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DESCRIPCION

Composiciones para el tratamiento de afecciones que utilizan virus adeno-asociados recombinantes
autocomplementarios

REFERENCIA CRUZADA

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto ala solicitud de patente provisional estadounidense n.°
62/377.297 presentada el 19 de agosto de 2016.

REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS

El solicitante afirma que la informacién registrada en forma de un archivo de texto del Anexo C/ST.25 presentado en
virtud de la Regla 13ter.1.a), titulado CALIM _16_02_PCT_Sequence_Listing_ST25.txt, es idéntica a la que forma
parte de la solicitud internacional tal como fue presentada. El contenido del listado de secuencias se incorpora aqui
por referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a la terapia génica y a las composiciones para la terapia génica, mas particularmente
al virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV) y a los procedimientos para tratar afecciones o
sintomas de afecciones utilizando sc-rAAV.

ANTECEDENTES

La osteoartritis (OA) afecta a méas de 27 millones de estadounidenses y es la principal causa de discapacidad entre
las personas mayores. Los pacientes con OAtambién tienen un mayor riesgo de muerte. Se calcula que el coste de
OA en nuestro sistema sanitario supera los 100.000 millones de délares anuales. Estas estadisticas reflejan el hecho
de que la osteoartritis es incurable y muy resistente al tratamiento.

El sintoma mas precoz y predominante de la OA es el dolor. Suele aparecer en una fase avanzada del proceso de la
enfermedad, momento en el que suele haber una alteracién estructural considerable en la articulacién afectada,
incluida la pérdida de cartilago articular, la esclerosis del hueso subcondral, la formacién de osteofitos y la inflamacion
sinovial. En las articulaciones de la rodilla, también se producen dafios en los meniscos. En ausencia de farmacos
modificadores de la enfermedad para la osteoartritis (DMOAD) que detengan o reviertan la progresion de la
enfermedad, los tratamientos actuales son paliativos. Dado que actualmente no existe ninguna forma eficaz de
intervenir en el proceso de la enfermedad, muchos pacientes progresan hasta el punto de necesitar una cirugia de
sustitucion total de la articulacién. Aunque se trata de un procedimiento satisfactorio, implica una intervencién
quirdrgica importante y costosa con una amplia rehabilitacién. En muchos casos, es necesaria una cirugia de revisién
para sustituir una articulacién protésica que se ha vuelto disfuncional.

En ausencia de DMOADSs, el estandar actual de cuidados es paliativo. Como se refleja en las directrices mas recientes
para el tratamiento de la OA de rodilla (la articulaciéon diana de esta IND) publicadas por el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) en 2012 y la Academia Americana de Cirujanos Ortopédicos (AAOS) en 2013, los enfoques
actuales del tratamiento se dividen en tres categorias progresivas. La terapia no farmacolégica incluye una serie de
estrategias como la educacién del paciente y la autoayuda, los programas de ejercicio y la pérdida de peso. La terapia
farmacolégica incluye el uso de paracetamol, antiinflamatorios no esteroideos (AINE), opiaceos y la inyeccién
intraarticular de glucocorticoides o acido hialurénico. Los AINE proporcionan un alivio parcial a muchos pacientes, pero
se asocian a hemorragias digestivas altas e insuficiencia renal, lo que resulta especialmente preocupante en el
contexto actual, ya que muchos pacientes con osteoartritis son de edad avanzada. La inyeccidn intraarticular de
glucocorticoides produce un alivio rdpido en muchos casos, pero los efectos suelen persistir sélo unas semanas. La
inyeccién repetida de glucocorticoides es poco practica y estd contraindicada debido a la preocupacién por la infeccién
y a la evidencia de que las dosis altas y sostenidas de glucocorticoides dafian el cartilago articular. Los beneficios de
la inyeccién intraarticular de &cido hialurénico (viscosuplementacidén) son controvertidos; el ACR no hace ninguna
recomendacién al respecto, mientras que la AAOS ya no la recomienda. La inyeccién intraarticular de células madre
mesenquimales (CMM) y hemoderivados autdlogos, como el plasma rico en plaquetas, es cada vez mas popular, pero
no estd aprobada por la FDA para la OA. Las Ultimas recomendaciones de la Osteoarthritis Research Society
International y la Liga Europea contra el Reumatismo para el tratamiento de la OA de rodilla no difieren mucho de las
de la ACR y la AAOS. Las recomendaciones de los distintos organismos ponen de manifiesto la escasez de opciones
terapéuticas para la OAYy la falta total de intervenciones farmacolégicas de eficacia fiable. Incluso cuando hay alguna
respuesta a la terapia, ésta sélo aborda los signos y sintomas, no la progresién de la enfermedad. Cuando el
tratamiento no consigue controlar los sintomas y la progresién de la OA, puede estar indicada la intervencion
quirdrgica.
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El lavado y desbridamiento artroscépico se ha utilizado ampliamente para proporcionar alivio sintomético, pero su uso
ha disminuido tras demostrarse que sus efectos no son mayores que los del placebo. Aveces se realiza una osteotomia
para realinear las fuerzas en la articulaciéon de la rodilla, de modo que la carga sea soportada ahora por zonas de
cartilago intacto. Esta medida puede proporcionar alivio durante varios afios, hasta que el cartilago articular que acaba
de soportar el peso se erosiona y reaparecen los sintomas. En general, la osteotomia se considera una tactica dilatoria
que permite ganar tiempo hasta la implantacién quirdrgica de una prétesis de rodilla. Muchos pacientes evolucionan
hasta el punto de necesitar una sustitucién total de la articulacién, y el afio pasado se implantaron quirirgicamente
mas de 700.000 rodillas artificiales en Estados Unidos.

La IL-1 es un potente mediador tanto de la condrélisis condrocitica como de la supresion de la sintesis de matriz por
los condrocitos. Juntos, estos dos procesos son altamente destructivos para el cartilago. También se ha demostrado
que la IL-1 inhibe la condrogénesis pero, al mismo tiempo, promueve ciertos aspectos de la diferenciacién osteogénica
que podrian ayudar a explicar la formacién de osteofitos y la esclerosis del hueso subcondral. Paradéjicamente, la IL-
1 también promueve la actividad osteoclastica. Al estimular tanto la osteogénesis como la ostedlisis, la IL-1 aumentaria
el recambio 6seo, como se observa en el hueso subcondral durante la OA. Por ultimo, la IL-1 esta bien posicionada
para provocar los cambios inflamatorios que se observan en la OA. Se conocen sus actividades pirogénicas y la
expresién de cantidades insignificantes de IL-1 en las articulaciones de la rodilla de conejos es suficiente para provocar
una sinovitis pronunciada.

Al estudiar el cartilago recuperado de articulaciones humanas con OA, se descubrid que la produccién de IL-1 por los
condrocitos era muy elevada y se mantenia de forma autocrina. Ademas, las células no produjeron IL-1 Ra. Esto
sugiere una mayor activaciéon autocrina y paracrina de los condrocitos por la IL-1 en ausencia de su principal inhibidor
fisiolégico durante la OA. El aumento de la capacidad de respuesta de los condrocitos a la IL-1 en la OA también
quedé indicado por el aumento de la expresion del receptor de IL-1 de tipo I, el receptor de sefalizacién, en los
condrocitos de la OA. La produccidn y el consumo local de IL-1 por los condrocitos pueden ayudar a explicar por qué
las concentraciones de IL-1 en el liquido sinovial tienden a ser bajas, incluso en la OA. Asimismo, los anélisis genéticos
han identificado polimorfismos de nucleétido unico (SNP) en el gen humano que codifica la IL-1 Ra (IL1 RN) y
elementos reguladores que se correlacionan con la incidencia y gravedad de ciertos tipos de OA.

La administracién dirigida de farmacos es un problema importante para el tratamiento intraarticular de enfermedades
articulares. Las moléculas de todos los tamafios, asi como las particulas, se eliminan rapidamente de las articulaciones
a través de los capilares linfaticos, subsinoviales o ambos. Esto dificulta la consecuciéon de dosis terapéuticas
sostenidas de farmacos anti-OA en las articulaciones. Para ello, pueden administrarse moléculas pequefias por via
sistémica, pero las proteinas son dificiles de administrar de esta manera debido a las limitaciones dependientes del
tamafio para atravesar el endotelio fenestrado de los capilares sinoviales. Ademés, la administracién sistémica expone
las zonas no diana a dosis elevadas del farmaco, lo que provoca efectos secundarios no deseados. La rapida salida
de las proteinas de las articulaciones, con vidas medias de unas pocas horas, hace que la administracién intraarticular
sea potencialmente ineficaz. Por ejemplo, la IL-1 Ra recombinante (Kineret, Amgen Biologicals) se administra mediante
inyeccién subcutédnea diaria para tratar los sintomas de la AR. Sin embargo, la administracién diaria no consigue
mantener niveles séricos terapéuticos de IL-1 Ra entre inyecciones (Evans et al., 1996, Human Gene Therapy, 7:1261-
1290; Evans et al., 2005, PNAS 102 (24): 8698-8703). Algunos estudios han utilizado la transferencia genética ex vivo
para introducir la IL-1 Ra en el tratamiento de la OA. Sin embargo, estos enfoques son laboriosos y no parecen
proporcionar una expresién génica a largo plazo (Frisbie et al., 2002, Gene Therapy 9(1): 12-20). Asimismo, varios
estudios describen el uso de una inmunoglobulina de dominio variable dual (DVD-Ig) dirigida contra la IL- 1 alfay la
IL-1 beta (por ejemplo, ABT-981) para tratar la osteoartritis (Kamath et al., 2011, Osteoarthritis and Cartilage
19S1:564; Wang et al., 2015, Osteoarthritis and Cartilage 23:A398-399; Wang et al., 2014, Osteoartritis y cartilago
22:8462- S463; Lacy et al, 2015, mAbs 7(3):605-619; Wu et al., 2009, mAbs 1 (4):339-347; Wang et al., 2014,
Scientific Abstracts SAT0448 pag. 756; Goss et al., 2014, Scientific Abstracts SAT0447 pg. 755-756; US
2015/0050238; Wang et al., 2014 ACR/ARHP Annual Meeting Abstract Number 2237; Wang et al., 2015 ACR/ARHP
Annual Meeting Abstract Number 318). Sin embargo, estos péptidos requieren una introduccién sistémica repetida
(por ejemplo, 4 dosis cada 2 semanas o 3 dosis cada 4 semanas, por ejemplo, mediante inyeccién subcutanea o
infusién intravenosa) debido a su semivida relativamente corta (Wang et al.,, 2015, Osteoarthritis and Cartilage
23:A398-399; Wang et al., 2014, Osteoarthritis and cartilage 22:S462-S463; Evans et al., 2005, PNAS 102 (24): 8698-
8703).

La presente invencion presenta procedimientos y composiciones para administrar un producto génico terapéutico (p.
ej., IL-1 Ra) de forma sostenida a una ubicacién de interés, p. ej., articulaciones. La presente invencién también
presenta procedimientos y composiciones para tratar los sintomas de afecciones como la osteoartritis y la artritis
reumatoide, entre otras. La presente invencién también presenta procedimientos y composiciones para proporcionar
a un individuo (por ejemplo, un humano) una cantidad terapéuticamente eficaz de un producto génico terapéutico (por
ejemplo, IL-1 Ra). Los procedimientos y composiciones pueden incluir un virus adeno-asociado autocomplementario
recombinante (sc-rAAV), en el que el sc-rAAV comprende una capside modificada y un vector (por ejemplo, un vector
sc-rAAV) empaquetado dentro de la capside. El vector puede comprender un transgén (p. ej., una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina de interés, p. ej., un producto génico terapéutico, p. ej., IL-1 Ra o una versién
codén modificada de la misma) unido de forma operable a un promotor (p. €j., un promotor constitutivo). El producto
génico terapéutico puede administrarse en un lugar de interés, por ejemplo, una articulacién. Por ejemplo, para tratar
la osteoartritis, el sc-rAAV puede introducirse en células (por ejemplo, condrocitos, sinoviocitos, etc.) de una
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articulacién mediante inyeccién intraarticular directa. La presente invencién no se limita a las condiciones
mencionadas, ni a la ubicacién de interés (por ejemplo, la articulacion).

Cabe sefialar que Goodrich et al. (Molecular Therapy-Nucleic Acids, 2013, 2:e70) divulga en general un procedimiento
de tratamiento de la osteoartritis mediante IL-1 Ra administrada por scAAV. Sin embargo, Goodrich et al. no identifica
ni habilita especificamente ninguna secuencia particular de IL-1 Ra, por ejemplo, una secuencia de IL-1 Ra segun la
presente invencidn. En particular, el campo de la terapia génica es un area impredecible en la que no se puede asumir
que una secuencia génica concreta para una proteina de interés se expresara de forma eficiente. Ademas, la terapia
génica también es impredecible con respecto a la eficacia en el modelo animal en comparacién con los seres humanos,
por ejemplo, no se puede asumir que si un procedimiento particular es eficaz en un modelo animal que sera eficaz en
los seres humanos. Goodrich et al, 2015 (Gene Ther., 22(7): 536-545) se refiere a un enfoque terapéutico génico para
tratar la osteoartritis en un modelo equino. Kay et al, 2006 (Mol. Ther., 13: S420-S421) se refiere a vectores de virus
adeno-asociados recombinantes autocomplementarios y su uso como vehiculos para el tratamiento de artritis. Pan et
al, 2000 (Arthritis Rheum., 43(2): 289-297) se refiere a la evaluacién del vector rAAV-IL-1Ra en el tratamiento y la
prevencion de la artritis inducida por lipopolisacaridos (LPS). Kay et al, 2009 (J. Gene Med., 11(7): 605-614) se refiere
a la evaluacidén de un AAV autocomplementario de doble cadena como vehiculo para la administracién intraarticular
de genes. US 2015/031083 se refiere a un sistema de administracidén y expresién bioldgica basado en adenovirus para
su uso en el tratamiento o la prevencion de la osteoartritis en articulaciones humanas o de mamiferos.

SUMARIO

La presente invencién se define en las reivindicaciones anexas y se refiere a un gen agonista del receptor de
interleucina 1, un virus adeno-asociado recombinante autocomplementario (sc-rAAV) que comprende dicho gen IL-
1Ra, una composicién que comprende dicho sc-rAAYV, y usos de dichas composiciones.

La presente invencidn presenta un virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV). En algunas
realizaciones, el sc-rAAV comprende una capside AAV modificada y un vector empaquetado dentro de la capside, en
el que el vector comprende un gen IL-1 Ra modificado unido operativamente a un promotory el gen IL-1 Ra modificado
es al menos un 95% idéntico a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el promotor comprende un promotor CMV.
En algunas realizaciones, la capside modificada comprende al menos una parte del serotipo AAV2 y al menos una
parte del serotipo AAV6. En algunas realizaciones, la capside modificada comprende al menos una parte del serotipo
AAV1, AAV2 AAV3, AAV4, AAVS, AAVE, AAV7, AAVSE, AAVY, AAV10, AAV11, o una combinacion de los mismos. En
algunas realizaciones, el vector comprende ademéas secuencias de poliadenilacién de SV40 y de hormona de
crecimiento bovina (bGH). En algunas realizaciones, el vector comprende ademas sitios donantes de empalme (SD)
y aceptores de empalme (SA) de SV40. En algunas realizaciones, el vector comprende sc-rAAV2.5Hu-IL- 1 Ra. En
algunas realizaciones, el sc-rAAV forma parte de una composicion.

En algunas realizaciones, el sc-rAAV comprende una capside AAV modificada y un vector empaquetado dentro de la
capside, en el que el vector comprende un gen |IL-1 Ra modificado unido operativamente a un promotor y el gen IL-1
Ra modificado codifica la proteina IL-1 Ra segun SEQ ID NO: 6.

También se divulga en el presente documento un procedimiento para proporcionar a un humano que lo necesite (por
ejemplo, un humano diagnosticado con osteoartritis o artritis reumatoide o en riesgo de padecerlas) una cantidad
terapéuticamente eficaz del péptido agonista del receptor de interleucina-1 (IL-1 Ra). En algunas opciones, el
procedimiento comprende introducir en una localizacién de interés (por ejemplo, mediante inyeccién intraarticular) una
composiciéon que comprende un virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV) segln la presente
invencién. El sc-rAAV transduce el vector a las células en la localizacién de interés, en la que el gen modificado de IL-
1 Ra se expresa para proporcionar al humano la cantidad terapéuticamente eficaz de dicho péptido IL-1 Ra.

La presente invencidén también presenta una composicibn que comprende un virus adeno-asociado
autocomplementario recombinante (sc-rAAV) segln la presente invencién para su uso en un procedimiento de mejora
de los sintomas de osteoartritis o artritis reumatoide en un humano. En algunas realizaciones, el procedimiento
comprende introducir en una localizacién de interés (por ejemplo, mediante inyeccién intraarticular directa) una
composicibn que comprende un virus adeno recombinante autocomplementario (sc-rAAV) segln la presente
invencién. El sc-rAAV transduce el vector a las células en la localizacion de interés, donde el gen IL-1 Ra modificado
se expresa para proporcionar al humano una cantidad de péptido IL-1 Ra eficaz para mejorar los sintomas asociados
con la osteoartritis o la artritis reumatoide.

La presente invencidén también presenta una composicibn que comprende un virus adeno-asociado
autocomplementario recombinante (sc-rAAV) segln la presente invenciéon para su uso en un procedimiento de
reparacién de cartilago en un humano que lo necesite (por ejemplo, un humano diagnosticado con osteoartritis o artritis
reumatoide o en riesgo de desarrollarlas). En algunas realizaciones, el procedimiento comprende introducir en una
localizacién de cartilago (por ejemplo, mediante inyeccidn intraarticular directa) una composicién que comprende un
virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV) segln la presente invencién. El sc-rAAV transduce
el vector a las células en la localizacion del cartilago, donde se expresa el gen IL-1 Ra modificado para proporcionar
al humano el péptido IL-1 Ra eficaz para reparar el cartilago.
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La presente invencién también presenta un procedimiento para proporcionar el péptido agonista del receptor de
interleucina-1 (IL-1 Ra) a un area de inflamacién. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende introducir en
una localizacién de inflamacién (por ejemplo, mediante inyeccion intraarticular) una composicién que comprende un
virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV) segln la presente invencién. El sc-rAAV transduce
el vector a las células de la localizacién de la inflamacién, en las que el gen modificado de IL-1 Ra se expresa para
proporcionar a las células de la localizacién de la inflamacién una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido 1L-1
Ra para reducir la inflamacion.

En algunas realizaciones, la ubicacién de interés es una articulacién, sinovio, subsinovio, capsula articular, tendén,
ligamento, cartilago o musculo periarticular del ser humano. En algunas realizaciones, las células son condrocitos,
sinoviocitos o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el procedimiento se lleva a cabo una segunda vez en un momento posterior al momento en
que el procedimiento se lleva a cabo por primera vez. En algunas realizaciones, el punto temporal es de al menos 3
meses. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas la cointroduccidén de una terapia secundaria
(por ejemplo, un glucocorticoide, hialuronano, plasma rico en plaquetas, recombinante, IL-1 Ra humana, o una
combinacién de los mismos) a la localizacién de interés en combinacién con la composicion.

También se divulga en el presente documento un procedimiento de administracién del péptido IL-1 Ra a un condrocito
o sinoviocito. En algunas opciones, el procedimiento comprende poner en contacto el condrocito o sinoviocito con un
virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV) segln la presente invencién, por ejemplo una
capside de virus adeno-asociado (AAV) modificada que comprende al menos una porcidén del serotipo 2 y al menos
una porcion del serotipo 6 y un vector empaquetado dentro de la capside, en el que el vector comprende un gen IL-1
Ra modificado unido operativamente a un promotor CMV y el gen IL-1 Ra modificado es al menos un 95% idéntico a
SEQ ID NO: 2. El sc-rAAV transduce el vector al condrocito o sinoviocito y el gen modificado de IL-1 Ra se expresa
para proporcionar el péptido IL-1 Ra al condrocito o sinoviocito.

Para los procedimientos y composiciones antes mencionados, y los usos de dichas composiciones (por ejemplo, un
procedimiento para proporcionar a un humano que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido
agonista del receptor de interleucina-1 (IL-1 Ra), un procedimiento para mejorar los sintomas de osteoartritis o artritis
reumatoide en un humano, un procedimiento para administrar el péptido IL-1 Ra a un condrocito o sinoviocito, una
composicién que comprende un virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV), un vector de virus
adeno-asociado recombinante autocomplementario (sc-rAAV) que comprende un gen IL- 1 Ra modificado unido
operativamente a un promotor CMV, un procedimiento de reparacién de cartilago en un canino que lo necesita, un
procedimiento de suministro de péptido agonista del receptor de interleucina-1 (IL-1 Ra) a una zona de inflamacién,
etc.), el gen IL-1 Ra modificado es al menos un 95% idéntico SEQ ID NO: 2 y puede codificar IL-1 Ra segun SEQ ID
NO: 6.

Cualquier caracteristica o combinacién de caracteristicas descritas aqui estan incluidas dentro del alcance de la
presente invencién siempre que las caracteristicas incluidas en cualquier combinacién no sean mutuamente
inconsistentes como sera aparente del contexto, esta especificacion, y el conocimiento de uno de habilidad ordinaria
en el arte. En la siguiente descripcion detallada se ponen de manifiesto otras ventajas y aspectos de la presente
divulgacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 muestra el plasmido sc-rAAV2.5Hu-IL-1 Ra, que contiene un ADNc modificado que codifica la proteina humana
IL-1 Ra bajo el control del promotor CMV. El inserto genético también contiene secuencias de poliadenilaciéon de SV40
y de la hormona de crecimiento bovina (bGH), asi como sitios donantes de empalme (SD) y aceptores de empalme
(SA) de SV40. La regidn entre repeticiones terminales invertidas (TR) se ha verificado mediante secuenciacion.

TERMINOS

A menos que se explique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente entiende una persona con conocimientos ordinarios en la técnica a la
que pertenece la invencién divulgada. Los términos en singular "un", "uno, una" y "el, 1a" incluyen referentes plurales
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Del mismo modo, se entiende que la palabra "o" incluye "y"
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. "Comprender" significa "incluir’ Por lo tanto, "que comprende

A o B" significa "que incluye A" o0 "que incluye B" 0 "que incluye Ay B"

A continuacién se describen procedimientos y materiales adecuados para la practica y/o ensayo de la divulgacion.
Dichos procedimientos y materiales son meramente ilustrativos y no pretenden ser limitativos. Pueden utilizarse otros
procedimientos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos. Por ejemplo, los procedimientos
convencionales bien conocidos en la técnica a la que pertenece la divulgacién se describen en diversas referencias
generales y mas especificas, incluyendo, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3d ed.,
Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates,
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1992 (y Suplementos hasta 2000); Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods
from Current Protocols in Molecular Biology, 42 ed., Wiley & Sons, 1999; Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990y Harlow y Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1999.

Aunque pueden utilizarse procedimientos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos para practicar o
probar la tecnologia divulgada, a continuacién se describen procedimientos y materiales adecuados. Los materiales,
procedimientos y ejemplos son meramente ilustrativos y no pretenden ser limitativos.

Para facilitar la revisiéon de las diversas realizaciones de la divulgacion, se proporcionan las siguientes explicaciones
de términos especificos:

Virus adenoasociado (AAV), AAV recombinante (rAAV) y AAV recombinante autocomplementario (sc-rAAV): El
AAV es un virus pequefio (20 nm) de la familia Parvoviridae. No se sabe que el AAV cause enfermedades. EI AAV se
ha utilizado recientemente para la terapia génica por diversas razones, entre ellas que ha demostrado tener una baja
inmunogenicidad, la capacidad de transducir eficazmente células que no se dividen y la capacidad de infectar diversos
tipos de células y tejidos. EI AAV recombinante (rAAV) no contiene secuencias codificantes virales nativas. El ADN
recombinante del AAV se empaqueta en la cépside virica como una molécula monocatenaria de unos 4.600
nucleétidos de longitud. Tras la infeccidn de la célula por el virus, la maquinaria molecular de la célula convierte la
cadena simple de ADN en una forma de doble cadena. Sélo la forma de ADN de doble cadena es Util para las proteinas
de la célula que transcriben el gen o genes contenidos en ARN. El AAV autocomplementario (sc-rAAV) es una forma
modificada del rAAV que puede formar una plantilla intramolecular de ADN de doble cadena. Asi, tras la infeccién, las
dos mitades complementarias del sc-rAAV se asociaran para formar una unidad de ADN de doble cadena que estara
lista para su replicacién y sintesis inmediatas.

Expresién: La traducciéon de una secuencia de acido nucleico en una proteina. Las proteinas pueden expresarse y
permanecer intracelulares, convertirse en un componente de la membrana de la superficie celular o ser secretadas a
la matriz extracelular o al medio.

Unido operativamernte: Una primera secuencia de acido nucleico estd unida operativamente con una segunda
secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de acido nucleico se coloca en una relacién funcional con
la segunda secuencia de é&cido nucleico. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una secuencia
codificante si el promotor afecta a la transcripcién o expresién de la secuencia codificante.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables: Los portadores (vehiculos) farmacéuticamente aceptables, por ejemplo,
soluciones, pueden ser convencionales pero no se limitan a vehiculos convencionales. Por ejemplo, E. W. Martin,
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 152 edicién (1975) yD. B. Troy, ed.
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore MD y Philadelphia, PA,
212 Edicién (2006) describen composiciones y formulaciones adecuadas para la administracion farmacéutica de uno
0 méas compuestos o moléculas terapéuticos. En general, la naturaleza del portador dependeré del modo concreto de
administracién empleado. Ademas de portadores bioldgicamente neutros, las composiciones farmacéuticas
administradas pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no téxicas, como agentes humectantes
0 emulsionantes, conservantes y agentes amortiguadores del pH y similares, por ejemplo acetato sdédico o monolaurato
de sorbitan.

Prevenir, tratar, gestionar o mejorar una afeccién: "Prevenir" una enfermedad puede referirse a inhibir el pleno
desarrollo de una afeccion. "Tratar" puede referirse a una intervencién terapéutica que mejora un signo o sintoma de
una enfermedad o condicién patoldgica después de que haya empezado a desarrollarse. "Controlar' puede referirse
a una intervencién terapéutica que no permite que empeoren los signos o sintomas de una enfermedad o afeccién.
"Mejorar" puede referirse a la reduccién del nimero o la gravedad de los signos o sintomas de una enfermedad o
afeccién.

Identidad de secuencia: La identidad (o similitud) entre dos o més secuencias de acido nucleico se expresa en
términos de identidad o similitud entre las secuencias. La identidad de secuencias puede medirse en términos de
porcentaje de identidad; cuanto mayor es el porcentaje, mas idénticas son las secuencias. La similitud de secuencias
puede medirse en términos de porcentaje de similitud (que tiene en cuenta las sustituciones conservadoras de
aminoécidos); cuanto mayor es el porcentaje, méas similares son las secuencias. Los procedimientos de alineacién de
secuencias para su comparacién son bien conocidos en la técnica. Varios programas y algoritmos de alineacién se
describen en: Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443,
1970; Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; Higgins & Sharp, Gene, 73:237-44, 1988; Higgins
& Sharp, CABIOS 5:151-3, 1989; Corpet et al., Nuc. Acids Res. 16:10881-90, 1988; Huang et al. Computer Appls. in
the Biosciences 8, 155-65, 1992y Pearson et al., Meth. Mol. Bio. 24:307-31, 1994. Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-
10, 1990 presenta un examen detallado de los procedimientos de alineacién de secuencias y los calculos de
homologia. La herramienta de blusqueda de alineacién local basica (BLAST) del NCBI (Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-10, 1990) esta disponible en varias fuentes, incluido el National Center for Biotechnology (NCBI, National
Library of Medicine, Building 38A, Room 8N805, Bethesda, MD 20894) y en Internet, para su uso en conexién con los
programas de andlisis de secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Encontrara mas informacién en el sitio
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web del NCBI. BLASTN puede utilizarse para comparar secuencias de acidos nucleicos, mientras que BLASTP puede
utilizarse para comparar secuencias de aminoacidos. Si las dos secuencias comparadas comparten homologia, el
archivo de salida designado presentard esas regiones de homologia como secuencias alineadas. Si las dos
secuencias comparadas no comparten homologia, el archivo de salida designado no presentara secuencias alineadas.
La herramienta de alineacion tipo BLAST (BLAT) también puede utilizarse para comparar secuencias de éacidos
nucleicos (Kent, Genome Res. 12:656-664, 2002). BLAT est4 disponible en varias fuentes, como Kent Informatics
(Santa Cruz, CA) y en Internet (genome.ucsc.edu). Una vez alineadas, el nUmero de coincidencias se determina
contando el nimero de posiciones en las que se presenta un residuo de nucleétido o aminoacido idéntico en ambas
secuencias. El porcentaje de identidad de secuencia se determina dividiendo el nimero de coincidencias por la
longitud de la secuencia establecida en la secuencia identificada, o por una longitud articulada (como 100 nucleétidos
consecutivos o residuos de aminoécidos de una secuencia establecida en una secuencia identificada), y multiplicando
el valor resultante por 100. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico que tiene 1 166 coincidencias cuando se
alinea con una secuencia de prueba que tiene 1554 nucleétidos es idéntica a la secuencia de prueba en un 75,0 por
ciento (1 166+1554*100=75,0). El porcentaje de identidad de secuencia se redondea a la décima més proxima.

Cantidad terapéuticamente eficaz: Cantidad de un agente especifico suficiente para lograr un efecto deseado en un
sujeto tratado con dicho agente. Tales agentes pueden incluir IL-1 Ra. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente
eficaz de IL-1 Ra puede ser una cantidad suficiente para prevenir, tratar o mejorar los sintomas de la osteoartritis o la
artritis reumatoide. La cantidad terapéuticamente eficaz de un agente Util para prevenir, mejorar y/o tratar a un sujeto
dependeréa del sujeto a tratar, del tipo y gravedad de la afeccidén y de la forma de administracién de la composicién
terapéutica.

Transducida: Una célula transducida es una célula en la que se ha introducido una molécula de &cido nucleico
mediante técnicas de biologia molecular. Tal y como se utiliza en el presente documento, el término transduccion
abarca todas las técnicas mediante las cuales se puede introducir una molécula de acido nucleico en dicha célula,
incluida la transfeccién con virus o vectores virales, la transformacidén con vectores plasmidicos y la introduccién de
ADN desnudo mediante electroporacién, lipofeccién y aceleracién con pistola de particulas. Estas células se
denominan a veces células transformadas.

Vector: Una molécula de acido nucleico introducida en una célula huésped, produciendo asi una célula huésped
transformada. Un vector puede incluir secuencias de acido nucleico que le permiten replicarse en una célula huésped,
como un origen de replicacién. Un vector puede carecer de las secuencias de &cido nucleico que le permiten replicarse
en una célula huésped. Un vector también puede incluir un gen de interés, uno o mas genes marcadores
seleccionables, otros elementos genéticos conocidos en la técnica, o cualquier otro inserto apropiado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente divulgacién presenta procedimientos y composiciones para administrar un producto génico terapéutico
(por ejemplo, IL-1 Ra) de manera sostenida a una ubicacién de interés, por ejemplo, una articulacién. La presente
divulgacién también presenta procedimientos y composiciones para tratar sintomas de afecciones tales como la
osteoartritis o la artritis reumatoide, entre otras. La presente divulgacién también presenta procedimientos y
composiciones para proporcionar a un individuo (por ejemplo, un humano) una cantidad terapéuticamente eficaz de
un producto génico terapéutico (por ejemplo, IL-1 Ra). Los procedimientos y composiciones pueden presentar un virus
adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV), en el que el sc-rAAV comprende una capside
modificada y un vector (un vector sc-rAAV) empaquetado dentro de la cépside. El vector puede comprender un
transgén (p. ej., una secuencia de nuclebtidos que codifica una proteina de interés, p. ej., un producto génico
terapéutico, p. ej., IL-1 Ra o una versién modificada de la misma) unido operativamente a un promotor (p. €j., un
promotor constitutivo).

Como se discutidé previamente, la presente invencién presenta composiciones que comprenden un vector de virus
adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAVs). Un ejemplo no limitativo de vector sc-rAAV se muestra
en SEQ ID NO: 1 de la Tabla 1. a continuacién El vector sc-rAAV de SEQ ID NO: 1 comprende un gen IL-1 Ra
modificado. En algunas realizaciones, el vector comprende secuencias de poliadenilacién SV40. En algunas
realizaciones, el vector comprende secuencias de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina (bGH). En
algunas realizaciones, el vector comprende sitios donantes de empalme (SD) y aceptores de empalme (SA) de SV40.
El vector sc-rAAV no se limita a SEQ ID NO: 1.

Los vectores sc-rAAV comprenden un &cido nucleico que codifica un péptido de interés. También en este caso, el acido
nucleico es al menos un 90% idéntico a SEQ ID NO: 2. También en este caso, el acido nucleico es al menos un 92%
idéntico a SEQ ID NO: 2. También en este caso, el acido nucleico es al menos un 94% idéntico a SEQ ID NO: 2. En
algunas realizaciones, el acido nucleico es al menos un 95% idéntico a SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el
acido nucleico es al menos un 96% idéntico a SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el acido nucleico es al menos
un 97% idéntico a SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, el &cido nucleico es al menos un 98% idéntico a SEQ ID
NO: 2. En algunas realizaciones, el acido nucleico es al menos un 99% idéntico a SEQ ID NO: 2. Ejemplos no limitantes
de tales secuencias de acido nucleico pueden encontrarse en la Tabla 1 a continuacién. Por ejemplo, SEQ ID NO: 3
es una secuencia para una IL-1 Ra humana modificada que es aproximadamente un 98% idéntica a SEQ ID NO: 2;
SEQ ID NO: 4 es una secuencia para una IL-1 Ra humana modificada que es aproximadamente un 99% idéntica a
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SEQ ID NO: 2; y (nbtese que las letras en negrita en la Tabla 1 son sustituciones de nucleétidos en comparacién con
SEQ ID NO: 2, y el coddn subrayado).

Tabla 1

SEQ ID DESCRIPCION SECUENCIA

1 Secuencia del plasmido Hu-IL-1Ra
que contiene la secuencia viral

N Y

completa con el inserto IL1Ra  ShETa%IEARS _

e - ES v 2 e LR v 3 e 2 . 4.3
humano modificado (subrayado) vy ;- AT, T A T R T T R B A : m; ST T
los sitios de restriccion Sacll/ Notl en: nCaAGARTUAZSHGHT ]

negrita y cursiva.

e o - ;
ILERRAOTCOETR

oy e
et eoate

3T “""&G\l—i“’f{"

+
s
OTAS

,\aun.

'S,L S

r“i&v»ﬂx;vw

BG L‘L:‘: % o SRR

o ggz\' 5

& 3 3 ) §-7.5% L4 Ly
LA T AT 1"&‘1“1‘ ACTDECRNCE
P » 3 3

LAl

BHTES K 33

RETTIGIC

20T

SECUVIFLY

< s
TN i
. o 2yt ¥ 8 e

%A .ﬂ SEE

" e

X b, wed

53

o

ST A
x.ﬂ.'s\. DIBITON




ES 2982 489 T3

DESCRIPCION SECUENCIA
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nucleétidos dentro de un codén (el
codoén esté subrayado))

i4 Inserto IL-1Ra humano modificado
: (99% idéntico a SEQ ID NO: 2: las
letras en negrita son sustituciones de
nucleétidos dentro de un codén (el
codoén esté subrayado))

5 Inserto IL-1Ra humano modificado
: (95% idéntico a SEQ ID NO: 2; las
letras en negrita son sustituciones de
nucleétidos dentro de un codén (el
codoén esté subrayado))

gt

ALGAALAT

En algunas realizaciones, el péptido IL-1 Ra codificado por el inserto IL-1 Ra comprende IL-1 Ra (véase SEQ ID NO:
6 en la Tabla 2).

Tabla 2

DESCRIPCION ;SECUENCIA

IL-1Ra (UNIPROT P18510)

| MEICRGLRSH LITLLLFLFH SETICRPSGR KESKMOAFRI
| WDVNQKTFYL RNNQLVAGYL QEPNYNLEEK

| IDVYPIEFHA LPLGIHGORM CLSCVKSGDE

| TRLOLEAWNE TDUSENRKGD KRFAFIRSDS

| GPTTSFESAS CPGWFLCTAM EADGPVSELTN

| MPDEGYMVTK FYFQEDE

El transgén (por ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de interés) estd unido operativamente a
un promotor. En algunas realizaciones, el promotor comprende el promotor del citomegalovirus (CMV). La presente
invencién no se limita al promotor CMV y puede presentar cualquier promotor apropiado o porciones de varios
promotores. Algunos ejemplos de promotores son el promotor del CMV, el promotor hibrido del CMV, el promotor CAG,
el promotor de la beta-actina humana, el promotor hibrido de la beta-actina, el promotor EF1, el promotor U1 a, el
promotor 1M b, un promotor inducible por Tet, un promotor VP16-LexA, el promotor de la beta-actina de pollo (CBA),
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el promotor del factor de elongacién-1 alfa humano, el promotor del virus simio 40 (SV40) y el promotor de la timidina
quinasa del virus del herpes simple.

En algunas realizaciones, el promotor comprende un promotor hibrido. A modo de ejemplo, la Tabla 3 muestra un
promotor hibrido de IL-1 beta/IL-6 (véase también van de Loo et al., 2004, Gene Therapy 1 1 :581-590). La presente
invencién tampoco se limita al promotor hibrido mostrado en la Tabla 3.

Tabla 3
S EQ ......... ID ) D ESCRIPCION .................................... SECUENCI A ......................................................................................................................
‘NO: : :

7 Promotor hibrido IL-1 beta/ IL-6

| atccaagay ggaygsagaay conattgeag slaatgocat ssangeagiy

| gasgogatas galaasaate atagigocna Roccaaata stoocagang

| cagaaggoea aggagegans miccacaan gansgyicty ggisnanacs

| acattitica tactitaags icocagagga cieatggans gstacaage

| pastganten magueacans tetiaggeag coaglgenna gastgagatn

| agaaatigog gaasalghy sgogcayatt gc:tt’agﬁc:* gticlangos

| BgPgaUiges CARYOSRGYER ArAgOIcAN! ataRagaane gaosinanly

| catgiacana caateaiata agaactasce catgatiall tigoligict teligitoes

| aatgatioes gacosatnsg algagatess collgataas tagctggett

| ogucatgatlt agacacasga wggiateagy goactigelg ciltgaatas

| Wtcagiete ctgtoligoa ageatgace! gacagagten agaguaactt

i geagetgags asggottiag igactoaaga golgastaat icoccanaay

| chygageats niggeattic cagetetoca totetgatia tocaction tggggotas

| ateaccatet acateateal caolohoea cocetonct taglgneaads tatgitata

| gogagatatt tioigotest lggouategd asggaagige Wigyosigs

| gegototeet togaagaca goatctgate catacgiige acascotatt
wacaisags gatitcac coigagaing aoggalayt agtagaltiy

| potecagg acagggocag gatgagecat gyuegaacty lggagaoigt

| tacgiuagon gucatigoos satggotoca aaatticoct cgage :
| otelggoos cacostoaos closaasass gadltatoas alglgggatt tic:ccatgag
| ictcaatatt agagiclcaa coucoaatas atataggant guagatgict :
| gagocioall slgeontogd grotantggl sangasagsey aagietals

| tooceteoag gagectagat algaacical o

En algunas realizaciones, el vector sc-rAAV esta empaquetado dentro de una capside. En algunas realizaciones, la
capside comprende al menos una porcién de AAV serotipo 1 (AAV1), AAV serotipo 2, (AAV2), AAV serotipo 3, (AAV3),
AAV serotipo 4, (AAV4), AAV serotipo 5, (AAVS5), AAV serotipo 6, (AAV6), derivados de los mismos, o combinacion de
los mismos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la capside comprende al menos una porcién del serotipo 2 de AAV
y al menos una porcién del serotipo 6 de AAV, por ejemplo, AAV2.5.

La composicién, por ejemplo, la composicion que comprende el scrAAV, puede introducirse en células en una
localizacién de interés (por ejemplo, en un humano). Por ejemplo, en algunas realizaciones cuando se tratan sintomas
de osteoartritis, la composiciéon puede introducirse en células (por ejemplo, condrocitos, sinoviocibs, por ejemplo, tipo
A, tipo B, etc.) en una articulacién mediante inyeccién intraarticular directa. En algunas realizaciones, la composicidén
se administra a una articulacién, sinovial, subarticular, cpsula articular, tendén, ligamento, cartilago o musculo
periarticular del ser humano. La presente invencién no se limita a las afecciones mencionadas (p. ej., osteoartritis), los
medios de administracion (p. ej., inyeccién intraarticular), la ubicacién de interés (p. ej., articulacién) o el tipo de célua
(p. ej.,, condrocitos, sinoviocitos). Por ejemplo, en algunas realizaciones, otros tipos celulares que pueden ser
transducidos pueden incluir células madre mesenquimales.

El sc-rAAV transduce el vector a las células y se expresa el péptido IL-1 Ra modificado. En algunas realizaciones, el
péptido IL-1 Ra se expresa para proporcionar al ser humano una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho péptido
IL-1 Ra modificado, eficaz para mejorar los sintomas asociados con diversas afecciones como la osteoartritis o la
artritis reumatoide.

En algunas realizaciones, la introduccién de la composicién (por ejemplo, el scrAAV) se realiza una vez. En algunas
realizaciones, la introduccién de la composiciéon (por ejemplo, el s6rAAV) se realiza dos veces, por ejemplo, una
primera vez y una segunda vez posterior a la primera. En algunas realizaciones, la introduccién de la composicién se
realiza mas de dos veces, por ejemplo, tres veces, cuatro veces, cinco veces, etc. La introduccién de la composicion
una segunda vez puede realizarse en un momento posterior al momento en que se realiza el procedimiento por primera
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vez, por ejemplo, después de 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 1 1
meses, 1 aflo, mas de un afio, etc.

La composicién puede comprender cualquier composicién farmacéutica apropiada. En algunas realizaciones, la
composicibn comprende una solucién tamponada. En algunas realizaciones, la solucién tamponada comprende
solucién salina tamponada con fosfato (PBS). En algunas realizaciones, la composicién comprende ademas sorbitol,
por ejemplo, sorbitol al 5%. En algunas realizaciones, la composicién comprende ademas una sal, por ejemplo, NaCl.
La concentracién de sal puede ser cualquier concentracion apropiada, por ejemplo, 350 mM NaCl, més de 350 mM
NaCl, menos de 350 mM, etc.

En algunas realizaciones, la composicion (por ejemplo, el sc-rAAV) se coadministra con una terapia secundaria. En
algunas realizaciones, la terapia secundaria comprende una terapia para la osteoartritis o la artritis reumatoide o
cualquier otra terapia apropiada para tratar los sintomas de la enfermedad. Entre los ejemplos no limitantes de terapias
secundarias para la OA se incluyen los glucocorticoides, el hialuronano (viscosuplementacién), el plasma rico en
plaquetas y la IL-1 Ra humana recombinante (Anakinra; Kineret®). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el sc-rAAV
se coadministra con glucocorticoides o plasma rico en plaquetas.

Se hace referencia a los siguientes documentos de patente: US2008/0187576, US2009/0104155, KR2012041
139, JP2015518816, WO2013151672, WO2008088895, US8529885, US7037492, US20070128177, US6491907, U
$8999948, US20150218586, US7892824, US20130295614, JP2002538770, JP2010516252, KR2002027450, KR20
03028080, US6482634, US20090105148, US20120232130, US20140234255, US5756283, USB083716, WO200203
8782, W0O2007039699, W02012047093, W02014170470, WO2015018860, WO2015044292, WO2015158749, US7
452696, US6943153, US6429001, WO2015031392, W0O2004092211.

EJEMPLO 1

El Ejemplo 1 describe la administracién de un sc-rAAV de la presente invencién (que codifica IL-1 Ra). La presente
invencién no se limita a la divulgacién del Ejemplo 1. Cinco pacientes se inscriben en un ensayo clinico que investiga
la administracién de un sc-rAAV de la presente invencién. Los pacientes son los siguientes: (1) un varén de 65 afios
con artrosis en la rodilla derecha; (2) un varén de 59 afios con artrosis en la rodilla izquierda; (3) una mujer de 58 afios
con artrosis en la rodilla izquierda; (4) un varén de 51 afios con artrosis en la rodilla derecha; y (5) un varén de 48 afios
con artrosis en la rodilla derecha. A cada paciente se le administra el sc-rAAV mediante inyeccion intraarticular a 1
x10'2 genes virales por rodilla. La IL-1Ra se expresa en los condrocitos y sinoviocitos. El paciente 1 describe una
mejoria de los sintomas relacionados con la OA en 2 semanas. El paciente 2 describe una mejoria de los sintomas
relacionados con la OA en 1 semana. El paciente 3 describe una mejoria de los sintomas relacionados con la OA en
5 semanas. El paciente 4 describe una mejoria de los sintomas relacionados con la OA en 1 semana. A las 6 semanas,
el paciente 5 no describe ninguna mejoria de los sintomas relacionados con la OA. EJEMPLO 2

El Ejemplo 2 describe una primera administraciéon de un sc-rAAV de la presente invencién (que codifica IL-1 Ra) y una
segunda administracion del mismo sc-rAAV de la presente invencién después de un periodo de tiempo. La presente
invencién no se limita a la divulgacién del Ejemplo 2. Un varén de 55 afios presenta artrosis en la rodilla derecha. Su
médico realiza una Unica inyeccion intraarticular del vector sc-rAAV de la presente invenciéon (que codifica IL-1 Ra).
Los sintomas del paciente desaparecen en 2 meses. Después de 6 meses, el médico administra una segunda (Unica)
inyeccion intraarticular del mismo vector sc-rAAV (que codifica IL-1 Ra) de la presente invencién. Los sintomas del
paciente siguen ausentes 6 meses después de la segunda inyeccion.

EJEMPLO 3

El Ejemplo 3 describe una primera administraciéon de un sc-rAAV de la presente invencién (que codifica IL-1 Ra) y una
segunda administracién de un sc-rAAV de la presente invencién (que codifica IL-1 Ra) diferente del primer sc-rAAV
después de un periodo de tiempo. La presente invencién no se limita a la divulgacién del Ejemplo 3. Una mujer de 49
afios presenta artrosis en el tobillo derecho. Su médico realiza una Unica inyeccién intraarticular del vector sc-rAAV de
la presente invencién (que codifica IL- 1 Ra). Los sintomas del paciente han mejorado en 5 meses, pero no se han
eliminado. Después de 6 meses, el médico administra una segunda (Unica) inyeccién intraarticular de un vector sc-
rAAV diferente (que codifica IL-1 Ra) de la presente invencidn. Seis meses después de la segunda inyeccion, los
sintomas del paciente desaparecen.

EJEMPLO 4

El Ejemplo 4 describe la coadministraciéon de un sc-rAAV de la presente invencidn (que codifica IL-1 Ra) y una terapia
secundaria. La presente invencidn no se limita a la divulgacién del Ejemplo 4. Un vardn de 68 afios presenta artrosis
en la rodilla izquierda. Su médico realiza una Unica inyeccién intraarticular de un vector sc-rAAV de la presente
invencién (que codifica IL-1 Ra) y plasma rico en plaquetas. Los sintomas del paciente desaparecen en 2 meses.

Aunque se han mostrado y descrito realizaciones de la presente invencién, serd evidente para los expertos en la
materia que se pueden hacer modificaciones que no excedan el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Los niumeros
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de referencia que aparecen en las reivindicaciones son sélo a titulo de ejemplo y para facilitar la revisién por parte de
la oficina de patentes, y no son limitativos en modo alguno. En algunas realizaciones, las figuras presentadas en esta
solicitud de patente estan dibujadas a escala, incluidos los angulos, las relaciones de dimensiones, etc. En algunas
realizaciones, las figuras son Unicamente representativas y las reivindicaciones no estan limitadas por las dimensiones
de las figuras. En algunas realizaciones, las descripciones de las invenciones descritas en el presente documento
utilizando la expresién "que comprende” incluyen realizaciones que podrian describirse como "que consiste en", y
como tal se cumple el requisito de descripcién escrita para reivindicar una 0 mas realizaciones de la presente invencién
utilizando la expresién "que consiste en".

Todos los numeros de referencia que figuran en las reivindicaciones siguientes se indican Unicamente para facilitar el
examen de la presente solicitud de patente, son ejemplares y no pretenden en modo alguno limitar el alcance de las
reivindicaciones a las caracteristicas particulares que tienen los correspondientes numeros de referencia en los
dibujos.
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REIVINDICACIONES

1. Un gen antagonista del receptor de interleucina 1 (IL-1Ra), en el que el gen IL-1Ra es al menos un 95% idéntico a
SEQ ID NO: 2.

2. El gen IL-1Ra de la reivindicacién 1, en el que el gen IL-1Ra codifica una proteina IL-1Ra segln SEQ ID NO: 6.
3. Un virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV), en el que dicho sc-rAAV comprende:
(a). una cépside de AAV disefiada; y

(b). un vector empaquetado dentro de la capside, dicho vector comprende un gen IL-1Ra unido
operativamente a un promotor, en el que el gen IL-1Ra es al menos un 95% idéntico a SEQ ID NO: 2.

4. El sc-rAAV de la reivindicacién 3, en el que el vector comprende ademés secuencias de poliadenilacién de SV40y
de hormona de crecimiento bovina (bGH), opcionalmente en el que el vector comprende ademas sitios donantes de
empalme (SD) y aceptores de empalme (SA) de SV40.

5. El sc-rAAV de la reivindicacidén 3 o 4, en el que la capside modificada comprende al menos una parte del serotipo
AAV1, AAV2 AAV3, AAV4 AAVS, AAVB, AAV7, AAVS, AAVY AAV10, AAV11, o una combinacién de los mismos,
opcionalmente en el que la capside modificada comprende al menos una parte del serotipo AAV2 y al menos una parte
del serotipo AAVB.

6. El sc-rAAV de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que el promotor es un promotor CMV,
opcionalmente en el que el vector comprende sc-rAAV2.5Hu-IL-1Ra.

7. El sc-rAAV de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en el que el gen IL-1Ra codifica una proteina IL-1Ra
segun SEQ ID NO: 6.

8. Una composicién que comprende un virus adeno-asociado autocomplementario recombinante (sc-rAAV) como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7.

9. Una composicién segun la reivindicacién 8 para su uso en un procedimiento de mejora de los sintomas de
osteoartritis o artritis reumatoide en un sujeto humano que lo necesite, en el que el procedimiento comprende introducir
la composicién en una localizacién de interés, en el que el sc-rAAV transduce el vector a células en la localizacién de
interés, en el que el gen IL-1Ra se expresa para proporcionar al sujeto una cantidad de péptido IL-1Ra eficaz para
mejorar los sintomas asociados con la osteoartritis o la artritis reumatoide, opcionalmente en el que el lugar de interés
es una articulacion, sinovio, subsinovio, capsula articular, tendén, ligamento, cartilago o musculo periarticular del
sujeto.

10. Una composicién segun la reivindicacién 8 para uso en un procedimiento de reparacién de cartilago en un sujeto
humano que lo necesite, en el que el procedimiento comprende introducir la composicién en una localizacién de
cartilago, en el que el sc-rAAV transduce el vector a células en la localizaciéon de cartilago, en el que el gen IL-1Ra
modificado se expresa para proporcionar al sujeto una cantidad de péptido IL-1Ra eficaz para reparar el cartilago,
opcionalmente en el que el sujeto esta diagnosticado de osteoartritis o artritis reumatoide o tiene riesgo de
desarrollarlas.

11. Una composicién segun la reivindicacién 8 para uso en un procedimiento de suministro de péptido agonista del
receptor de interleucina-1 (IL-1Ra) a una zona de inflamacién en un sujeto humano, en el que el procedimiento
comprende introducir la composicién en una localizacién de inflamacién, en el que el sc-rAAV transduce el vector a
células en la localizacion de inflamacién, en el que el gen IL-1Ra modificado se expresa para proporcionar al sujeto
una cantidad de péptido IL-1Ra eficaz para reducir la inflamacién, opcionalmente en el que la localizacién de la
inflamaciéon es una articulacién, sinovio, subsinovio, cépsula articular, tendén, ligamento, cartilago o musculo
periarticular del sujeto.

12. Una composicién para su uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 9, 10 u 11, en la que la composicién
se introduce en la localizacién mediante inyeccién intraarticular directa y/u opcionalmente en la que las células son
condrocitos, sinoviocitos o una combinacién de los mismos.

13. Una composicién para su uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en la que el procedimiento se
realiza una segunda vez en un punto temporal después de que el procedimiento se realiza por primera vez,
opcionalmente en el que el punto temporal es de al menos 3 meses después de que el procedimiento se realiza por
primera vez.

14. Una composicién para uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en la que el procedimiento
comprende ademas administrar una terapia secundaria a la localizacién del cartilago en combinacién con la
composicion, en la que la terapia secundaria comprende administrar un glucocorticoide, hialuronano, plasma rico en
plaquetas, recombinante, IL-1Ra humana, o una combinacién de los mismos.
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Figura 1
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