VP1, VP2 y VP3, que interactian conjuntamente para formar la capside. El
genoma de la mayoria de los AAV nativos a menudo contiene dos marcos de lectura abiertos
(ORF), a veces denominados ORF izquierdo y ORF derecho. EI ORF derecho a menudo
codifica para las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3. Estas proteinas a menudo se
encuentran en una proporcion de 1:1:10 respectivamente, pero pueden estar en proporciones
variadas y todas derivan del ORF derecho. Las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3
difieren entre si por el uso de corte y empalme alternativo y un codén de inicio inusual. El
analisis de delecion ha demostrado que la remocion o alteracion de VP1 que se traduce a
partir de un mensaje empalmado alternativamente da como resultado un rendimiento reducido
de particulas infecciosas. Las mutaciones dentro de la regién codificante de VP3 dan como
resultado la falta de produccion de ADN de progenie de hebra individual o particulas
infecciosas. En determinadas modalidades, el genoma de una particula del AAV codifica para

uno, dos o los tres polipéptidos VP1, VP2 y VP3.

El ORF izquierdo a menudo codifica para las proteinas Rep no estructurales, Rep 40,
Rep 52, Rep 68 y Rep 78, que estan involucradas en la regulacion de la replicaciéon y la
transcripcién ademas de la produccion de genomas de progenie de hebra individual. Dos de
las proteinas Rep se han asociado con la integracion preferencial de los genomas del AAV en
una regién del brazo g del cromosoma 19 humano. Se ha demostrado que Rep68/78 posee
actividad de unién a NTP, asi como actividades de ADN y ARN helicasa. Algunas proteinas
Rep poseen una sefial de localizacién nuclear, asi como varios sitios potenciales de

fosforilacion. En determinadas modalidades, el genoma de un AAV (por ejemplo, un rAAV)
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codifica para algunas o todas las proteinas Rep. En determinadas modalidades, el genoma
de un AAV (por ejemplo, un rAAV) no codifica para las proteinas Rep. En determinadas
modalidades, una o mas de las proteinas Rep se pueden administrar en trans y, por lo tanto,
no se incluyen en una particula del AAV que comprende un acido nucleico que codifica para

un polipéptido.

Los extremos del genoma de AAV comprenden repeticiones terminales invertidas (ITR)
cortas que tienen el potencial de plegarse en estructuras de horquilla en forma de T que sirven
como origen de la replicacion del ADN viral. Por consiguiente, el genoma de un AAV
comprende una o mas (por ejemplo, un par de) secuencias de ITR que flanquean un genoma
de ADN viral de cadena individual. Las secuencias de ITR a menudo tienen una longitud de
aproximadamente 145 bases cada una. Dentro de la regidon ITR, se han descrito dos
elementos que se cree que son fundamentales para la funcion de la ITR, un motivo de
repeticion GAGC vy el sitio de resolucién terminal (trs). Se ha demostrado que el motivo de
repeticion se une a Rep cuando la ITR esta en una conformacién lineal o en horquilla. Se cree
que esta union posiciona a Rep68/78 para la escision en el trs que se presenta de una manera
especifica del sitio y la cadena. Ademas de su papel en la replicacién, estos dos elementos
parecen ser fundamentales para la integracion viral. Dentro del locus de integracion del
cromosoma 19 se encuentra un sitio de unién a Rep con un trs adyacente. Se ha demostrado

que estos elementos son funcionales y necesarios para la integracion especifica del locus.

El término "recombinante", como un modificador de vector, tal como vectores virales
recombinantes, por ejemplo, lentivirus o parvovirus (por ejemplo, AAV), asi como un
modificador de secuencias tal como secuencias de acido nucleico y polipéptidos
recombinantes, significa que las composiciones se han manipulado (es decir, modificado
genéticamente) de una manera que generalmente no se presenta en la naturaleza. Un
ejemplo particular de un vector recombinante, tal como un vector AAV, retroviral o lentiviral,
seria cuando una secuencia de acido nucleico que normalmente no esta presente en el
genoma viral de tipo silvestre se inserta dentro del genoma viral. Un ejemplo de una secuencia
de acido nucleico recombinante seria cuando un acido nucleico (por ejemplo, un gen) codifica
para un ARN inhibidor clonado en un vector, con o sin regiones 5', 3' y/o intrén en las que el
gen esta normalmente asociado dentro del genoma viral. Aunque el término "recombinante”
no siempre se usa en la presente con referencia a vectores, tal como vectores virales, asi
como secuencias tal como polinucleotidos, las formas "recombinantes" que incluyen
secuencias de acido nucleico, polinucledtidos, transgenes, etc. se incluyen expresamente a

pesar de cualquier omisidn de este tipo.
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Un "vector" viral recombinante se deriva del genoma de tipo silvestre de un virus
mediante el uso de métodos moleculares para remover parte del genoma de tipo silvestre del
virus y reemplazarlo con un acido nucleico no nativo, tal como una secuencia de acido
nucleico. Habitualmente, por ejemplo, para AAV, una o ambas secuencias de repeticion
terminal invertida (ITR) del genoma del AAV se retienen en el vector del AAV recombinante.
Un vector viral "recombinante” (por ejemplo, rAAV) se distingue de un genoma viral (por
ejemplo, AAV), ya que parte del genoma viral se ha reemplazado con una secuencia no nativa
con respecto al acido nucleico genémico viral, tal como un acido nucleico que codifica para
un transactivador o acido nucleico que codifica para un ARN inhibidor o acido nucleico que
codifica para una proteina terapéutica. Por lo tanto, la incorporacién de estas secuencias de
acido nucleico no nativas define el vector viral como un vector "recombinante”, que en el caso

del AAV se puede denominar "vector rAAV".

En determinadas modalidades, un AAV (por ejemplo, un rAAV) comprende dos ITR.
En determinadas modalidades, un AAV (por ejemplo, un rAAV) comprende un par de ITR. En
determinadas modalidades, un AAV (por ejemplo, un rAAV) comprende un par de ITR que
flanquean (es decir, estan en cada extremo 5'y 3') de una secuencia de acido nucleico que al

menos codifica para un polipéptido que tiene funcion o actividad.

Un vector del AAV (por ejemplo, vector de rAAV) se puede empaquetar y se denomina
en la presente "particula del AAV" para la posterior infeccion (transduccion) de una célula, ex
vivo, in vitro o in vivo. Cuando un vector del AAV recombinante esta encapsulado o
empaquetado en una particula del AAV, la particula también puede denominarse "particula de
rAAV". En determinadas modalidades, una particula del AAV es una particula de rAAV. Una
particula de rAAV a menudo comprende un vector de rAAV, o una porcion del mismo. Una
particula de rAAV puede ser una o mas particulas de rAAV (por ejemplo, una pluralidad de
particulas del AAV). Las particulas de rAAV habitualmente comprenden proteinas que
encapsulan o empaquetan el genoma del vector de rAAV (por ejemplo, proteinas de la
capside). Se observa que la referencia a un vector de rAAV también se puede usar para hacer

referencia a una particula de rAAV.

Se puede usar cualquier particula del AAV adecuada (por ejemplo, particula de rAAV)
para un método o uso en la presente. Una particula de rAAV y/o genoma comprendido en
esta, se puede derivar de cualquier serotipo o cepa adecuada del AAV. Una particula de rAAV,
y/o genoma comprendido en esta, puede derivar de dos 0 mas serotipos o cepas del AAV.

Por consiguiente, un rAAV puede comprender proteinas y/o acidos nucleicos, o porciones de
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los mismos, de cualquier serotipo o cepa del AAV, en donde la particula del AAV es adecuada
para la infeccién y/o transduccion de una célula de mamifero. Los ejemplos no limitantes de
serotipos del AAV incluyen AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS8, AAV9,
AAV10, AAV11, AAV12, AAV-rh74, AAV-rh10 y AAV-2i8.

En determinadas modalidades, una pluralidad de particulas de rAAV comprende
particulas de, o derivadas de, la misma cepa o serotipo (0 subgrupo o variante). En
determinadas modalidades, una pluralidad de particulas de rAAV comprende una mezcla de

dos o mas particulas de rAAYV diferentes (por ejemplo, de diferentes serotipos y/o cepas).

Como se usa en la presente, el término "serotipo” es una distincién usada para hacer
referencia a un AAV que tiene una capside que es serolégicamente distinta de otros serotipos
del AAV. El caracter distintivo serolégico se determina sobre la base de la falta de reactividad
cruzada entre los anticuerpos contra un AAV en comparacién con otro AAV. Estas diferencias
de reactividad cruzada generalmente se deben a diferencias en las secuencias de proteinas
de la capside/determinantes antigénicos (por ejemplo, debido a las diferencias de secuencia
de VP1, VP2 y/o VP3 de los serotipos del AAV). A pesar de la posibilidad de que las variantes
del AAV que incluyen variantes de la capside pueden no ser serolégicamente distintas de un
AAYV de referencia u otro serotipo del AAV, difieren en al menos un residuo de nucleétido o

aminoacido en comparacion con el serotipo del AAV de referencia u otro.

En determinadas modalidades, un vector de rAAV basado en un primer genoma de
serotipo corresponde al serotipo de una o mas de las proteinas de la capside que empaquetan
el vector. Por ejemplo, el serotipo de uno 0 mas acidos nucleicos del AAV (por ejemplo, ITR)
que comprende el genoma del vector del AAV corresponde al serotipo de una capside que

comprende la particula de rAAV.

En determinadas modalidades, un genoma de vector de rAAV puede basarse en un
genoma de serotipo del AAV (por ejemplo, AAV2) distinto del serotipo de una o mas de las
proteinas de la capside del AAV que empaquetan el vector. Por ejemplo, un genoma de vector
de rAAV puede comprender acidos nucleicos derivados del AAV1 (por ejemplo, ITR), mientras
que al menos una o mas de las tres proteinas de la capside se derivan de un serotipo diferente,
por ejemplo, un serotipo del AAV1, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAVS8, AAV9, AAV10,
AAV11, AAV12, Rh10, Rh74 o AAV-2i8 o una variante de los mismos.

En determinadas modalidades, una particula de rAAV o un genoma de vector de la

misma relacionada con un serotipo de referencia tiene un polinucledtido, polipéptido o

15



10

15

20

25

30

subsecuencia del mismo que comprende o consiste en una secuencia al menos 60% o mas
(por ejemplo, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%,
99,3%, 99,4%, 99,5%, etc.) idéntica a un polinucleétido, polipéptido o subsecuencia de una
particula del AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11,
AAV12, Rh10, Rh74 o AAV-2i8. En modalidades particulares, una particula de rAAV o un
genoma de vector de la misma relacionado con un serotipo de referencia tiene una secuencia
de capside o ITR que comprende o consiste en una secuencia al menos 60% o mas (por
ejemplo, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%,
99,4%, 99,5%, etc.) idéntica a una secuencia de capside o ITR de un serotipo AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAVT7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, AAV12, Rh10, Rh74 o AAV-
2i8.

En determinadas modalidades, un método en la presente comprende el uso,
administracion o suministro de una particula de rAAV1, rAAV2, rAAV3, rAAV4, rAAV5, rAAV6,
rAAV7, rAAVS, rAAV9, rAAV10, rAAV11, rAAV12, rRh10, rRh74 o rAAV-2i8.

En determinadas modalidades, un método en la presente comprende el uso, la
administracion o el suministro de una particula de rAAV1. En determinadas modalidades, una
particula de rAAV1 comprende una capside del AAV1. En determinadas modalidades, una
particula de rAAV1 comprende una o mas proteinas de la capside (por ejemplo, VP1, VP2 y/o
VP3) que son al menos 60%, 65%, 70%, 75% o mas idénticas, por ejemplo, 80%, 85%, 85%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%,
99,3%, 99,4%, 99,5%, etc.,, hasta 100% idénticas a una proteina de la capside
correspondiente de una particula del AAV1 natural o de tipo silvestre. En determinadas
modalidades, una particula de rAAV1 comprende proteinas de la capside de VP1, VP2 y VP3
que son al menos 75% o mas idénticas, por ejemplo, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%, 99,4%, 99,5%, etc.,
hasta 100% idénticas a una proteina de la capside correspondiente de una particula del AAV1
nativa o de tipo silvestre. En determinadas modalidades, una particula de rAAV2 es una
variante de una particula del AAV1 natural o de tipo silvestre. En algunos aspectos, una o mas
proteinas de la capside de una variante del AAV2 tienen 1, 2, 3, 4, 5, 5-10, 10-15, 15-20 o
mas sustituciones de aminoacidos en comparacion con las proteinas de la capside de una

particula del AAV1 nativa o de tipo silvestre.

En determinadas modalidades, una particula de rAAV comprende una o dos ITR (por

ejemplo, un par de ITR) que son al menos 75% o mas idénticos, p. €j., 80%, 85%, 85%, 87%,
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88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%,
99,4%, 99,5%, etc., hasta 100% idéntico a las ITR correspondientes de un AAV1 nativo o de
tipo silvestre, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS8, AAV9, AAV10, AAV11, AAV12,
AAV-rh74, AAV-rh10 o AAV-2i8, siempre que conserven una o mas funciones ITR deseadas
(por ejemplo, capacidad de formar una horquilla, que permite la replicacion del ADN;
integracion del ADN del AAV en el genoma de una célula huésped; y/o empaquetamiento, si

se desea).

En determinadas modalidades, una particula de rAAV1 comprende una o dos ITR (por
ejemplo, un par de ITR) que son al menos 75% o mas idénticas, por ejemplo, 80%, 85%, 85%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%,
99,3%, 99,4%, 99,5%, etc., hasta 100% idénticas a las ITR correspondientes de una particula
del AAV1 nativa o de tipo silvestre, siempre que conserven una o mas funciones ITR deseadas
(por ejemplo, capacidad para formar una horquilla, que permite la replicacién del ADN;
integracién del ADN del AAV en un genoma de célula hospedadora; y/o empaquetamiento, si

se desea).

Una particula de rAAV puede comprender una ITR que tenga cualquier cantidad
adecuada de repeticiones de "GAGC". En determinadas modalidades, una ITR de una
particula del AAV2 comprende 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 o mas repeticiones de "GAGC". En
determinadas modalidades, una particula de rAAV2 comprende una ITR que comprende tres
repeticiones de "GAGC". En determinadas modalidades, una particula de rAAV2 comprende
una ITR que tiene menos de cuatro repeticiones de "GAGC". En determinadas modalidades,
una particula de rAAV2 comprende una ITR que tiene mas de cuatro repeticiones de "GAGC".
En determinadas modalidades, una ITR de una particula de rAAV2 comprende un sitio de
unién a Rep en donde el cuarto nucleoétido en las primeras dos repeticiones de "GAGC" es

una C enlugardeunaT.

Se puede incorporar una longitud de ADN adecuada de ejemplo en vectores de rAAV
para empaquetamiento/encapsidacion en una particula de rAAV de aproximadamente 5
kilobases (kb) o menos. En particular, las modalidades, la longitud del ADN es menor que
aproximadamente 5 kb, menor que aproximadamente 4,5 kb, menor que aproximadamente 4
kb, menor que aproximadamente 3,5 kb, menor que aproximadamente 3 kb o menor que

aproximadamente 2,5 kb.

Los vectores de rAAV que incluyen una secuencia de acido nucleico que dirige la

expresion de un ARNi o polipéptido se pueden generar usando técnicas recombinantes
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adecuadas conocidas en la técnica (por ejemplo, ver Sambrook et al., 1989). Los vectores del
AAV recombinantes se empaquetan habitualmente en particulas del AAV competentes para
la transduccion y se propagan usando un sistema de empaquetamiento viral del AAV. Una
particula del AAV competente para la transduccion es capaz de unirse y entrar en una célula
de mamifero y posteriormente administrar una carga de acido nucleico (por ejemplo, un gen
heterdélogo) al nucleo de la célula. Por lo tanto, una particula de rAAV intacta que es
competente para la transduccién se configura para transducir una célula de mamifero. Una
particula de rAAV configurada para transducir una célula de mamifero a menudo no es
competente para la replicacidon y requiere maquinaria proteica adicional para autorreplicarse.
Por lo tanto, una particula de rAAV que esta configurada para transducir una célula de
mamifero se modifica genéticamente para unirse e ingresar a una célula de mamifero y
administrar un acido nucleico a la célula, en donde el acido nucleico para la administracion a

menudo se coloca entre un par de ITR del AAV en el genoma de rAAV.

Las células hospedadoras adecuadas para producir particulas del AAV competentes
para la transduccién incluyen, pero no se limitan a, microorganismos, células de levadura,
células de insecto y células de mamifero que se pueden usar, o se han usado, como
receptores de vectores de rAAV heterélogos. Se pueden usar células de la linea celular
humana estable, HEK293 (facilmente disponible a través de, por ejemplo, la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo con el Niumero de Acceso ATCC CRL1573). En determinadas
modalidades, se usa una linea celular de rifidn embrionario humano modificado (por ejemplo,
HEK293), que se transforma con fragmentos de ADN de adenovirus tipo 5 y expresa los genes
adenovirales E1a y E1b para generar particulas del AAV recombinantes. La linea celular
HEK293 modificada se transfecta facilmente y proporciona una plataforma particularmente
conveniente en la que producir particulas de rAAV. Los métodos para generar particulas del

AAYV de titulo alto capaces de transducir células de mamifero se conocen en la técnica.

En determinadas modalidades, las funciones auxiliares del AAV se introducen en la
célula hospedadora transfectando la célula hospedadora con una construccién auxiliar del
AAV antes de, o simultaneamente con, la transfeccién de un vector de expresién del AAV. Por
lo tanto, a veces se usan construcciones auxiliares del AAV para proporcionar al menos una
expresion transitoria de los genes rep y/o cap del AAV para complementar las funciones del
AAV faltantes necesarias para la transduccién productiva del AAV. Las construcciones
auxiliares del AAV a menudo carecen de ITR del AAV y no pueden replicarse ni empaquetarse.
Estas construcciones pueden estar en forma de un plasmido, fago, transposén, césmido, virus

o virion. Se han descrito varias construcciones auxiliares del AAV, tal como los plasmidos
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comunmente usados pAAV/Ad y pIM29+45 que codifican para los productos de expresion Rep
y Cap. Se conocen varios otros vectores que codifican para productos de expresién Rep y/o

Cap.
lll. AAV-TTP1 como agente terapéutico

En algunas modalidades, los métodos de transferencia génica viral se pueden usar
para introducir acidos nucleicos en células de mamifero. Estos métodos se pueden usar para
administrar acidos nucleicos que codifican para proteinas terapéuticas a células en cultivo o
en un organismo hospedador. En algunas modalidades, las proteinas terapéuticas pueden ser
utiles para el tratamiento de la enfermedad de Batten/lipofuscincosis neuronal ceroidea tipo 2
(CLNZ2) infantil tardia. Algunas modalidades pueden referirse a la expresion de un polipéptido

que comprende actividad de tripeptidil peptidasa 1 (TPP1).

Un polipéptido que comprende actividad de TPP1 se refiere a una proteina TPP1 de
un mamifero, o una porcién de la misma, que muestra al menos 50%, al menos 60%, al menos
70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, o
aproximadamente 100% de la actividad de peptidasa de la TPP1 humana de la SEQ ID NO:
4 como se ensayo usando un sustrato peptidico adecuado, por ejemplo, como se ensayo
mediante el método de Junaid et al., 1999 u otro método comparable. En determinadas
modalidades, un polipéptido que comprende actividad de TPP1 se refiere a una proteina TPP1
de un mamifero, o una subsecuencia o variante de la misma, que muestra al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al
menos 95%, o aproximadamente 100% de la actividad de peptidasa de la TPP1 humana de
la SEQ ID NO: 4.

Un polipéptido que comprende actividad de TPP1 puede comprender una forma
truncada, mutada, quimérica o modificada de un polipéptido de TPP1 que retiene al menos
actividad parcial de TPP1. Un polipéptido que comprende actividad de TPP1 puede
comprender una proteina TPP1, o una porcién de la misma, obtenida de cualquier organismo
adecuado (por ejemplo, de un mamifero, de un humano, de un mamifero no humano, por
ejemplo, de un perro, cerdo, vaca o similar). En determinadas modalidades, un polipéptido
que comprende actividad de TPP1 tiene al menos 60% de identidad, al menos 70% de
identidad, al menos 75% de identidad, al menos 80% de identidad, al menos 85% de identidad,
al menos 90% de identidad, al menos 95% de identidad, al menos 98% de identidad o 100%

de identidad con la TPP1 codificada por la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 4.
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En determinadas modalidades, una particula del AAV comprende una proteina de la
capside del AAV y un acido nucleico que codifica para un polipéptido que comprende actividad
de TPP1. En determinadas modalidades, una particula del AAV comprende una proteina de
la capside del AAV y un acido nucleico que dirige la expresion y/o secrecion de un polipéptido
que comprende actividad de TPP1. En determinadas modalidades, una particula del AAV
comprende una proteina de la capside del AAV y un acido nucleico que codifica para un
polipéptido de TPP1, o una porcidon enzimaticamente activa del mismo. En determinadas
modalidades, una particula del AAV comprende una proteina de la capside del AAV y un acido
nucleico que dirige la expresion y/o secrecién de un polipéptido TPP1, o una porcion
enzimaticamente activa del mismo. En determinadas modalidades, una particula del AAV
comprende un polipéptido que tiene al menos 50% de identidad, al menos 60% de identidad,
al menos 70% de identidad, al menos 75% de identidad, al menos 80% de identidad, al menos
85% de identidad, al menos 90% de identidad, al menos 95% de identidad, al menos 98% de
identidad o0 100% de identidad con la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:
5. En determinadas modalidades, un acido nucleico que se administra codifica para TPP1,
una TPP1 que tiene una identidad sustancial con la TPP1 de tipo silvestre y/o una variante,
mutante o fragmento de una TPP1. En determinadas modalidades, un acido nucleico que
codifica para una actividad de TPP1 o que codifica para o dirige la expresion de un polipéptido
de TPP1 es un acido nucleico que tiene al menos 50% de identidad, al menos 60% de
identidad, al menos 70% de identidad, al menos 75% de identidad, al menos 80% de identidad,
al menos 85% de identidad, al menos 90% de identidad, al menos 95% de identidad, al menos
98% de identidad o 100% de identidad con el acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 4.

Los polipéptidos de TTP1 recombinantes pueden poseer deleciones y/o sustituciones
de aminoacidos; por lo tanto, una proteina con una delecion, una proteina con una sustituciéon
y una proteina con una delecién y una sustitucion son proteinas modificadas. En algunas
modalidades, estas proteinas pueden incluir ademas inserciones o aminoacidos adicionados,
tal como con proteinas de fusién o proteinas con enlazadores, por ejemplo. Una "proteina
eliminada modificada" carece de uno o mas residuos de la proteina nativa, pero puede poseer

la especificidad y/o actividad de la proteina nativa.

Las variantes de sustitucion o reemplazo habitualmente contienen el intercambio de
un aminoacido por otro en uno o mas sitios dentro de la proteina y pueden disefiarse para
modular una o mas propiedades del polipéptido, particularmente sus funciones efectoras y/o
biodisponibilidad. Las sustituciones pueden o no ser conservadoras, es decir, un aminoacido

se reemplaza con uno de forma y carga similares. Las sustituciones conservadoras son bien
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conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, los cambios de: alanina a serina; arginina a
lisina; asparagina a glutamina o histidina; aspartato a glutamato; cisteina a serina; glutamina
a asparagina; glutamato a aspartato; glicina a prolina; histidina a asparagina o glutamina;
isoleucina a leucina o valina; leucina a valina o isoleucina; lisina a arginina; metionina a leucina
o isoleucina; fenilalanina a tirosina, leucina, o metionina; serina a treonina; treonina a serina;

triptéfano a tirosina; tirosina a triptéfano o fenilalanina; y valina a isoleucina o leucina.

Ademas de una delecion o sustitucion, una proteina modificada puede poseer una
insercion de residuos, que habitualmente implica la adicion de al menos un residuo en el
polipéptido. Esto puede incluir la insercion de un péptido o polipéptido de direccionamiento o

simplemente un residuo individual.

El término "equivalente biolégicamente funcional" se entiende bien en la técnica y se
define adicionalmente en detalle en la presente. Por consiguiente, se incluyen secuencias que
tienen entre aproximadamente 70% y aproximadamente 80%, o entre aproximadamente 81%
y aproximadamente 90%, o incluso entre aproximadamente 91% y aproximadamente 99% de
aminoacidos que son idénticos o funcionalmente equivalentes a los aminoacidos de un
polipéptido de control, siempre que se mantenga la actividad bioldgica de la proteina. Una
proteina recombinante puede ser bioldgicamente funcional equivalente a su contraparte nativa

en determinados aspectos.

También se entendera que las secuencias de aminoacidos y acido nucleico pueden
incluir residuos adicionales, tal como aminoacidos N- o C-terminales adicionales o secuencias
5’ 0 3', y aln asi ser esencialmente como se expone en una de las secuencias divulgadas en
la presente, siempre que la secuencia cumpla con los criterios expuestos anteriormente,
incluido el mantenimiento de la actividad biolégica de la proteina en lo que respecta a la
expresion de la proteina. La adicidon de secuencias terminales se aplica particularmente a
secuencias de acido nucleico que pueden, por ejemplo, incluir diversas secuencias no
codificantes que flanquean cualquiera de las porciones 5’ o 3' de la regién codificante o
pueden incluir diversas secuencias internas, es decir, intrones, que se sabe que se producen

dentro de los genes.
IV. Métodos de Administracién

Los vectores virales, en algunos aspectos, se pueden administrar directamente a los
pacientes (in vivo) o se pueden usar para tratar células in vitro o ex vivo, y luego se pueden

administrar a los pacientes. El término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico
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portadora pequeia, un plasmido, virus (por ejemplo, vector del AAV) u otro vehiculo que
puede manipularse mediante insercion o incorporacién de un acido nucleico. Los vectores, tal
como vectores virales, se pueden usar para introducir/transferir secuencias de acido nucleico
en las células, de modo que la secuencia de acido nucleico en estas se transcriba y, si codifica

para una proteina, posteriormente se traduzca por las células.

Se puede administrar o tratar cualquier célula o mamifero adecuado mediante un
método o uso descrito en la presente. Habitualmente, se sospecha que un mamifero que
necesita un método descrito en la presente tiene o expresa una proteina anormal o aberrante
que esta asociada con un estado de enfermedad. De manera alternativa, el receptor mamifero
puede tener una condicidon que es susceptible a la terapia de reemplazo génico. Como se usa
en la presente, "terapia de reemplazo génico" se refiere a la administracién al receptor de
material genético exdégeno que codifica para un agente terapéutico y la posterior expresion
del material genético administrado in situ. Por lo tanto, la frase "condicién susceptible de
terapia de reemplazo génico" abarca condiciones tal como enfermedades genéticas (es decir,
una condicion de enfermedad que es atribuible a uno o mas defectos genéticos), patologias
adquiridas (es decir, una condicion patolégica que no es atribuible a un defecto congénito),
canceres y procesos profilacticos (es decir, prevencion de una enfermedad o de una condicion
meédica no deseada). Por consiguiente, tal como se usa en la presente, el término "agente
terapéutico" se refiere a cualquier agente o material, que tiene un efecto benéfico en el
receptor mamifero. Por lo tanto, "agente terapéutico" abarca moléculas tanto terapéuticas

como profilacticas que tienen componentes de acido nucleico o proteina.

Los ejemplos no limitantes de mamiferos incluyen humanos, primates no humanos
(por ejemplo, simios, gibones, chimpancés, orangutanes, monos, macacos y similares),
animales domésticos (por ejemplo, perros y gatos), animales de granja (por ejemplo, caballos,
vacas, cabras, ovejas, cerdos) y animales experimentales (por ejemplo, ratén, rata, conejo,
congjillo de indias). En determinadas modalidades, un mamifero es un ser humano. En
determinadas modalidades, un mamifero es un mamifero no roedor (por ejemplo, humano,
cerdo, cabra, oveja, caballo, perro o similares). En determinadas modalidades, un mamifero
no roedor es un ser humano. Un mamifero puede tener cualquier edad o estar en cualquier
etapa de desarrollo (por ejemplo, un adulto, adolescente, nifio, bebé o un mamifero en el
utero). Un mamifero puede ser macho o hembra. En determinadas modalidades, un mamifero
puede ser un modelo de enfermedad animal, por ejemplo, modelos animales que tienen o
expresan una proteina anormal o aberrante que esta asociada con un estado de enfermedad

0 modelos animales con expresion insuficiente de una proteina, que provoca un estado de
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enfermedad.

Los mamiferos (sujetos) tratados por un método o composicién descritos en la
presente incluyen adultos (18 afios o mas) y nifios (menos de 18 anos). Los adultos incluyen
a los ancianos. Los adultos representativos tienen 50 afios 0 mas. Los nifios varian en edad
de 1-2 afos, o de 24, 4-6, 6-18, 8-10, 10-12, 12-15 y 15-18 afios. Los nifios también

incluyen bebés. Los bebés suelen tener entre 1 y 12 meses de edad.

En determinadas modalidades, un método incluye administrar una pluralidad de
particulas virales a un mamifero como se expone en la presente, donde la gravedad,
frecuencia, progresion o tiempo de inicio de uno o mas sintomas de un estado de enfermedad,
tal como una enfermedad neurodegenerativa, disminuyd, se redujo, se previno, se inhibié o
se retrasd. En determinadas modalidades, un método incluye administrar una pluralidad de
particulas virales a un mamifero para tratar un sintoma adverso de un estado de enfermedad,
tal como una enfermedad neurodegenerativa. En determinadas modalidades, un método
incluye administrar una pluralidad de particulas virales a un mamifero para estabilizar, retrasar
o prevenir el empeoramiento, o la progresién, o revertir y sintomas adversos de un estado de

enfermedad, tal como una enfermedad neurodegenerativa.

En determinadas modalidades, un método incluye administrar una pluralidad de
particulas virales al sistema nervioso central, o una porciéon del mismo como se expone en la
presente, de un mamifero y la gravedad, frecuencia, progresion o tiempo de inicio de uno o
mas sintomas de un estado de enfermedad, tal como una enfermedad neurodegenerativa, se
reducen, reducen, previenen, inhiben o retrasan en al menos aproximadamente 5 a
aproximadamente 10, aproximadamente 10 a aproximadamente 25, aproximadamente 25 a

aproximadamente 50, o aproximadamente 50 a aproximadamente 100 dias.

En determinadas modalidades, un sintoma o efecto adverso comprende un sintoma
en etapa temprana, media o tardia; un sintoma de comportamiento, personalidad o lenguaje;
sintoma de deglucién, movimiento, convulsién, temblor o inquietud; ataxia; y/o un sintoma

cognitivo tal como memoria, capacidad de organizacion.

En determinadas modalidades, un método incluye administrar o suministrar particulas
del AAV-TPP1 a un mamifero y administrar uno o mas agentes inmunosupresores al
mamifero. En determinadas modalidades, un método incluye administrar o suministrar
particulas del AAV-TPP1 a un mamifero y administrar 2, 3, 4 0 mas agentes inmunosupresores

al mamifero. En determinadas modalidades, un método incluye administrar o suministrar
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particulas del AAV-TPP1 a un mamifero y administrar dos agentes inmunosupresores al
mamifero. En una modalidad representativa, un método para tratar a un mamifero incluye
administrar o suministrar particulas del AAV-TPP1 a un mamifero y administrar el primer y

segundo agentes inmunosupresores al mamifero.

Cuando se administran dos o mas agentes inmunosupresores, cada agente
inmunosupresor es distinto y/o diferente (por ejemplo, cada agente difiere en estructura y/o
mecanismo de accién). Un "agente" se refiere a un ingrediente farmacéutico activo. En
determinadas modalidades, un agente inmunosupresor es un agente antiinflamatorio. En
determinadas modalidades, un agente inmunosupresor es micofenolato, o un derivado del
mismo. Un ejemplo de tal derivado de micofenolato es el micofenolato mofetil (MMF). En
determinadas modalidades, un agente inmunosupresor es ciclosporina o un derivado de la
misma. En determinadas modalidades, un primer agente inmunosupresor comprende
ciclosporina y un segundo agente inmunosupresor comprende micofenolato, o un derivado
del mismo (por ejemplo, MMF). En determinadas modalidades, un primer agente
inmunosupresor comprende ciclosporina y un segundo agente inmunosupresor comprende
MMF.

En determinadas modalidades, se administra un agente inmunosupresor antes,
durante y/o después de la administracion de particulas del AAV-TPP1 a un mamifero. En
determinadas modalidades, un agente inmunosupresor se administra simultaneamente con la
administracion de particulas del AAV-TPP1 a un mamifero. En determinadas modalidades, se
administra un agente inmunosupresor después de la administracion de particulas del AAV-
TPP1 a un mamifero. En determinadas modalidades, un agente inmunosupresor se administra
aproximadamente 1 a aproximadamente 60 minutos después, aproximadamente 1 a
aproximadamente 24 horas después, aproximadamente 1 a aproximadamente 100 dias
después, aproximadamente 1 a aproximadamente 12 meses después, o aproximadamente 1
a aproximadamente 5 afios después de la administracién de particulas del AAV-TPP1 a un
mamifero. En determinadas modalidades, se administra un agente inmunosupresor antes de
la administracion de particulas del AAV-TPP1 a un mamifero. En determinadas modalidades,
un agente inmunosupresor se administra aproximadamente 1 a aproximadamente 60 minutos
antes, aproximadamente 1 a aproximadamente 24 horas antes, aproximadamente 1 a
aproximadamente 100 dias antes, o aproximadamente 1 a aproximadamente 3 meses antes
de la administracién de particulas del AAV-TPP1 a un mamifero. En determinadas
modalidades, un agente inmunosupresor se administra aproximadamente 1,

aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5,
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aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9 o
aproximadamente 10 dias antes de la administracién de particulas del AAV-TPP1 a un
mamifero. En determinadas modalidades, un agente inmunosupresor se administra a
intervalos predeterminados antes, durante y/o después de la administracion de particulas del
AAV-TPP1 a un mamifero (por ejemplo, una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia,
cada dos dias, semanalmente, quincenalmente, bimensualmente, combinacion de los mismos

o similares).

En determinadas modalidades, un primer agente inmunosupresor se administra a un
mamifero al menos aproximadamente 1 a aproximadamente 7 dias antes, o aproximadamente
1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4 o aproximadamente 5
semanas antes de la administracion de particulas del AAV-TPP1 a un mamifero y un segundo
agente inmunosupresor se administra aproximadamente 1 a aproximadamente 7 dias antes,
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4 o
aproximadamente 5 semanas antes, durante y/o dentro de aproximadamente 10,
aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40, 19 aproximadamente 50,
aproximadamente 100, aproximadamente 200, aproximadamente 300, aproximadamente
350, aproximadamente 400 o aproximadamente 500 dias después de la administracion de
particulas del AAV-TPP1 al mamifero. En determinadas modalidades, la ciclosporina se
administra a un mamifero al menos aproximadamente 1 a aproximadamente 7 dias antes, o
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4 o
aproximadamente 5 semanas antes de la administracién de particulas del AAV-TPP1 a un
mamifero, y el micofenolato o un derivado del mismo (por ejemplo, MMF) se administra
aproximadamente 1 a aproximadamente 7 dias antes, aproximadamente 1, aproximadamente
2, aproximadamente 3, aproximadamente 4 o aproximadamente 5 semanas antes, durante
y/lo dentro de aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 30,
aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 100, aproximadamente 200,
aproximadamente 300, aproximadamente 350, aproximadamente 400 o aproximadamente
500 dias después de la administracion de particulas del AAV-TPP1 al mamifero. En
determinadas modalidades, la ciclosporina se administra de aproximadamente 1 a
aproximadamente 7 dias antes, o aproximadamente 1, aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 4 o aproximadamente 5 semanas antes de la
administracion de particulas del AAV-TPP1 y a intervalos regulares después del tratamiento,
y el micofenolato o un derivado del mismo (por ejemplo, MMF) se administra una vez de
aproximadamente 1 a aproximadamente 7 dias antes, aproximadamente 1, aproximadamente

2, aproximadamente 3, aproximadamente 4 o aproximadamente 5 semanas antes, durante
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y/o dentro de aproximadamente 10 a aproximadamente 40 dias después de la administracion
de particulas del AAV-TPP1 al mamifero.

Se puede administrar un agente inmunosupresor a cualquier dosis adecuada. En
determinadas modalidades, la ciclosporina se administra a una dosificacién de
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 1 a aproximadamente
20 mg/kg, o aproximadamente 5 a aproximadamente 10 mg/kg a una frecuencia de una, dos
o tres veces al dia, a una vez cada dos dias. En determinadas modalidades, la ciclosporina
se administra a aproximadamente 10 mg/kg dos veces al dia. En determinadas modalidades,
la ciclosporina se administra a aproximadamente 10 mg/kg dos veces al dia durante un
periodo de al menos aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4 o aproximadamente 5 meses. En determinadas modalidades, una
dosificacién de ciclosporina se reduce gradualmente a una dosis de menos de
aproximadamente 5 mg/kg, 0 menos de aproximadamente 2 mg/kg de aproximadamente 1 a
aproximadamente 2 meses después de la administracion de particulas del AAV-TPP1 a un

mamifero.

En determinadas modalidades, el micofenolato o un derivado del mismo (por ejemplo,
MMF), se administra a una dosificacién de aproximadamente 1 a aproximadamente 100
mg/kg, aproximadamente 1 a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 1 a
aproximadamente 25 mg/kg, o aproximadamente 5 a aproximadamente 20 mg/kg a una
frecuencia de una, dos o tres veces al dia, a una vez cada dos dias. En determinadas
modalidades, el micofenolato o un derivado del mismo (por ejemplo, MMF) se administra a
aproximadamente 10 a aproximadamente 20 mg/kg una vez al dia. En determinadas
modalidades, una dosificacion de micofenolato o un derivado del mismo (por ejemplo, MMF)
se reduce a una dosis de menos de aproximadamente 5 mg/kg, o menos de aproximadamente
2 mg/kg de aproximadamente 1 a aproximadamente 2 meses después de la administracion
de particulas del AAV-TPP1 a un mamifero. Un agente inmunosupresor se puede formular en
cualquier formulacion adecuada, adecuada para una via de administracion particular. Diversas
formulaciones farmacéuticamente aceptables de agentes inmunosupresores estan

disponibles comercialmente y son facilmente obtenibles por un médico.

Un agente inmunosupresor se puede administrar por cualquier via adecuada. En
determinadas modalidades, un agente inmunosupresor se administra por via oral. En
determinadas modalidades, el micofenolato o un derivado del mismo, tal como Micofenolato

Mofetilo (MMF), se administra por via oral. En determinadas modalidades, la ciclosporina se
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administra por via oral. Un agente inmunosupresor también puede administrarse por via
parenteral (por ejemplo, por via intramuscular, intravenosa, subcutanea) o administrarse
mediante inyeccion en el cerebro, la médula espinal o una porcion de los mismos (por ejemplo,

inyectada en el CSF).

En determinadas modalidades, un método incluye administrar una o mas (por ejemplo,
una pluralidad de) particulas del AAV-TPP1 al sistema nervioso central de un mamifero (por
ejemplo, un mamifero que tiene un LSD). En determinadas modalidades, el sistema nervioso
central incluye cerebro, médula espinal y fluido cefalorraquideo (CSF). En determinadas
modalidades, un método incluye administrar una o mas particulas del AAV-TPP1 al cerebro o
la médula espinal o el CSF de un mamifero. En determinadas modalidades, las particulas del
AAV-TPP1 se administran a una porcion del cerebro o la médula espinal. En determinadas
modalidades, una composicién que incluye particulas del AAV-TPP1 y un agente
inmunosupresor se administra a la cisterna magna de un mamifero y/o al ventriculo cerebral,
espacio subaracnoideo y/o espacio intratecal y/o epéndimo del mamifero. Por ejemplo, las
particulas del AAV-TPP1 se pueden administrar directamente a la cisterna magna, el espacio
intraventricular, un ventriculo cerebral, el espacio subaracnoideo, el espacio intratecal o el
epéndimo. En determinadas modalidades, un método incluye administrar una o mas particulas

del AAV-TPP1 al epéndimo de un mamifero.

En determinadas modalidades, las particulas del AAV-TPP1 se administran a una o
mas células que entran en contacto con el CSF en un mamifero, por ejemplo, al poner en
contacto las células con particulas del AAV-TPP1. Los ejemplos no limitantes de células que
entran en contacto con el CSF incluyen células ependimarias, células piales, células
endoteliales y/o células meningeas. En determinadas modalidades, las particulas del AAV-
TPP1 se administran a células ependimarias. En determinadas modalidades, las particulas
del AAV-TPP1 se administran a células ependimarias, por ejemplo, poniendo en contacto

células ependimarias con particulas del AAV-TPP1.

En determinadas modalidades, las particulas del AAV-TPP1 se administran
localmente. "Suministro local" se refiere al suministro de un agente activo directamente a un
sitio diana dentro de un mamifero (por ejemplo, directamente a un tejido o fluido). Por ejemplo,
un agente puede administrarse localmente mediante inyeccién directa en un 6rgano, tejido o
ubicacién anatémica especifica. En determinadas modalidades, una o mas particulas del
AAV-TPP1 se administran o administran mediante inyeccion directa al cerebro, la médula

espinal o un tejido o fluido del mismo (por ejemplo, CSF, tal como células ependimarias,
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células piales, células endoteliales y/o células meningeas). Por ejemplo, las particulas del
AAV-TPP1 se pueden administrar directamente, por medio de inyeccién directa, al CSF, la
cisterna magna, el espacio intraventricular, un ventriculo cerebral, el espacio subaracnoideo
y/o el espacio intratecal y/o el epéndimo. En determinadas modalidades, las particulas del
AAV-TPP1 se ponen en contacto con un tejido, fluido o célula del cerebro o la médula espinal
mediante inyeccion directa en un tejido o fluido del cerebro o la médula espinal. En
determinadas modalidades, las particulas del AAV-TPP1 no se administran sistémicamente,
por ejemplo, mediante inyeccidn intravenosa, subcutanea o intramuscular, o mediante infusion
intravenosa. En determinadas modalidades, las particulas del AAV-TPP1 se administran a un

tejido o fluido del cerebro o la médula espinal mediante inyeccion estereotactica.

En determinadas modalidades, una o mas particulas del AAV-TPP1 se administran o
administran mediante inyeccion directa de particulas del AAV-TPP1 en el cerebro, la médula
espinal o un tejido o fluido de los mismos (por ejemplo, CSF tal como el epéndimo). En un
aspecto particular, las particulas del AAV-TPP transducen células ependimarias, células

piales, células endoteliales y/o células meningeas.

Como es evidente para los expertos en la técnica en vista de las ensefianzas de la
presente, tal como los intervalos de dosis proporcionados en la presente, se puede determinar
empiricamente una cantidad efectiva de particulas del AAV-TPP1. La administracion se puede
efectuar en una dosis, de forma continua o intermitente a lo largo del curso del tratamiento.
Las dosis efectivas de administracion pueden ser determinadas por los expertos en la técnica
y pueden variar de acuerdo con el serotipo del AAV, el titulo viral y el peso, la condicion y la
especie de mamifero que se esta tratando. Se pueden llevar a cabo administraciones
individuales y multiples con el nivel de dosis, la diana y el momento seleccionado por el médico

tratante.

En determinadas modalidades, se administra una pluralidad de particulas del AAV-
TPP1. Como se usa en la presente, una pluralidad de particulas del AAV se refiere a

aproximadamente 1x10% a aproximadamente 1x108 particulas.

En determinadas modalidades, las particulas del AAV-TPP1 se administran a una
dosis de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x10'® vg/ml en aproximadamente 1 a
aproximadamente 5 ml; a una dosis de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 ml de
1x10” a aproximadamente 1x10'“vg/ml; o a una dosis de aproximadamente 1 a
aproximadamente 2 ml de 1x10%a aproximadamente 1x10'®vg/ml En determinadas

modalidades, las particulas del AAV-TPP1 se administran a una dosis de aproximadamente
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1x10% a aproximadamente 1x10'® vg/kg de peso corporal del mamifero que se trata. Por
ejemplo, las particulas del AAV-TPP1 se pueden administrar a una dosis de aproximadamente
1x108 vg/kg, aproximadamente 5x108 vg/kg, aproximadamente 1x10° vg/kg,
aproximadamente  5x10°vg/kg, aproximadamente 1x10'°vg/kg, aproximadamente
5x10'° vg/kg, aproximadamente 1x10" vg/kg, aproximadamente 5x10"" vg/kg,
aproximadamente 1x 10'?vg/kg, aproximadamente 5x10'2vg/kg, aproximadamente
1x10'3 vg/kg, aproximadamente 5x10"3 vg/kg, aproximadamente 1x10" vg/kg,
aproximadamente 5x10'* vg/kg, o aproximadamente 1x10'® vg/kg de peso corporal del

mamifero que se esta tratando.

La administracion de particulas del AAV-TPP1 puede ser en una o mas dosis. Se
pueden administrar multiples dosis segun sea necesario para mantener una actividad

enzimatica adecuada, por ejemplo.
V. Composiciones Farmacéuticas

Tal como se usa en la presente, el término "farmacéuticamente aceptable" vy
"fisiolégicamente aceptable" significa una composicion, formulacion, liquido o sélido
biolégicamente aceptable, o mezcla de los mismos, que es adecuado para una o mas vias de
administracion, administracién in vivo o contacto. Una composicion "farmacéuticamente
aceptable" o "fisioldgicamente aceptable" es un material que no es biolégicamente o de otra
manera indeseable, por ejemplo, el material se puede administrar a un sujeto sin provocar
efectos biologicos indeseables sustanciales. Esta composicion, formulaciones vy
composiciones "farmacéuticamente aceptables” y "fisioldgicamente aceptables" pueden ser
estériles. Estas formulaciones y composiciones farmacéuticas se pueden usar, por ejemplo,

en la administracion de una particula viral a un sujeto.

Estas formulaciones y composiciones incluyen disolventes (acuosos o no acuosos),
soluciones (acuosas 0 no acuosas), emulsiones (por ejemplo, aceite en agua o agua en
aceite), suspensiones, jarabes, elixires, medios de dispersién y suspension, recubrimientos,
agentes isotonicos y que promueven o retrasan la absorcién, compatibles con la
administracion farmacéutica o el contacto o suministro in vivo. Los solventes, soluciones y
suspensiones acuosas y no acuosas pueden incluir agentes de suspensién y agentes
espesantes. Los compuestos activos suplementarios (por ejemplo, conservadores, agentes
antibacterianos, antivirales y antifungicos) también se pueden incorporar en las formulaciones

y composiciones.
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Las composiciones farmacéuticas contienen habitualmente un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Estos excipientes incluyen cualquier agente farmacéutico que
no induzca por si mismo la produccidn de anticuerpos dafiinos para el individuo que recibe la
composicion, y que pueda administrarse sin toxicidad indebida. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sorbitol, Tween80 y liquidos tal
como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Las sales farmacéuticamente aceptables se
pueden incluir en la misma, por ejemplo, sales de acidos minerales tal como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de acidos organicos tal como acetatos,
propionatos, malonatos, benzoatos y similares. Ademas, sustancias auxiliares, tal como
tensioactivos, agentes humectantes o emulsionantes, sustancias amortiguadoras del pH y

similares, pueden estar presentes en estos vehiculos.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para que sean compatibles con
una via de administracion o administracion particular, como se expone en la presente o es
conocida por un experto en la técnica. Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas incluyen
portadores, diluyentes o excipientes adecuados para la administracion o administracion por

diversas vias.

Las formas farmacéuticas adecuadas para inyeccion o infusion de particulas del AAV-
TPP1 pueden incluir soluciones o dispersiones acuosas estériles que se adaptan para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables o infundibles estériles,
opcionalmente encapsuladas en liposomas. En todos los casos, la forma final debe ser un
fluido estéril y estable en las condiciones de fabricacién, uso y almacenamiento. El portador o
vehiculo liquido puede ser un disolvente o medio de dispersion liquido que comprende, por
ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicoles liquidos
y similares), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no téxicos y mezclas adecuadas de los
mismos. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante la formacion de
liposomas, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. Se pueden incluir agentes isoténicos, por
ejemplo, azucares, amortiguadores o sales (por ejemplo, cloruro de sodio). La absorcion
prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr mediante el uso en las
composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio

y gelatina.

Las soluciones o suspensiones de particulas del AAV-TPP1 pueden incluir

opcionalmente los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion,
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solucion salina, tal como solucion salina amortiguada con fosfato (PBS), CSF artificial, aceites
fijos, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares),
glicerina u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos y antifingicos tal como
parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascoérbico y similares; antioxidantes tal como acido
ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes tal como acido etilendiaminotetraacético;
amortiguadores tal como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad

tal como cloruro de sodio o dextrosa.

Las formulaciones farmacéuticas, composiciones y sistemas de administracion
apropiados para las composiciones, métodos y usos de la divulgacion se conocen en la
técnica (ver, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (2003) 20t ed.,
Mack Publishing Co., Easton, PA; Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990) 18" ed.,
Mack Publishing Co., Easton, PA; The Merck Index (1996) 12t ed., Merck Publishing Group,
Whitehouse, NJ; Pharmaceutical Principles of Solid Dosage Forms (1993), Technonic
Publishing Co., Inc., Lancaster, Pa.; Ansel and Stoklosa, Pharmaceutical Calculations (2001)
11t ed., Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD; and Poznansky et al., 2004).

Las particulas y composiciones del AAV-TPP1 se pueden formular en forma de
dosificacion unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma
de unidad de dosificacion, tal como se usa en la presente, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para un individuo a tratar; cada unidad
contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacién con el portador farmacéutico requerido. Las formas
farmacéuticas unitarias dependen de la cantidad de particulas del AAV-TPP1 necesarias para
producir los efectos deseados. La cantidad necesaria se puede formular en una dosis
individual o se puede formular en multiples unidades de dosificacion. La dosis puede ajustarse
a una concentracion de particulas del AAV-TPP1 adecuada, opcionalmente combinada con

un agente antiinflamatorio, y empaquetarse para usarse.

En una modalidad, las composiciones farmacéuticas incluiran suficiente material
genético para proporcionar una cantidad terapéuticamente efectiva, es decir, una cantidad
suficiente para reducir o mejorar los sintomas de un estado de enfermedad en cuestion o una
cantidad suficiente para conferir el beneficio deseado. Las composiciones farmacéuticas
contienen habitualmente un excipiente farmacéuticamente aceptable. Estos excipientes
incluyen cualquier agente farmacéutico que no induzca por si mismo la produccién de

anticuerpos dafinos para el individuo que recibe la composicion, y que pueda administrarse
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sin toxicidad indebida. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se
limitan a, sorbitol, Tween80 y liquidos tal como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Las
sales farmacéuticamente aceptables se pueden incluir en la misma, por ejemplo, sales de
acidos minerales tal como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales
de acidos organicos tal como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares.
Ademas, sustancias auxiliares, tal como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias

amortiguadoras del pH y similares, pueden estar presentes en estos vehiculos.

Una "forma de dosificacion unitaria", tal como se usa en la presente, se refiere a
unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a
tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada opcionalmente en asociacién con
un portador farmacéutico (excipiente, diluyente, vehiculo o agente de relleno) que, cuando se
administra en una o mas dosis, se calcula para producir un efecto deseado (por ejemplo,
efecto profilactico o terapéutico). Las formas de dosificacion unitaria pueden estar dentro de,
por ejemplo, ampollas y viales, que pueden incluir una composicion liquida, o una composicion
en un estado liofilizado o liofilizado; un portador liquido estéril, por ejemplo, se puede adicionar
antes de la administracion o suministro in vivo. Las formas de dosificacion unitaria individuales
se pueden incluir en kits o recipientes de dosis multiples. Por lo tanto, por ejemplo, las
particulas virales y las composiciones farmacéuticas de las mismas se pueden empaquetar
en una forma de dosificacion unitaria individual o multiple para facilitar la administracién y la

uniformidad de la dosificacion.

Las formulaciones que contienen particulas del AAV-TPP1 contendran una cantidad
efectiva de las particulas de rAAV en un vehiculo, la cantidad efectiva sera determinada
facilmente por un experto en la técnica. Las particulas del AAV-TPP1 pueden variar
habitualmente de aproximadamente 1% a aproximadamente 95% (p/p) de la composicion, o
incluso mas si es adecuado. La cantidad que se administrara depende de factores tal como la
edad, el peso y la condicion fisica del mamifero o del sujeto humano considerado para el
tratamiento. Las dosis efectivas pueden ser establecidas por un experto en la técnica a través

de ensayos de rutina que establecen curvas de respuesta a la dosis.
VI. Definiciones

Un "promotor" se refiere a una secuencia de nucleétidos, generalmente en direccién
5 de una secuencia codificante, que dirige y/o controla la expresién de la secuencia
codificante al proporcionar el reconocimiento del ARN polimerasa y otros factores necesarios

para la transcripcion adecuada. En algunas modalidades, el promotor comprende una
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secuencia que tiene al menos 50% de identidad, al menos 60% de identidad, al menos 70%
de identidad, al menos 75% de identidad, al menos 80% de identidad, al menos 85% de
identidad, al menos 90% de identidad, al menos 95% de identidad, al menos 98% de identidad

0 100% de identidad con el acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 1.

Un "potenciador" es una secuencia de ADN que puede estimular la actividad de
transcripcion y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heterdlogo que
mejora el nivel o la especificidad tisular de la expresiéon. Es capaz de funcionar en cualquier
orientacion (5->3’ o0 3'->5’) y puede ser capaz de funcionar incluso cuando se coloca aguas

arriba o aguas abajo del promotor.

Los promotores y/o potenciadores pueden derivar en su totalidad de un gen nativo o
estar compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes elementos que se
encuentran en la naturaleza, o incluso estar compuestos por segmentos de ADN sintético. Un
promotor o potenciador puede comprender secuencias de ADN que estan involucradas en la
union de factores proteicos que modulan/controlan la efectividad del inicio de la transcripcion

en respuesta a estimulos, condiciones fisioldgicas o de desarrollo.

Un "transgén" se usa en la presente para referirse convenientemente a una
secuencia/polinucledtido de acido nucleico que se pretende o se ha introducido en una célula
u organismo. Los transgenes incluyen cualquier acido nucleico, tal como un gen que codifica
para un polipéptido o proteina de ARN inhibidor (por ejemplo, TTP1) y son generalmente

heterdlogos con respecto a secuencias genomicas de origen natural.

El término "transducir" se refiere a la introduccién de una secuencia de acido nucleico
en una célula u organismo huésped por medio de un vector (por ejemplo, una particula viral).
Por lo tanto, la introduccién de un transgén en una célula por una particula viral puede
denominarse "transduccion" de la célula. El transgén puede o no integrarse en el acido
nucleico gendmico de una célula transducida. Si un transgén introducido se integra en el acido
nucleico (ADN gendmico) de la célula u organismo receptor, puede mantenerse de forma
estable en esa célula u organismo y transmitirse adicionalmente a o heredarse por células u
organismos de la progenie de la célula u organismo receptor. Finalmente, el transgén
introducido puede existir en la célula receptora o en el organismo huésped de forma
extracromosdémica o solo transitoria. Por lo tanto, una "célula transducida" es una célula en la
que se ha introducido el transgén por medio de la transduccién. Por lo tanto, una célula
"transducida" es una célula en la que, o una progenie de la misma en la que se ha introducido

un transgén. Una célula transducida se puede propagar, transcribir el transgén y expresar la
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proteina codificada. Para los usos y métodos de terapia génica, una célula transducida puede

estar en un mamifero.

Como se usa en la presente, los términos "modificar" o "variante" y las variaciones
gramaticales de los mismos, significan que un acido nucleico, polipéptido o subsecuencia de
los mismos se desvia de una secuencia de referencia. Por lo tanto, las secuencias modificadas
y variantes pueden tener sustancialmente la misma, mayor o menor expresion, actividad o
funcién que una secuencia de referencia, pero al menos conservar una actividad o funcion
parcial de la secuencia de referencia. Un tipo particular de variante es una proteina mutante,
que se refiere a una proteina codificada por un gen que tiene una mutacion, por ejemplo, una

mutacion de sentido erréneo o sin sentido.

Una variante de "acido nucleico" o "polinucleétido" se refiere a una secuencia
modificada que se ha alterado genéticamente en comparacion con el tipo silvestre. La
secuencia puede modificarse genéticamente sin alterar la secuencia de proteina codificada.
Alternativamente, la secuencia puede modificarse genéticamente para codificar una proteina
variante, por ejemplo, una proteina TPP1 variante. Una variante de acido nucleico o
polinucledtido también puede referirse a una secuencia de combinacion que se ha modificado
por codones para codificar una proteina que aun conserva al menos una identidad de
secuencia parcial con una secuencia de referencia, tal como una secuencia de proteina de
tipo silvestre, y también se ha modificado por codones para codificar una proteina variante.
Por ejemplo, algunos codones de esta variante de acido nucleico se cambiaran sin alterar los
aminoacidos de una proteina TPP1 codificada por esta, y algunos codones de la variante de
acido nucleico se cambiaran, lo que a su vez cambia los aminoacidos de una proteina

codificada por esta.

Los términos "proteina" y "polipéptido" se usan indistintamente en la presente. Los
"polipéptidos" codificados por un "acido nucleico” o "polinucleétido” o "transgén" divulgados
en la presente incluyen secuencias nativas parciales o de longitud completa, como con
proteinas polimaérficas naturales y funcionales, subsecuencias funcionales (fragmentos) de las
mismas Yy variantes de secuencia de las mismas, siempre que el polipéptido (por ejemplo,
TPP1) conserve algun grado de funcion o actividad. Por consiguiente, en los métodos y usos
de la divulgacion, no se requiere que estos polipéptidos codificados por secuencias de acido
nucleico sean idénticos a la proteina enddégena que es defectuosa, o cuya actividad, funcién

0 expresion es insuficiente, deficiente o ausente en un mamifero tratado.

Los ejemplos no limitantes de modificaciones incluyen una o mas sustituciones de
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nucleoétidos o aminoacidos (por ejemplo, de aproximadamente 1 a aproximadamente 3, de
aproximadamente 3 a aproximadamente 5, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10,
de aproximadamente 10 a aproximadamente 15, de aproximadamente 15 a aproximadamente
20, de aproximadamente 20 a aproximadamente 25, de aproximadamente 25 a
aproximadamente 30, de aproximadamente 30 a aproximadamente 40, de aproximadamente
40 a aproximadamente 50, de aproximadamente 50 a aproximadamente 100, de
aproximadamente 100 a aproximadamente 150, de aproximadamente 150 a
aproximadamente 200, de aproximadamente 200 a aproximadamente 250, de
aproximadamente 250 a aproximadamente 500, de aproximadamente 500 a
aproximadamente 750, de aproximadamente 750 a aproximadamente 1000 o mas nucleétidos

o residuos).

Un ejemplo de una modificacién de aminoacidos es una sustitucion o una delecion de
aminoacidos conservadora. En modalidades particulares, una secuencia modificada o
variante retiene al menos parte de una funcién o actividad de la secuencia no modificada (por
ejemplo, secuencia de tipo silvestre). Otro ejemplo de una modificacion de aminoacidos es un
péptido de direccionamiento introducido en una proteina de la capside de una particula viral.
Se han identificado péptidos que se dirigen a vectores virales recombinantes, al sistema

nervioso central, tal como a distintas regiones cerebrales.

Una "variante" de una molécula es una secuencia que es sustancialmente similar a la
secuencia de la molécula natural. Para las secuencias de nucledtidos, las variantes incluyen
aquellas secuencias que, debido a la degeneracién del codigo genético, codifican la secuencia
de aminoacidos idéntica de la proteina nativa. Las variantes alélicas de origen natural tal como
estas se pueden identificar con el uso de técnicas de biologia molecular, como, por ejemplo,
con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y las técnicas de hibridacion. Las
secuencias de nucledtidos variantes también incluyen secuencias de nucleétidos derivadas
sintéticamente, tal como las generadas, por ejemplo, mediante el uso de mutagénesis dirigida
al sitio, que codifican para la proteina natural, asi como las que codifican para un polipéptido
que tiene sustituciones de aminoacidos. En general, las variantes de secuencia de nucleétidos
de la divulgacioén tendran al menos 40%, 50%, 60%, a 70%, por ejemplo, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, a 79%, generalmente al menos 80%, por ejemplo, 81%-84%, al
menos 85%, por ejemplo, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %,
a 98%, de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos nativa (endogena). En
determinadas modalidades, la variante es biolégicamente funcional (es decir, retiene 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
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90%, 95%, 99% o 100% de la actividad o funcién del tipo silvestre).

El término "identidad sustancial" de secuencias de polinucledtidos significa que un
polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78% o 79%, o al menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%
u 89%, o al menos 90%, 91%, 92%, 93% o0 94%, o incluso al menos 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad de secuencia, en comparacion con una secuencia de referencia que usa
uno de los programas de alineacion descritos usando parametros estandar. Un experto en la
técnica reconocera que estos valores se pueden ajustar adecuadamente para determinar la
identidad correspondiente de las proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos
teniendo en cuenta la degeneracién de codones, la similitud de aminoacidos, el
posicionamiento del marco de lectura y similares. La identidad sustancial de secuencias de
aminodcidos para estos fines normalmente significa una identidad de secuencia de al menos

70%, al menos 80%, 90% o incluso al menos 95%.

El término "identidad sustancial" en el contexto de un polipéptido indica que un
polipéptido comprende una secuencia con al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%,
77%, 78% 0 79% u 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88% u 89% o al menos 90%,
91%, 92%, 93% 0 94% o incluso 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con
la secuencia de referencia en una ventana de comparacion especifica. Una indicacion de que
dos secuencias de polipéptidos son idénticas es que un polipéptido es inmunolégicamente
reactivo con anticuerpos generados contra el segundo polipéptido. Por lo tanto, un polipéptido
es idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, donde los dos péptidos difieren solo por

una sustitucion conservadora.

Los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren tanto al tratamiento terapéutico como
a las medidas profilacticas o preventivas, en donde el objeto es prevenir, inhibir, reducir o
disminuir un cambio o trastorno fisiolégico no deseado, tal como el desarrollo, progresion o
empeoramiento del trastorno. Para los fines de esta divulgacion, los resultados clinicos
benéficos o deseados incluyen, pero no se limitan a, alivio de los sintomas, disminucién de la
extensién de la enfermedad, estabilizacion de un sintoma o efecto adverso (es decir, que no
empeora o progresa) de la enfermedad, retraso o ralentizacién de la progresién de la
enfermedad, mejora o paliacion del estado de la enfermedad y remision (ya sea parcial o total),
ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la
supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no recibe tratamiento. Los

que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen la condicion o trastorno, asi como
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aquellos predispuestos (por ejemplo, segun lo determinado por un ensayo genético).
VII. Kits

La divulgacién proporciona kits con material de empaque y uno 0 mas componentes
en estos. Un kit habitualmente incluye una etiqueta o prospecto que incluye una descripcién
de los componentes o instrucciones para usarse in vitro, in vivo o ex vivo, de los componentes
en este. Un kit puede contener una coleccién de estos componentes, por ejemplo, un acido

nucleico, vector recombinante y/o particulas virales.

Un kit se refiere a una estructura fisica que alberga uno o mas componentes del kit. El
material de empaquetamiento puede mantener los componentes de forma estéril y puede
estar hecho de material comunmente usado para estos fines (por ejemplo, papel, fibra

corrugada, vidrio, plastico, lamina, ampollas, viales, tubos, etc.).

Las etiquetas o insertos pueden incluir informacién de identificacion de uno o mas
componentes en ellos, cantidades de dosis, farmacologia clinica del o de los ingredientes
activos, incluido el mecanismo de accion, la farmacocinética y la farmacodinamica. Las
etiquetas o insertos pueden incluir informacion que identifique al fabricante, nimeros de lote,
ubicacién y fecha de fabricacion, fechas de vencimiento. Las etiquetas o insertos pueden
incluir informacién que identifique la informacién del fabricante, los nimeros de lote, la
ubicacién del fabricante y la fecha. Las etiquetas o insertos pueden incluir informacion sobre
una enfermedad para la cual se puede usar un componente del kit. Las etiquetas o insertos
pueden incluir instrucciones para el médico o sujeto para usar uno o mas de los componentes
del kit en un método, uso, protocolo de tratamiento o régimen terapéutico. Las instrucciones
pueden incluir cantidades de dosificacion, frecuencia o duracién, e instrucciones para practicar
cualquiera de los métodos, usos, protocolos de tratamiento o regimenes profilacticos o

terapéuticos descritos en la presente.

Las etiquetas o insertos pueden incluir informacién sobre cualquier beneficio que
pueda proporcionar un componente, tal como un beneficio profilactico o terapéutico. Las
etiquetas o insertos pueden incluir informacién sobre posibles efectos secundarios adversos,
complicaciones o reacciones, tal como advertencias al sujeto o al médico con respecto a
situaciones en las que no seria apropiado usar una composicion particular. Los efectos
secundarios adversos o complicaciones también podrian ocurrir cuando el sujeto tiene, estara
o esta tomando actualmente uno o mas medicamentos que pueden ser incompatibles con la

composicion, o el sujeto tiene, estara o esta experimentando actualmente otro protocolo de
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tratamiento o régimen terapéutico que seria incompatible con la composicion y, por lo tanto,

las instrucciones podrian incluir informacion sobre estas incompatibilidades.

Las etiquetas o insertos incluyen "material impreso", por ejemplo, papel o carton, o
separado o fijado a un componente, un kit o material de empaquetamiento (por ejemplo, una
caja), o unido a una ampolla, tubo o vial que contiene un componente del kit. Las etiquetas o
insertos pueden incluir adicionalmente un medio legible por computadora, tal como una
etiqueta impresa con codigo de barras, un disco, un disco 6ptico tal como CD o DVD-
ROM/RAM, DVD, MP3 o un medio de almacenamiento eléctrico tal como RAM y ROM o
hibridos de estos tal como medios de almacenamiento magnético/6ptico, memoria FLASH,

hibridos y tarjetas de tipo memoria.
VIIIl. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar las modalidades preferidas de la
divulgacion. Los expertos en la técnica deben apreciar que las técnicas divulgadas en los
ejemplos que siguen representan técnicas descubiertas por el inventor para funcionar bien en
la practica de la divulgacion vy, por lo tanto, se puede considerar que constituyen modos
preferidos para su practica. Sin embargo, los expertos en la técnica deben, a la luz de la
presente divulgacion, apreciar que se pueden realizar muchos cambios en las modalidades
especificas que se divulgan y aun obtener un resultado similar o similar sin apartarse del

espiritu y alcance de la divulgacion.

Ejemplo 1 — Capsides del AAV evolucionadas para la terapia génica de la
enfermedad de CLN2

Se desarrolld una nueva capside del AAV que transduce preferentemente células
ependimarias, asi como neuronas en NHP (descrito en PCT/US2020/061464).
Posteriormente, se disefid una terapia génica para la enfermedad de CLN2 (descrita
anteriormente en una patente anterior, mientras que la terapia génica se empaqueté en
AAV2), usando la capside del AAV y la secuencia promotora neuronal ubicua (CAG) para
impulsar la expresion de tripeptidil peptidasa 1 (TPP1) en neuronas en todo el cerebro. Como
se muestra en el Apéndice 1, la hTPP1 secretada del epéndimo transducido se expreso de
forma amplia y estable en el cerebro, se toler6 bien y produjo un beneficio terapéutico
dependiente de la dosis en ratones deficientes en TPP1. El AAV modificado con péptido dio
como resultado mejoras solidas en la biodistribucion de hTPP1, con fenotipos mejorados a

dosis significativamente mas bajas (5E10vg) que los serotipos convencionales (1E11vg) en
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Todos los métodos divulgados y reivindicados en la presente pueden realizarse y
ejecutarse sin experimentacion indebida a la luz de la presente divulgacion. Si bien las
composiciones y métodos de la presente divulgacion se han descrito en términos de
modalidades preferidas, sera evidente para los expertos en la técnica que se pueden aplicar
variaciones a los métodos y en los pasos o en la secuencia de pasos del método descrito en
la presente sin apartarse del concepto, espiritu y alcance de la divulgacion. Mas
especificamente, sera evidente que determinados agentes que estan relacionados tanto
quimica como fisiolégicamente pueden sustituirse por los agentes descritos en la presente
mientras que se lograrian los mismos o similares resultados. Todos estos sustitutos y
modificaciones similares evidentes para los expertos en la técnica se consideran dentro del

espiritu, alcance y concepto de la divulgacion como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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