ES 2824829 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 824 829
Ent. ci.;

A61K 38/00 (2006.01)
C12N 9/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 22.12.2015  PCT/US2015/067338
Fecha y nimero de publicacién internacional: 30.06.2016 W016106303

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  22.12.2015 E 15830932 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 22.07.2020  EP 3236984

T|’tu|0: Vectores de virus adenoasociado que codifican G6PC modificada y usos de estos

Prioridad: @ Titular/es:

23.12.2014 US 201462096400 P THE U.S.A. AS REPRESENTED BY THE
SECRETARY, DEPARTMENT OF HEALTH AND
Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la HUMAN SERVICES (100.0%)
traduccién de la patente: National Institutes of Health, Office of
13.05.2021 Technology Transfer, 6011 Executive Boulevard,

Suite 325, MSC 7660
Bethesda, MD 20852-7660, US

@ Inventor/es:
CHOU, JANICE J.

Agente/Representante:
UNGRIA LOPEZ, Javier

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 824 829 T3

DESCRIPCION
Vectores de virus adenoasociado que codifican G6PC modificada y usos de estos
Referencia cruzada a solicitudes referidas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de los Estados Unidos nim. 62/096,400, presentada el
23 de diciembre de 2014.

Campo

Esta descripcion se refiere a vectores de terapia génica que codifican una enzima glucosa-6-fosfatasa-a (G6PC)
modificada con actividad aumentada y su uso, tal como para el tratamiento de la enfermedad por almacenamiento
de glucégeno (GSD) y las complicaciones asociadas con GSD.

Antecedentes

La enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo la (GSD-la o enfermedad de von Gierke, MIM232200) es
provocada por una deficiencia de glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a o G6PC), una enzima que se expresa
principalmente en el higado, el rifidn y el intestinoChou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). La G6Pasa-a,
codificada por el gen G6PC, es una proteina hidréfoba anclada en el reticulo endoplasmico (RE) por nueve hélices
transmembrana (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). Esta enzima cataliza la hidrdlisis de glucosa-6-
fosfato (G6P) a glucosa y fosfato en la etapa terminal de la glucogendlisis y la gluconeogénesis. Los pacientes
afectados por GSD-la no pueden mantener la homeostasis de la glucosa y presentan hipoglucemia en ayunas,
retraso del crecimiento, hepatomegalia, nefromegalia, hiperlipidemia, hiperuricemia y academia lactica (Chou y otros,
Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010).

Actualmente no existe cura para la GSD-la. La hipoglucemia puede controlarse mediante terapias dietéticas (Greene
y otros, N Engl J Med 294:423-425, 1976; Chen y otros, N Engl J Med 310:171-175, 1984) que permiten a los
pacientes alcanzar un crecimiento y desarrollo puberal casi normales. Sin embargo, las complicaciones clinicas a
mas largo plazo y sus procesos patoldgicos subyacentes permanecen sin corregir. Uno de los riesgos crénicos mas
importantes es el adenoma hepatocelular (HCA), que se desarrolla en el 70-80 % de los pacientes con GSD-I
mayores de 25 afios (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010; Labrune y otros, J Pediatr Gastroenterol
Nutr 24:276-279, 1997; Rake y otros, Eur J Pediatr 161(Supl 1):S20-S34, 2002). Los HCA en pacientes con GSD-la
son pequeiios, multiples y no encapsulados, con complicaciones que incluyen compresion local y hemorragia
intratumoral. En el 10 % de los pacientes con GSD-la, los AHC experimentan una transformaciéon maligna en
carcinoma hepatocelular (HCC) (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010; Rake y otros, Eur J Pediatr
161(Supl 1):S20-S34, 2002; Franco y otros, JInherit Metab Dis 28:153-162, 2005).

Aunque se han realizado previamente estudios de terapia génica mediante el uso de virus adenoasociados (AAV)
recombinantes que portan G6Pasa-a en modelos animales de GSD-la, ninguno ha sido capaz de corregir
completamente la deficiencia de G6Pasa-a hepatica. Por tanto, existe la necesidad de un vector de terapia génica
mejorado para el tratamiento de GSD-la y sus complicaciones asociadas.

Resumen

La invencion se define en las reivindicaciones. Cualquier objeto que se describa en la presente descripcion, pero que
no esté dentro del alcance de las reivindicaciones no forma parte de la invencion. En la presente descripcion se
describe que la enzima G6Pasa-a canina es mas activa que la enzima G6Pasa-a humana. Un alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de las dos proteinas revelé que difieren principalmente en 18 residuos. Para identificar
mutantes de G6Pasa-a humana con actividad de fosfohidrolasa aumentada, se generaron mutantes que contienen
uno o dos aminoacidos correspondientes de la G6Pasa-a canina.

En la presente descripcidon se proporcionan moléculas de acido nucleico aisladas que codifican una G6Pasa-a
modificada. En algunas modalidades, la G6Pasa-a modificada comprende una sustitucion de serina por cisteina en
el aminoacido 298 de la G6Pasa-a humana, tal como la G6Pasa-a modificada de la SEQ ID NO: 8. En algunos
ejemplos, las moléculas de acido nucleico comprenden la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID
NO: 7.

Se proporcionan ademas vectores, tales como vectores de virus adenoasociado (AAV), que incluyen las moléculas
de acido nucleico descritas que codifican la G6Pasa-a humana modificada. En algunos ejemplos, los vectores
comprenden ademas un promotor, tal como un promotor/ potenciador de G6PC humano (GPE).

Se proporcionan ademas AAV recombinantes (rAAV) que comprenden las moléculas de acido nucleico que codifican
la G6Pasa-a humana modificada. Se proporcionan ademas células huésped aisladas que comprenden las moléculas
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de acido nucleico o los vectores descritos en la presente descripcion. Por ejemplo, las células huésped aisladas
pueden ser células adecuadas para la propagacion de rAAV.

Las composiciones que comprenden las moléculas de acido nucleico, los vectores y el rAAV descritos se
proporcionan ademas en la presente descripcion.

Se proporciona ademas un método para tratar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad por almacenamiento
de glucdégeno. En algunas modalidades, el método incluye seleccionar un sujeto con enfermedad por
almacenamiento de glucogeno tipo la (GSD-la) y administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del
rAAV, o composiciones que comprenden el rAAV, descritas en la presente descripcion.

También se proporciona un método para promover la homeostasis de la glucosa; inhibir la hipoglucemia; inhibir o
prevenir el desarrollo de HCA; inhibir o prevenir el desarrollo de HCC; inhibir o prevenir la disfuncién o insuficiencia
renal; o tratar cualquier otra complicacion asociada con GSD-la, en un sujeto con una deficiencia de G6Pasa-a al
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del rAAV, o composiciones que comprenden el rAAV,
descritas en la presente descripcion.

Lo anterior y otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la invencién seran mas evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada, que procede con referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un alineamiento de las secuencias de la proteina G6Pasa-a canina (SEQ ID NO: 1) y humana
(SEQ ID NO: 2). Los 18 residuos de aminoacidos que difieren entre las secuencias canina y humana se indican
con flechas.

La Figura 2 representa la G6Pasa-a humana, que esta anclada en la membrana del reticulo endoplasmico por 9
hélices, HI a H9 (Pan y otros, J Biol Chem 273:6144-6148, 1998). Se enumeran las diferencias de aminoacidos
entre la G6Pasa-a humana y canina.

La Figura 3 es un grafico que muestra la actividad de G6Pasa-a microsomal hepatica en ratones GSD-la (G6pc

) de 4 semanas de edad transducidos a las 2 semanas de edad con un vector AAV8-GPE recombinante (10
vg/kg) que expresa G6PC humana (AAV-G6PC), G6PC humana optimizada en codén (co) (AAV-co-GEPC),
mutante G6PC-S298C humano (AAV-G6PC-S298C) o mutante G6PC-S298C co-humano (AAV-coG6PC-
S298C). La actividad de G6Pasa-a microsomal hepatica en ratones de tipo silvestre de 4 semanas de edad
promedié 227,5 + 17,6 nmol/min/mg. Los datos se presentan como la media + SEM. **P< 0,005.

La Figura 4 muestra la secuencia de nucleétidos del ADNc de G6PC (SEQ ID NO: 11), con la ubicacién de cada
uno de los 18 mutantes de G6PC humanos indicados. Para la mutagénesis dirigida al sitio, se disefiaron
cebadores sentido y antisentido de 20 nucleétidos de manera que el codén a mutar se localizara en el medio de
cada cebador.

La Figura 5 es un grafico que muestra la actividad de la G6Pasa-a hepatica en pacientes ratones Gb‘pc de 24
dias transducidos a la edad de 10 dias con 5 x 10" vg/kg de vector AAV-co-G6PC (n=3) o vector rAAV8-co-
G6PC-S298C (n = 3). La actividad de G6Pasa hepatica de tipo silvestre promedio 174 + 18,3 nmol/min/mg. Los
datos representan la media £ SEM. **P < 0,005.

Las figuras 6A-6E muestran datos que demuestran la correcmon de la deficiencia de G6Pasa-a hepatica
mediante rAAV-G6PC. Los ratones L-G6pc™ se trataron con 1 x 10" vg/kg de rAAV-G6PC a las 10 semanas y se
analizaron a las 18 semanas La Figura 6A es un grafico que muestra la actividad de G6Pasa-a hepatica en el
control (n = 7), L-G6pc™ (n = 7) y ratones AAV (n = 8). La Figura 6B muestra imagenes de higados tefiidos con
H&E representativos de ratones control, L- Gb‘pc y AAV. La Flgura 6C es un grafico que muestra la tolerancia a
la glucosa en ayunas (FGT) de ratones control (n = 13), L-G6pc™ (n = 6) y AAV (n = 8). La Figura 6D es un
grafico que muestra los pesos del higado de ratones control, L-G6pc™ y AAV (n = 8). La Flgura 6E es un grafico
que muestra el contenido hepatico de glucégeno vy triglicérido de ratones control, L-G6pc™ y AAV (n = 8). Los
datos representan la media £ SEM. *P < 0,05, **P< 0,005.

Listado de secuencias

Las secuencias de aminoacidos y nucleicos enumeradas en el listado de secuencias adjunto se muestran mediante
el uso de abreviaturas de letras estandar para bases de nucleétidos y cédigo de tres letras para aminoacidos, como
se define en 37 CFR 1.822. Sdélo se muestra una cadena de cada secuencia de acidos nucleicos, pero se entiende
que la cadena complementaria esta incluida por cualquier referencia a la cadena presentada. El listado de
secuencias se envia como un archivo de texto ASCII, creado el 22 de diciembre de 2015, 52,8 KB. En el listado de
secuencias adjunto:

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos de la proteina G6Pasa-a canina.

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la proteina G6Pasa-a humana.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de nucledtidos de pTR-GPE-G6PC humana que tiene las siguientes
caracteristicas:
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ITR - nucledtidos 17-163

Promotor/potenciador de G6PC - nucledtidos 182-3045
Relleno - nucledtidos 3051-3184

Intrén - nucledtidos 3185-3321

Relleno - nucledtidos 3322-3367

Secuencia codificante de G6PC - nucledtidos 3368-4441
ITR - nucledtidos 4674-4819.

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de nucledtidos de pTR-GPE-G6PC-S298C humana que tiene las siguientes
caracteristicas:

ITR - nucledtidos 17-163

Promotor/potenciador de G6PC - nucledtidos 182-3045
Relleno - nucledtidos 3051-3184

Intrén - nucledtidos 3185-3321

Relleno - nucledtidos 3322-3367

Secuencia codificante de G6PC - nucledtidos 3368-4441
Mutacion S298C - nucleotidos 4259-4261 (TCT a TGC)
ITR - nucledtidos 4674-4819.

SEQ ID NO: 5 es la secuencia de nucleétidos del (co) GBPC-S298C optimizada en coddn (co) con pTR-GPE que
tiene las siguientes caracteristicas:

ITR - nucledtidos 17-163

Promotor/potenciador de G6PC - nucledtidos 182-3045

Relleno - nucleétidos 3051-3184

Intrén - nucledtidos 3185-3321

Relleno - nucledtidos 3322-3367

Secuencia codificante de G6PC optimizada en codoén - nucleétidos 3368-4441
Mutacion S298C - nucleotidos 4259-4261 (AGC a TGC)

ITR - nucledtidos 4674-4819.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de nucleétidos de una G6PC humana modificada que codifica la G6Pasa-a
S298C.

SEQ ID NO: 7 es la secuencia de nucleétidos de una G6PC humana modificada optimizada en coddén que
codifica la G6Pasa-a S298C.

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de la G6Pasa-a S298C humana modificada.

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos de la G6Pasa-a S298C/A301V humana modificada.

SEQ ID NO: 10 es una secuencia de consenso de aminoacidos basada en el alineamiento de la G6Pasa-a
humana y canina.

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucleétidos de la region codificante de G6PC humana.

Descripcion detallada

La invencion se define en las reivindicaciones. Cualquier objeto que se describa en la presente descripcion, pero que
no esté dentro del alcance de las reivindicaciones no forma parte de la invencion.

I. Abreviaturas
AAV virus adenoasociado
CBA B-actina de pollo
CMV citomegalovirus
co optimizada en codén
FGT tolerancia a la glucosa en ayunas
G6P glucosa-6-fosfato
G6Pasa-a glucosa-6-fosfatasa-a
G6PC glucosa-6-fosfatasa, subunidad catalitica
G6PT transportador de glucosa-6-fosfato
GPE Promotor/potenciador de G6PC
GSD enfermedad por almacenamiento de glucdégeno
HCA adenoma hepatocelular
HCC carcinoma hepatocelular
ITR repeticion terminal invertida
ORF marco de lectura abierto
rAAV AAV recombinante
SEM error estandar de la media
vg genomas virales
vp particulas virales
WT de tipo silvestre
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[I. Términos y métodos

A menos que se indique de cualquier otra forma, los términos técnicos se usan de acuerdo con el uso convencional.
Las definiciones de términos comunes en biologia molecular pueden encontrarse enBenjamin Lewin, Genes V,
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew y otros (eds.), The Encyclopedia of
Molecular Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.),
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995
(ISBN 1-56081-569-8).

Para facilitar la revision de las diversas modalidades de la descripcion, se proporcionan las explicaciones siguientes
de términos especificos:

Virus adenoasociado (AAV): Un virus pequefio, de replicacion defectuosa y sin envoltura que infecta a los
seres humanos y algunas otras especies de primates. No se conoce que el VAA cause una enfermedad y
provoque una respuesta inmunitaria muy leve. Los vectores de terapia génica que utilizan AAV pueden infectar
tanto células en division como quiescentes y pueden persistir en un estado extracromosémico sin integrarse en el
genoma de la célula huésped. Estas caracteristicas hacen que el AAV sea un vector viral atractivo para la terapia
génica. Actualmente existen 11 serotipos reconocidos de AAV (AAV1-11).

Administracion/Administrar: Proporcionar o dar a un sujeto un agente, tal como un agente terapéutico (por
ejemplo, un AAV recombinante), por cualquier ruta eficaz. Las vias de administracion ilustrativas incluyen, pero
no se limitan a, vias de inyeccion (tales como vias subcutanea, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal e
intravenosa), oral, intraductal, sublingual, rectal, transdérmica, intranasal, vaginal y por inhalacién.

Optimizado en codoén: Un acido nucleico "optimizado en coddn" se refiere a una secuencia de acidos nucleicos
que se ha alterado de manera que los codones son éptimos para la expresion en un sistema particular (tal como
una especie particular o grupo de especies). Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos puede optimizarse
para la expresion en células de mamifero o en una especie de mamifero particular (tales como células humanas).
La optimizacion del coddén no altera la secuencia de aminoacidos de la proteina codificada.

Potenciador: Secuencia de acidos nucleicos que aumenta la velocidad de transcripcion al aumentar la actividad
de un promotor.

G6PC: Un gen ubicado en el cromosoma humano 17g21 que codifica la glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a). La
G6Pasa-a es una proteina hidréfoba de 357 aminoacidos que tiene 9 hélices que la anclan en el reticulo
endoplasmico (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). La G6Pasa-a se representa en la Figura 2.
La proteina G6Pasa-a cataliza la hidrdlisis de la glucosa 6-fosfato a glucosa y fosfato en la etapa terminal de la
gluconeogénesis y glucogendlisis y es una enzima clave en la homeostasis de la glucosa. Las mutaciones
deletéreas en el gen de G6PC causan la enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo la (GSD-la), que es
un trastorno metabdlico caracterizado por hipoglucemia severa en ayunas asociada con la acumulaciéon de
glucogeno y grasa en el higado y los rifiones.

Enfermedad por almacenamiento de glucogeno (GSD): Un grupo de enfermedades que resultan de defectos
en el procesamiento de la sintesis o degradacion del glucdégeno en los musculos, el higado y otros tejidos. La
GSD puede ser genética o adquirida. La GSD genética es causada por cualquier error innato del metabolismo
implicado en estos procesos. Actualmente existen 11 enfermedades por almacenamiento de glucogeno
reconocidas (GSD tipo I, I, lll, IV, V, VI, VII, IX, XI, Xl y XIll). GSD-I consiste en dos trastornos autosémicos
recesivos, GSD-la y GSD-Ib (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). GSD-la resulta de una
deficiencia de la glucosa-6-fosfatasa-a. Las deficiencias en el transportador de glucosa-6-fosfato (G6PT) son
responsables de GSD-Ib.

Enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo la (GSD-la): También conocida como enfermedad de
von Gierke, GSD-la es la enfermedad por almacenamiento de glucégeno mas comun, que tiene una incidencia
de aproximadamente 1 de cada 100 000 nacidos vivos. GSD-la es una enfermedad genética que resulta de la
deficiencia de la enzima glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a). La deficiencia de G6Pasa-a afecta la capacidad del
higado de producir glucosa libre a partir del glucégeno y de la gluconeogénesis. Los pacientes afectados por
GSD-la no pueden mantener la homeostasis de la glucosa y presentan hipoglucemia en ayunas, retraso del
crecimiento, hepatomegalia, nefromegalia, hiperlipidemia, hiperuricemia y academia lactica (Chou y otros, Nat
Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). Actualmente no existe cura para la GSD-la.

Intron: Un tramo de ADN dentro de un gen que no contiene informacién codificante para una proteina. Los
intrones se eliminan antes de la traduccion de un ARN mensajero.

Repeticion terminal invertida (ITR): Secuencias simétricas de acidos nucleicos en el genoma de los virus
adenoasociados necesarias para una replicacion eficiente. Las secuencias de ITR se ubican en cada extremo del
genoma de ADN de AAV. Los ITR sirven como los origenes de replicacion para la sintesis de ADN viral y son
componentes cis esenciales para generar vectores de integracion de AAV.

Aislado: Un componente bioldgico "aislado" (tal como una molécula de acido nucleico, una proteina, un virus o
una célula) se ha separado o purificado sustancialmente de otros componentes bioldgicos en la célula o tejido del
organismo, o del propio organismo, en el que el componente se produce de forma natural, tales como otros ADN
y ARN cromosomicos y extracromosomicos, proteinas y células. Las moléculas de acido nucleico y las proteinas
que se han "aislado" incluyen las purificadas mediante métodos de purificacion estandar. El término también
abarca moléculas de acido nucleico y proteinas preparadas mediante expresion recombinante en una célula
huésped, asi como también moléculas de acido nucleico y proteinas sintetizadas quimicamente.
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Modificado: En el contexto de la presente descripcion, una G6PC o G6Pasa-a "modificada" se refiere a una
secuencia de acidos nucleicos de G6PC o una secuencia de aminoacidos de G6Pasa que comprende al menos
una sustitucién, delecién o insercién de un acido nucleico o aminoacido en comparacion con la secuencia de tipo
silvestre (tal como se compara con la secuencia codificante de G6PC humana expuesta como los nucleétidos
3368-4441 de la SEQ ID NO: 3, o en relacién con la secuencia de aminoacidos de G6Pasa-a humana expuesta
como la SEQ ID NO: 2).

Unido operativamente: Una primera secuencia de acidos nucleicos esta unida operativamente a una segunda
secuencia de acidos nucleicos cuando la primera secuencia de acidos nucleicos se coloca en una relaciéon
funcional con la segunda secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a
una secuencia codificante si el promotor afecta la transcripcién o la expresién de la secuencia codificante.
Generalmente, las secuencias de ADN unidas operativamente son contiguas y, cuando es necesario unir dos
regiones codificantes de proteinas, estan en el mismo marco de lectura.

Portador farmacéuticamente aceptable: Los portadores (vehiculos) farmacéuticamente aceptables utiles en
esta descripcidon son convencionales. Remington's Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin, Mack Publishing
Co., Easton, PA, 15ta Edicién (1975), describe composiciones y formulaciones adecuadas para el suministro
farmacéutico de uno o mas compuestos, moléculas o agentes terapéuticos.

En general, la naturaleza del portador dependera del modo particular de administracion que se emplee. Por
ejemplo, las formulaciones parenterales comprenden habitualmente fluidos inyectables que incluyen fluidos
farmacéuticamente y fisioldgicamente aceptables tales como agua, solucion salina fisiolégica, soluciones salinas
equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol o similares como un vehiculo. Para composiciones sélidas (por ejemplo,
en forma de polvo, pildora, tableta o capsula), los portadores solidos no téxicos convencionales pueden incluir,
por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén o estearato de magnesio. Ademas de portadores
bioldgicamente neutros, las composiciones farmacéuticas a administrar pueden contener cantidades menores de
sustancias auxiliares no toxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes
tamponadores del pH y similares, por ejemplo, acetato de sodio o monolaurato de sorbitan.

Prevenir, tratar o mejorar una enfermedad: "Prevenir" una enfermedad (tal como GSD-la) se refiere a inhibir el
desarrollo completo de una enfermedad. "Tratar" se refiere a una intervencion terapéutica que mejora un signo o
sintoma de una enfermedad o afeccion patolégica después de que ha comenzado a desarrollarse. "Mejorar" se
refiere a la reduccion del numero o la gravedad de los signos o sintomas de una enfermedad.

Promotor: Una regién de ADN que dirige/inicia la transcripcion de un acido nucleico (por ejemplo, un gen). Un
promotor incluye las secuencias de acidos nucleicos necesarias cerca del sitio de inicio de la transcripcion.
Tipicamente, los promotores se ubican cerca de los genes que transcriben. Un promotor también incluye
opcionalmente elementos potenciadores o represores distales que pueden ubicarse hasta varios miles de pares
de bases desde el sitio de inicio de la transcripcion.

Purificado: El término "purificado" no requiere pureza absoluta; mas bien, esta destinado como un término
relativo. Asi, por ejemplo, un péptido, proteina, virus u otro compuesto activo purificado es uno que esta aislado
en su totalidad o en parte de proteinas y otros contaminantes asociados naturalmente. En ciertas modalidades, la
expresion "sustancialmente purificado" se refiere a un péptido, proteina, virus u otro compuesto activo que se ha
aislado de una célula, medio de cultivo celular u otra preparacion cruda y se ha sometido a fraccionamiento para
eliminar varios componentes de la preparacion inicial, tales como proteinas, restos celulares y otros
componentes.

Recombinante: Una molécula de acido nucleico recombinante es una que tiene una secuencia que no es de
origen natural o tiene una secuencia que se produce mediante una combinacion artificial de dos segmentos de
secuencia separados de cualquier otra forma. Esta combinacién artificial puede lograrse mediante sintesis
quimica o mediante la manipulacion artificial de segmentos aislados de moléculas de acido nucleico, tal como
mediante técnicas de ingenieria genética.

De manera similar, un virus recombinante es una secuencia que comprende un virus (tal como una secuencia
gendmica) que no es de origen natural o se produce mediante una combinacion artificial de al menos dos
secuencias de diferente origen. El término "recombinante" también incluye acidos nucleicos, proteinas y virus
que se han alterado Unicamente mediante la adicién, sustitucién o delecién de una porcién de una molécula de
acido nucleico, proteina o virus natural. Como se usa en la presente descripcion, "AAV recombinante” se refiere
a una particula de AAV en la que se ha empaquetado una molécula de acido nucleico recombinante (tal como
una molécula de acido nucleico recombinante que codifica G6Pasa-a).

Identidad de secuencia: La identidad o similitud entre dos o mas secuencias de acidos nucleicos, o dos o mas
secuencias de aminoacidos, se expresa en términos de identidad o similitud entre las secuencias. La identidad
de secuencia puede medirse en términos de porcentaje de identidad; cuanto mayor es el porcentaje, mas
idénticas son las secuencias. La similitud de secuencia puede medirse en términos de porcentaje de similitud
(que tiene en cuenta las sustituciones conservadoras de aminoacidos); cuanto mayor es el porcentaje, mas
similares son las secuencias. Los homdlogos u ortélogos de secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos
poseen un grado relativamente alto de identidad/similitud de secuencia cuando se alinean mediante el uso de
métodos estandar. Esta homologia es mas significativa cuando las proteinas ortélogas o los ADNc se derivan de
especies que estan mas estrechamente relacionadas (tales como secuencias humanas y de ratén), en
comparacion con especies mas distantes (tales como secuencias de C. elegans y humanas).

Los métodos de alineamiento de secuencias para comparaciéon son bien conocidos en la técnica. Varios
programas y algoritmos de alineamiento 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;
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Higgins & Sharp, Gene, 73:237-44, 1988; Higgins & Sharp, CABIOS 5:151-3, 1989; Corpet y otros, Nuc. Acids
Res. 16:10881-90, 1988; Huang y otros Computer Appls. in the Biosciences 8, 155-65, 1992; y Pearson y otros,
Meth. Mol. Bio. 24:307-31, 1994. Altschul y otros, J. Mol. Biol. 215: 403-10, 1990, presenta una consideracion
detallada de los métodos de alineamiento de secuencias y los calculos de homologia.

La herramienta de busqueda de alineamiento local basica de NCBI (BLAST) (Altschul y otros, J. Mol. Biol.
215:403-10, 1990) esta disponible de varias fuentes, incluido el Centro Nacional de Informacién Biolégica (NCBI)
y en Internet, para su uso en relacion con los programas de andlisis de secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y
tblastx. Puede encontrarse informacion adicional en el sitio web de NCBI.

Serotipo: Un grupo de microorganismos estrechamente relacionados (tal como virus) que se distinguen por un
conjunto caracteristico de antigenos.

Secuencia de relleno: Se refiere a una secuencia de nucledtidos contenida dentro de una molécula de acido
nucleico mas grande (tal como un vector) que se usa tipicamente para crear el espacio deseado entre dos
elementos de acido nucleico (tal como entre un promotor y una secuencia codificante), o para extender una
molécula de acido nucleico de manera que tenga la longitud deseada. Las secuencias de relleno no contienen
informacion codificante de proteinas y pueden ser de origen sintético/desconocido y/o no estar relacionadas con
otras secuencias de acidos nucleicos dentro de una molécula de acido nucleico mas grande.

Sujeto: Organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye mamiferos humanos y no
humanos.

Sintético: Producido por medios artificiales en un laboratorio, por ejemplo, un acido nucleico sintético puede
sintetizarse quimicamente en un laboratorio.

Cantidad terapéuticamente eficaz: Una cantidad de un agente terapéutico o farmacéutico especificado (por
ejemplo, un AAV recombinante) suficiente para lograr un efecto deseado en un sujeto, o en una célula, que se
trata con el agente. La cantidad eficaz del agente dependera de varios factores, que incluyen, pero sin limitarse
a, el sujeto o las células que se tratan y la forma de administraciéon de la composicion terapéutica.

Vector: Un vector es una molécula de acido nucleico que permite la inserciéon de acido nucleico extrafio sin
alterar la capacidad del vector de replicarse y/o integrarse en una célula huésped. Un vector puede incluir
secuencias de acidos nucleicos que le permitan replicarse en una célula huésped, tal como un origen de
replicacion. Un vector también puede incluir uno o mas genes marcadores seleccionables y otros elementos
genéticos. Un vector de expresion es un vector que contiene las secuencias reguladoras necesarias para permitir
la transcripcion y traduccion del gen o genes insertados. En algunas modalidades de la presente invencion, el
vector es un vector AAV.

A menos que se explique de cualquier otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado como se entiende comunmente por un experto en la técnica a la que
pertenece esta descripcion. Los términos singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el
contexto lo indique claramente de cualquier otra forma. "Que comprende A o B" significa que incluye A, 0 B, o Ay B.
Debe entenderse ademas que todos los tamafos de bases o tamafos de aminoacidos, y todos los valores de peso
molecular o masa molecular, dados para acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la
descripcion. Aunque métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en la presente descripcion
pueden usarse en la practica o las pruebas de la presente descripcion, los métodos y materiales adecuados se
describen a continuacion. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas
en la presente descripcion estan en su totalidad. En caso de conflicto, la presente descripcion, incluyendo las
explicaciones de los términos, tendra el control. Ademas, los materiales, métodos, y ejemplos son ilustrativos
solamente y no pretenden ser limitantes.

[l. Introduccion

La enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo la (GSD-la) es un trastorno hereditario del metabolismo
asociado con hipoglucemia potencialmente mortal, neoplasias malignas hepaticas e insuficiencia renal causada por
la deficiencia de glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a o G6PC), y que afecta principalmente al higado y al rifién. La
terapia actual no previene las complicaciones a largo plazo en muchos pacientes, que incluyen retraso del
crecimiento, gota, hipertension pulmonar, disfunciéon renal con riesgo de insuficiencia renal, osteoporosis y
adenomas hepatocelulares (HCA) que pueden sufrir una transformaciéon maligna en carcinoma hepatocelular (Chou
y otros, Curr Mol Med 2:121-143, 2002; Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). Por tanto, el desarrollo
de nuevas terapias, tales como las terapias génicas, se justifica como un tratamiento potencialmente curativo para
GSD-la (Chou y otros, Expert Opin Biol Ther 11:1011-1024, 2011).

Se han descrito vectores de AAV recombinantes (rAAV) que codifican G6Pasa-a funcional (revisados en Chou y
Mansfield, Expert Opin Biol Ther 11:1011-1024, 2011). Estudios previos que usan el modelo de ratén de GSD-la han
demostrado que AAV recombinante que expresa G6Pasa-a dirigido por el promotor de CBA/potenciador de CMV
(Ghosh y otros, Gene Ther 13:321-329, 2006), el promotor G6PC canino Koeberl y otros, Gene Ther 13:1281-1289,
2006), o el promotor G6PC humano en los nucledtidos -298 a +128 de la region flanqueante G6PC 5' (Koeberl y
otros, Mol Ther 16:665-672, 2008) suministra el transgén de G6Pasa-a al higado y logra una correccién prolongada
de este trastorno. Sin embargo, aunque estos estudios se han mostrado prometedores, ninguno ha sido capaz de
corregir por completo la deficiencia de G6Pasa-a hepatica.
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Un ejemplo de un estudio anterior es descrito por Koeberl y otros (Mol Ther 16:665-672, 2008) que desarrollé un
vector de rAAV bicatenario (rAAV-G6Pasa) que fue capaz de ftratar ratones GSD-la y perros GSD-la.
Adicionalmente, Yiu y otros (Mol Ther 18:1076-1084, 2010) yLee y otros (Hepatology 56:1719-1729, 2012) describen
el desarrollo de un vector de rAAV monocatenario de eficacia similar, rAAV-GPE-G6PC. Los dos vectores difieren en
varios aspectos. En primer lugar, rAAV-GPE-G6PC es un vector de rAAV monocatenario mientras que rAAV-
G6Pasa es un vector de rAAV bicatenario. El vector de rAAV bicatenario se desarrollé para eludir la etapa que limita
la velocidad en el ciclo de vida del AAV mediante la conversion del genoma de ADN monocatenario en el genoma de
ADN bicatenario (Chou y otros, Expert Opin Biol Ther 11:1011-1024, 2011). En segundo lugar, la expresion de
G6Pasa-a en rAAV-G6Pasa esta dirigida por el promotor/potenciador G6PC humano en los nucledtidos -382 a -1
(Koeberl y otros, Mol Ther 16:665-672, 2008). La expresion de G6Pasa-a en rAAV-GPE-G6PC esta dirigida por el
promotor/potenciador G6PC humano en los nucleétidos -2864 a -1 (GPE) (Yiu y otros, Mol Ther 18:1076-1084, 2010;
Lee y otros, Hepatology 56:1719-1729, 2012). En tercer lugar, el vector rAAV-GPE-G6PC contiene un intrén que
esta ausente del vector rAAV-G6Pasa. Ambos vectores suministraron eficientemente el transgén de G6Pasa-a al
higado y corrigieron GSD-la murino (Koeberl y otros, Mol Ther 16:665-672, 2008; Yiu y otros, Mol Ther 18:1076-
1084, 2010; Lee y otros, Hepatology 56:1719-1729, 2012).

Se realiz6 un estudio comparativo para determinar qué vector, rAAV-G6Pasa o rAAV-GPE-G6PC, era mas eficaz en
el tratamiento de GSD-la. Los resultados demostraron de manera inequivoca que el vector rAAV-GPE-G6PC era
mas eficaz que el vector rAAV-G6Pasa en la correccién de GSD-la murina. Se determind que se requirieron los
elementos potenciadores corriente arriba del promotor minimo G6PC para una expresion transgénica hepatica
eficiente (Lee y otros, Mol Genet Metab 10:275-280, 2013). Se llevaron a cabo estudios adicionales para determinar
si el intron contenido en el vector rAAV-GPE-G6PC desempefaba un papel en la direccién de la expresion de
G6Pasa-a hepatica. Se generd un vector de rAAV bicatenario (denominado rAAV-miGPE-G6PC) que expresaba
G6Pasa-a humana dirigida por el promotor minimo G6PC en los nucleédtidos -382 a -1, y que contenia el intron
presente en el vector rAAV-GPE-G6PC. Los resultados demostraron que el vector rAAV-GPE-G6PC fue mas
eficiente que el vector rAAV-miGPE-G6PC en el tratamiento de la GSD-la murina, apoyando la conclusién de que se
requieren los elementos potenciadores corriente arriba del promotor minimo G6PC para una expresion transgénica
hepatica eficiente (Lee y otros, Mol Genet Metab 10:275-280, 2013).

Los vectores de AAV recombinantes que comprenden un elemento promotor/potenciador de G6PC (GPE) se
describen con mas detalle en la publicacién PCT nim. WO 2015/081101. Los vectores recombinantes incluyen un
GPE, un intrén sintético y la region codificante de G6PC. La region codificante de G6PC esta opcionalmente
optimizada en codoén para la expresidon en células humanas. Los vectores recombinantes incluyen ademas la
secuencia de acidos nucleicos de relleno situada entre el promotor/potenciador de G6PC y el intrén, asi como
también entre el intron y la secuencia codificante de G6PC; y secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) 5'y 3'.

Se describe en la publicacion PCT num. WO 2015/081101 que un AAV recombinante que expresa G6Pasa-a con el
promotor/potenciador de G6PC (rAAV-GPE-G6PC) es significativamente mas eficiente para dirigir in vivo la
expresion transgénica hepatica que otro AAV recombinante que expresa G6Pasa-a que tiene un
promotor/potenciador alternativo (es decir el promotor de 3-actina de pollo/potenciador de CMV). Durante un periodo
de estudio de 24 semanas, los ratones con deficiencia de G6PC (un modelo para GSD-la) tratados con rAAV-GPE-
G6PC exhibieron una normalizacién completa de la deficiencia de G6PC hepatica, como lo demuestran los niveles
normales de glucosa en sangre, metabolitos sanguineos, glucdgeno hepatico y grasa hepatica (ver ademas Yiu y
otros, Mol Ther 18:1076-1084, 2010). Ademas, un estudio a mas largo plazo de ratones G6pc"' tratados con rAAV-
GPE-G6PC demostraron que la terapia génica mediada por rAAV-GPE-G6PC fue eficaz durante al menos 70-90
semanas en ratones que expresaban mas del 3 % de G6Pasa-a hepatica. En particular, los ratones tratados con
rAAV-GPE-G6PC exhibieron un almacenamiento de grasa hepatica normal, perfiles normales de metabolito y de
tolerancia a la glucosa en sangre, niveles reducidos de insulina en sangre en ayunas y no presentaron evidencia de
anomalias hepaticas, tal como adenoma hepatocelular (ver ademas Lee y otros, Hepatology 56:1719-1729, 2012).

En la publicacion PCT num. WO 2015/081101 se describe ademas el hallazgo de que los elementos potenciadores
corriente arriba del promotor de G6PC son criticos para la expresion 6ptima de G6PC en un modelo animal de GSD-
la. Especificamente, se demostré que el tratamiento con rAAV-GPE-G6PC, que comprende el promotor/potenciador
de G6PC en los nucledtidos -2684 a -1 (en relacion con el sitio de inicio de G6PC) produce niveles significativamente
mas altos de expresion de G6Pasa-a hepatica, logré una mayor reduccion en la acumulacion de glucégeno hepatico,
y condujo a una mejor tolerancia del ayuno en un modelo de ratén de GSD-la, en comparacién con un AAV
recombinante que expresa G6Pasa-a que contiene solo un promotor/potenciador de G6PC minimo de 383 pb (ver
ademas Lee y otros, Mol Genet Metab. 110(3):275-280, 2013).

En la publicacién PCT num. WO 2015/081101 se describe ademas el hallazgo de que las secuencias de nucleotidos
de relleno presentes entre el promotor/potenciador de G6PC y el intrén, asi como también entre el intrén y la
secuencia codificante de G6PC, son importantes para la transduccion hepatica y la expresion de G6Pasa-a. En
particular, el AAV recombinante producido a partir del plasmido UF11-K29-G6PC, que carece de las secuencias de
relleno, exhibié una actividad de G6Pasa de 7,3 nmol/min/mg. En comparacion, el AAV recombinante producido a
partir del plasmido UF11-GPE-G6PC, exhibié una actividad G6Pasa de 33,0 nmol/min/mg.
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Ademas, los datos descritos en la publicacion PCT num. WO 2015/081101 demostraron que la optimizacién en
codoén de la secuencia codificante de G6PC aumentd la eficiencia de traduccion aproximadamente de 1,5 a 2,5
veces, lo que dio como resultado una expresion de G6Pasa-a significativamente mayor en el higado después de la
administracion de rAAV-co-GPE-G6PC (que contiene una secuencia de acidos nucleicos de G6PC optimizada en
codon), en comparacion con la administracion de rAAV-GPE-G6PC, que codifica GEBPC de tipo silvestre.

Por lo tanto, el VAA recombinante que comprende el promotor/potenciador de G6PC en los nucleétidos -2684 a -1,
un intron sintético, las secuencias de relleno que flanquean el intron y la region codificante de G6PC (de tipo
silvestre u optimizada en coddn) son elementos importantes para la expresion eficiente del transgén hepatico y el
tratamiento de GSD-la in vivo.

La presente descripcidon muestra por primera vez que la G6PC humana puede modificarse en posiciones especificas
para mejorar la actividad de fosfohidrolasa de la enzima G6Pasa-a codificada. Las secuencias codificantes de
G6Pasa-a modificadas pueden incorporarse en vectores de terapia génica de rAAV para mejorar la eficacia en el
tratamiento de la enfermedad por almacenamiento de glucégeno.

IV. Resumen de varias modalidades

En la presente descripcion se describe que la enzima G6Pasa-a canina es mas activa que la enzima G6Pasa-a
humana. Un alineamiento de aminoacidos de las dos proteinas revelé que difieren en secuencia en 18 residuos.
Para identificar mutantes de G6Pasa-a humana con actividad de fosfohidrolasa aumentada, se generaron mutantes
que contenian al menos un aminoacido correspondiente de la G6Pasa-a canina.

En la presente descripcion se proporcionan moléculas de acido nucleico recombinantes, vectores de AAV y AAV
recombinantes que pueden usarse en aplicaciones de terapia génica para el tratamiento de la enfermedad por
almacenamiento de glucégeno, especificamente GSD-la.

En algunas modalidades, se proporciona una molécula de acido nucleico aislada que codifica una G6Pasa-a
modificada, en donde la G6Pasa-a modificada comprende una sustitucion de serina por cisteina en el aminoacido
298 de la G6Pasa-a humana (la secuencia de aminoacidos de la G6Pasa-a humana de tipo silvestre se expone en la
presente descripcion como la SEQ ID NO: 2). La G6Pasa-a modificada puede incluir modificaciones en residuos
adicionales siempre que la proteina conserve la actividad enzimatica. Por ejemplo, la G6Pasa-a modificada puede
incluir sustituciones en otros residuos que difieren entre las secuencias de G6Pasa-a canina y humana, tales
residuos incluyen las posiciones 3, 54, 139, 196, 199, 242, 247, 292, 301, 318, 324, 332, 347, 349, 350 y/o 353 de la
G6Pasa-a humana (expuesta como la SEQ ID NO: 2). La Figura 1 muestra un alineamiento de las secuencias de la
proteina G6Pasa-a humana y canina, y la Tabla 2 proporciona un resumen de las diferencias de aminoacidos entre
la G6Pasa-a humana y canina. La presente descripcion contempla sustituciones de nucleétidos que alteran la
secuencia de aminoacidos en uno o mas de los residuos enumerados anteriormente y en la Tabla 2.

En algunos ejemplos, la molécula de acido nucleico codifica una G6Pasa-a modificada que tiene una secuencia de
aminoacidos al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 % o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 2, y que tiene una sustitucion de serina por cisteina en el
aminoacido 298. En ejemplos particulares, la secuencia de aminoacidos de la G6Pasa-a modificada comprende o
consiste en la SEQ ID NO: 8 (G6Pasa-a S298C humana). En otros ejemplos particulares, la secuencia de
aminoacidos de la G6Pasa-a modificada comprende o consiste en la SEQ ID NO: 9 (G6Pasa-a S298C/A301V
humana). En ejemplos no limitantes, la molécula de acido nucleico aislada comprende la secuencia de nucledtidos
de la SEQ ID NO: 6 (G6PC humana modificada que codifica la G6Pasa-a S298C) o la SEQ ID NO: 7 (G6PC humana
modificada optimizada en codén que codifica la G6Pasa-a S298C).

En la presente descripcion se proporcionan ademas vectores que comprenden las moléculas de acido nucleico
aisladas que codifican la G6Pasa-a modificada. En algunas modalidades, la molécula de acido nucleico que codifica
la G6Pasa-a modificada esta unida operativamente a un promotor, tal como un promotor de G6PC. En algunos
ejemplos, el promotor de G6PC es al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a los nucledtidos 182-3045 de la SEQ ID NO: 4
(promotor/potenciador de G6PC humano) o al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a los nucledtidos 182-3045 de la SEQ ID NO:
5 (promotor/potenciador humano de G6PC optimizada en coddn). En ejemplos no limitantes, el promotor de G6PC
comprende los nucledtidos 182-3045 de la SEQ ID NO: 4 o los nucledtidos 182-3045 de la SEQ ID NO: 5.

En algunos ejemplos, el vector comprende una secuencia de nucleétidos al menos 80 %, al menos 85 %, al menos
90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a los nucledtidos
182-4441 de la SEQ ID NO: 4 o los nucledtidos 182-4441 de la SEQ ID NO: 5. En ejemplos especificos no
limitantes, el vector comprende los nucleétidos 182-4441 de la SEQ ID NO: 4 o los nucleétidos 182-4441 de la SEQ
ID NO: 5.
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En algunas modalidades, el vector es un vector de AAV. El serotipo de AAV puede ser cualquier serotipo adecuado
para el suministro de transgenes a un sujeto. En algunos ejemplos, el vector de AAV es un AAV de serotipo 8
(AAV8). En otros ejemplos, el vector de AAV es un vector de serotipo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11 0 12 (es decir
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV9, AAV10, AAV11 o AAV12). Aln en otros ejemplos, el vector
de AAV es un hibrido de dos o mas serotipos de AAV (tales como, pero no se limitan a, AAV2/1, AAV2/7, AAV2/8 o
AAV2/9). La seleccion del serotipo de AAV dependera en parte del(de los) tipo(s) celular(es) a los que se dirige la
terapia génica. Para el tratamiento de GSD-Ia, el higado y el rifién son los érganos diana relevantes.

Cuando se usa un vector de AAV, el vector puede incluir repeticiones terminales invertidas (ITR). En algunas
modalidades, el vector de AAV comprende una secuencia de nucleétidos al menos 80 %, al menos 85 %, al menos
90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a los nucleétidos 17-
4819 de la SEQ ID NO: 4 o los nucledtidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 5. En algunos ejemplos, el vector de AAV
comprende los nucledtidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 4 o los nucleétidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 5.

En la presente descripcion se proporcionan ademas células huésped aisladas que comprenden las moléculas de
acido nucleico o los vectores descritos en la presente descripcion. Por ejemplo, la célula huésped aislada puede ser
una célula (o linea celular) apropiada para la produccién de AAV recombinante (rAAV). En algunos ejemplos, la
célula huésped es una célula de mamifero, tal como una célula HEK-293, BHK, Vero, RD, HT-1080, A549, Cos-7,
ARPE-19 o MRC-5.

Se proporcionan ademas un rAAV que comprende una molécula de acido nucleico descrita en la presente
descripcion. En algunas modalidades, el rAAV es rAAV8 y/o rAAV2. Sin embargo, el serotipo de AAV puede ser
cualquier otro serotipo de AAV adecuado, tal como AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAV9, AAV10,
AAV11 o AAV12, o un hibrido de dos o mas serotipos de AAV (tal como, pero no se limita a AAV2/1, AAV2/7,
AAV2/8 o AAV2/9). Las composiciones que comprenden un rAAV descrito en la presente descripcion y un portador
farmacéuticamente aceptable también se proporcionan en la presente descripcion. En algunas modalidades, las
composiciones se formulan para la administracion intravenosa o intramuscular. Las formulaciones farmacéuticas
adecuadas para la administracion de rAAV pueden encontrarse, por ejemplo, en la publicacién de solicitud de
patente de Estados Unidos nim. 2012/0219528.

Se proporcionan ademas métodos para tratar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad por almacenamiento
de glucogeno, que comprenden seleccionar un sujeto con GSD-la y administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un rAAV (o una composicion que comprende un rAAV) descrita en la presente
descripcion.

También se proporcionan en la presente descripcion los métodos para promover la homeostasis de la glucosa;
inhibir la hipoglucemia; inhibir o prevenir el desarrollo de adenoma hepatocelular (HCA); inhibir o prevenir el
desarrollo de carcinoma hepatocelular (HCC); inhibir o prevenir la disfuncion o insuficiencia renal; inhibir o prevenir el
retraso del crecimiento; inhibir o prevenir la hepatomegalia; inhibir o prevenir la nefromegalia; inhibir o prevenir la
hiperlipidemia; inhibir o prevenir la hipertension pulmonar; o tratar, prevenir o inhibir cualquier otra complicacién
asociada con GSD-la, en un sujeto con una deficiencia de glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a). En algunas
modalidades, los métodos incluyen administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un rAAV (o una
composicion que comprende un rAAV) descrito en la presente descripcion. En algunas modalidades, el sujeto con
una deficiencia de G6Pasa-a es un sujeto que tiene GSD-la. Por tanto, en algunos ejemplos, el método incluye
seleccionar un sujeto con GSD-la.

En algunas modalidades de los métodos descritos en la presente descripcion, el rAAV se administra por via
intravenosa.

En algunas modalidades, el rAAV se administra a una dosis de aproximadamente 1 x 10" a aproximadamente 1 x
10" particulas virales (vp)/kg En algunos ejemplos, el rAAV se admlnlstra a una dosis de aproxmadamente 1x10"
a aproximadamente 8 x 10" vp/kg o aproximadamente 1 x 10" a aproxmadamente 8 x 10" vp/kg. En otros
ejemplos, el rAAV se administra a una dosis de aproximadamente 1 x 10" a aproximadamente 6 x 10~ vp/kg.
ejemplos especificos no Ilmltantes el rAAV se administra a una dosis de al menos aproximadamente 1 x 10"°
menos aproximadamente 5 x 10" )¢ al menos aproximadamente 1 x 10" , al menos aproximadamente 5 x 10
menos aproximadamente 1 x 10 , al menos aproximadamente 5 x 10" K al menos aproximadamente 1 x 10"
menos aproximadamente 5 x 10", 0 al menos aproximadamente 1 x 10 vp/kg. En otros ejemplos no Ilmltantes e
rAAV se administra a una dosis de no mas de aproximadamente 1 x 10'°, no mas de aproximadamente 5 x 10"

mas de aproximadamente 1 x 10", no mas de aproximadamente 5 x 10", no mas de aproximadamente 1 x 10"

mas de aproximadamente 5 x 10" no mas de aproximadamente 1 x 10", no mas de aproximadamente 5 x 10

no mas de aproxmadamente 1 X 10 vp/kg. En un ejemplo no Ilmltante el rAAV se administra a una dosis de
aproximadamente 1 x 10 vp/kg. En otro ejemplo no limitante, el rAAV se administra a una dosis de
aproximadamente 1 x 10" vp/kg. El rAAV puede administrarse en una sola dosis o en multiples dosis (tales como 2,
3,4,5,6,7,8,90 10 dosis) segun sea necesario para obtener los resultados terapéuticos deseados.

V. Secuencias de G6PC/G6Pasa-a humanas modificadas
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En la presente descripcion se describe que la enzima G6Pasa-a canina es mas activa que la enzima G6Pasa-a
humana. Como se muestra en la Figura 1 y Tabla 2, las dos proteinas difieren en secuencia en 18 residuos.
Mediante el uso de mutagénesis dirigida al sitio, se identificaron mutantes de G6Pasa-a humana con actividad de
fosfohidrolasa aumentada. Los mutantes de G6Pasa-a humana que se generaron contenian uno o mas aminoacidos
correspondientes de G6Pasa-a canina en las posiciones 3, 54, 139, 196, 199, 242, 247, 292, 298, 301, 318, 324,
332, 347, 349, 350 y/o 353 de la SEQ ID NO: 2. La secuencia de G6Pasa-a humana y una secuencia consenso de
G6Pasa-a humana/canina se exponen a continuacion.

G6Pasa-a humana (SEQ ID NO: 2):

MEEGMNVLHD FGIQSTHYLQ VNYQDSQDWE ILVSVIADLR NAFYVLEPIW FHLQEAVGIK 60
LLWVAVIGDW LNLVFKWILF GOQRPYWWVLD TDYYSNTSVP LIKQFPVICE TGPGSPSGHA 120
MGTAGVYYVM VTSTLSIFQG KIKPTYRFRC LNVILWLGEW AVQLNVCLSR IYLAAHFPHQ 180
VVAGVLSGIA VAETFSHIHS IYNASLKKYF LITFFLFSFA IGFYLLLKGL GVDLLWTLEK 240
AQRWCEQPEW VHIDTTPFAS LLKNLGTLFG LGLALNSSMY RESCKGKLSK WLPFRLSSIV 300
ASLVLLHVFD SLKPPSQVEL VFYVLSFCKS AVVPLASVSV IPYCLAQVLG QPHKKSL 357

Secuencia consenso de G6Pasa-a humana/canina (SEQ ID NO: 10):

MEXGMNVLHD FGIQSTHYLQ VNYQDSQDWE ILVSVIADLR NAFYVLFPIW FHLXEAVGIK 60
LLWVAVIGDW LNLVFKWILE GQRPYWWVLD TDYYSNTSVP LIKQFPVTCE TGPGSPSGHA 120
MGTAGVYYVM VTISTLSIFXG KXKPTYRFRC LNVILWLGFW AVQLNVCLSR IYLAAHFPHQ 180
VVAGVLSGIA VAETFXHIXS IYNASLKKYF LITFFLFSFA IGFYLLLKGL GVDLLWTLEK 240
AXRWCEXPEW VHIDTTPFAS LLKNLGTLFG LGLALNSSMY RESCKGKLSK WXPFRLSXIV 300
XSLVLLHVFED SLKPPSQXEL VEYXLSEFCKS AXVPLASVSV IPYCLAXVXX QPXKKSL 357

En algunas modalidades, se proporciona en la presente descripcion una G6Pasa-a modificada que comprende la
SEQ ID NO: 10, en donde X en el residuo de aminoacido 3 = K o E; X en el residuo de aminoacido 54 = R o Q; X en
el residuo de aminoacido 139 = R 0 Q; X en el residuo de aminoacido 142 = Ko |; X en el residuo de aminoacido 196
=R 0 S; X en el residuo de aminoacido 199 = Q o H; X en el residuo de aminoacido 242 = R o0 Q; X en el residuo de
aminoacido 247 = R 0 Q; X en el residuo de aminoacido 292 = F o L; X en el residuo de aminoacido 298 = C 0 S; X
en el residuo de aminoacido 301 =V o A; X en el residuo de aminoacido 318 =T o V; X en el residuo de aminoacido
324 =T o V; Xen el residuo de aminoacido 332 = Ao V; X en el residuo de aminoacido 347 = R o0 Q; X en el residuo
de aminoacido 349 = F o L; X en el residuo de aminoacido 350 = D o G; o X en el residuo de aminoacido 353 =D o
H, o cualquier combinacién de estos.

En ejemplos particulares, la secuencia de G6Pasa-a modificada comprende una mutacién S298C, o comprende las
mutaciones S298C y A310V, como se expone a continuacion. En ejemplos no limitantes, la secuencia de G6Pasa-a
modificada comprende o consiste en la SEQ ID NO: 8 o la SEQ ID NO: 9.

G6Pasa-a $298C humana (SEQ ID NO: 8):

MEEGMNVLHD FGIQSTHYLQ VNYQDSQDWE ILVSVIADLR NAFYVLFPIW FHLQEAVGIK 60
LLWVAVIGDW LNLVFKWILE GQRPYWWVLD TDYYSNTSVP LIKQFPVICE TGPGSPSGHA 120
MGTAGVYYVM VTISTLSIFQG KIKPTYRFRC LNVILWLGFW AVQLNVCLSR IYLAAHFPHQ 180
VVAGVLSGIA VAETFSHIHS IYNASLKKYF LITFFLFSFA IGFYLLLKGL GVDLLWTLEK 240
AQRWCEQPEW VHIDTTPFAS LLKNLGTLEFG LGLALNSSMY RESCKGKLSK WLPFRLSCIV 300
ASLVLLHVFD SLKPPSQVEL VFYVLSFCKS AVVPLASVSV IPYCLAQVLG QPHKKSL 357

G6Pasa-a S298C/A310V humana (SEQ ID NO: 9):

MEEGMNVLHD FGIQSTHYLQ VNYQDSQDWEF ILVSVIADLR NAFYVLEPIW FHLQEAVGIK 60
LLWVAVIGDW LNLVFKWILEF GQRPYWWVLD TDYYSNTSVP LIKQFPVICE TGPGSPSGHA 120
MGTAGVYYVM VTSTLSIFQG KIKPTYRFRC LNVILWLGEW AVQLNVCLSR IYLAAHFPHQ 180
VVAGVLSGIA VAETFSHIHS IYNASLKKYF LITFFLEFSFA IGFYLLLKGL GVDLLWTLEK 240
AQRWCEQPEW VHIDTTPFAS LLKNLGTLFG LGLALNSSMY RESCKGKLSK WLPFRLSCIV 300
VSLVLLHVFD SLKPPSQVEL VFYVLSFCKS AVVPLASVSV IPYCLAQVLG QPHKKSL 357
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En algunas modalidades, la G6Pasa-a modificada que comprende una mutacion S298C esta codificada por una
secuencia de acidos nucleicos expuesta a continuacion.

G6PC S298C humana (SEQ ID NO: 6):

ATG GAGGAAGGAA TGAATGTTCT CCATGACTTT GGGATCCAGT CAACACATTA CCTCCAGGTG AATTACCAAG
ACTCCCAGGA CTGGTTCATC TTGGTGTCCG TGATCGCAGA CCTCAGGAAT GCCTTCTACG TCCTCTTCCC CATCTGGTTC
CATCTTCAGG AAGCTGTGGG CATTAAACTC CTTTGGGTAG CTGTGATTGG AGACTGGCTC AACCTCGTCT TTAAGTGGAT
TCTCTTTGGA CAGCGTCCAT ACTGGTGGGT TTTGGATACT GACTACTACA GCAACACTTC CGTGCCCCTG ATAAAGCAGT
TCCCTGTAAC CTGTGAGACT GGACCAGGGA GCCCCTCTGG CCATGCCATG GGCACAGCAG GTGTATACTA CGTGATGGTC
ACATCTACTC TTTCCATCTT TCAGGGAAAG ATAAAGCCGA CCTACAGATT TCGGTGCTTG AATGTCATTT TGTGGTTGGG
ATTCTGGGCT GTGCAGCTGA ATGTCTGTCT GTCACGAATC TACCTTGCTG CTCATTTTCC TCATCAAGTT GTITGCTGGAG
TCCTGTCAGG CATTGCTGTT GCAGAAACTT TCAGCCACAT CCACAGCATC TATAATGCCA GCCTCAAGAA ATATTTTCTC
ATTACCTTCT TCCTGTTCAG CTTCGCCATC GGATTTTATC TGCTGCTCAA GGGACTGGGT GTAGACCTCC TGTGGACTCT
GGAGARAGCC CAGAGGTGGT GCGAGCAGCC AGAATGGGTC CACATTGACA CCACACCCTT TGCCAGCCTC CTCAAGAACC
TGGGCACGCT CTTTGGCCTG GGGCTGGCTC TCAACTCCAG CATGTACAGG GAGAGCTGCA AGGGGAAACT CAGCAAGTGG
CTCCCATTCC GCCTCAGCTG CATTGTAGCC TCCCTCGTCC TCCTGCACGT CTTTGACTCC TTGAAACCCC CATCCCAAGT
CGAGCTGGTC TTCTACGTCT TGTCCTTCTG CAAGAGTGCG GTAGTGCCCC TGGCATCCGT CAGTGTCATC CCCTACTGCC
TCGCCCAGGT CCTGGGCCAG CCGCACAAGA AGTCGTTGTA A

G6PC S298C humana optimizada en codén (SEQ ID NO: 7):

ATG GAAGAGGGCA TGAACGTGCT GCACGACTTC GGCATCCAGA GCACCCACTA AACTACCAGG ACAGCCAGGA

CTGGTTCATC CTGGTGTCCG TGATCGCCGA

CTGCGGAAC GCCTITCTACG TGCTGTTCCC CF AAGCCGTCGG

CATCAACCTG CTGTGGGTGG CCGT

GATCGG ZGATTGGCTG AACCTGGTST TCAAGTGGAT CCTGTTCGGC CAGCGGCCCT ATTGGTGGGT

GCTGGACACC GACTACTACA GCAACACCAG CZGTGCCCCTG ATCAAGCAGT TCCCCGTGAC Ch GGCCCTGGCT CTCCTTCTGG
CCACGCCATG GGAACAGCCG GCGIGTACTA CGTGATGGTC ACCAGCACCTC TGAGCATCTIT ATCAAGCCCA CCTACCGGTT
CCGGTGCCTG AACGTGATCC TGTCGCTGGG CTTCTGGGCC GTGCAGCTGA ACGTGTGCCT CAGCCGGATC TACCTGGCCG CCCACTTCCC

ACATCAAGTG GTGGCCGGCG TGCIGAGCGG AATCGCCGTG GCCCAGACAT TCAGCCACAT CCACAGCATC TACAACGCCA GCCTGAAGAA

GTACTTCCTG ATCACATTCT TTCIGTTCAG CTTCGCCATC CGGCTTCTACZC TGCTGCTGAA CGGCCTGGEC GTGGACCTEC TGTGGACCCT

GGARAACGCC CAGCGGTGGT GCGAGCAGCC CGAGTGGGTG CACAT

CCACCCCCTT CGCCAGCCTIG CTGAAGAACC TGGGCACCCT

GTTTGGACTG GGCITGGCCC TGAACAGCAG CATGTACAGA CAGAGCT CTGCCCTTCC GGCTGAGCTG

AGGGCAAGCT

CATCGTCEGCC AGCITGGTGC TGCIGCACGET STTCGACAGC CTGRAGCCIC CCAGCCAGCET GGAACTGGTG TTTTACGTGC TGAGCTTCTG

CAAGAGCGCC GTGGTGCCCC TGGCCTCCGET GTCTGTGATC CCCTIACTGCC TGGCTCAGCT GCTIGGGCCAG CCCCACAAGA AGTCCCTCTG A
VI. AAV recombinante para aplicaciones de terapia génica

AAV pertenece a la familia Parvoviridae y el género Dependovirus. AAV es un virus pequefio, sin envoltura, que
empaqueta un genoma de ADN monocatenario lineal. Tanto las cadenas sentido como antisentido de ADN de AAV
se empaquetan en capsides de AAV con la misma frecuencia.

El genoma de AAV se caracteriza por dos repeticiones terminales invertidas (ITR) que flanquean dos marcos de
lectura abiertos (ORF). En el genoma de AAV2, por ejemplo, los primeros 125 nucleétidos del ITR son un
palindromo, que se pliega sobre si mismo para maximizar el apareamiento de bases y forma una estructura de
horquilla en forma de T. Las otras 20 bases de la ITR, denominadas la secuencia D, permanecen sin aparear. Las
ITR son secuencias de accidn cis importantes para la replicacion del ADN de AAV; la ITR es el origen de la
replicacion y sirve como un cebador para la sintesis de la segunda cadena por la ADN polimerasa. EI ADN
bicatenario formado durante esta sintesis, que se denomina mondémero en forma replicante, se usa para una
segunda ronda de replicacion por autocebado y forma un dimero en forma replicante. Estos productos intermedios
bicatenario se procesan mediante un mecanismo de desplazamiento de cadena, lo que da como resultado un ADN
monocatenario usado para el empaquetamiento y un ADN bicatenario usado para la transcripcion. Dentro de la ITR
se ubican los elementos de unién Rep y un sitio de resolucion terminal (TRS). Estas caracteristicas son usadas por
la proteina reguladora viral Rep durante la replicacion de AAV para procesar los productos intermedios bicatenarios.
Ademas de su papel en la replicacion de AAV, el ITR también es esencial para el empaquetamiento del genoma de
AAV, la transcripcion, la regulacion negativa en condiciones no permisivas y la integracion especifica del sitio (Daya
y Berns, Clin Microbiol Rev 21(4):583-593, 2008).

El ORF izquierdo de AAV contiene el gen Rep, que codifica cuatro proteinas - Rep78, Rep 68, Rep52 y Rep40. El
OREF derecho contiene el gen de Cap, que produce tres proteinas de la capside viral (VP1, VP2 y VP3). La capside
de AAV contiene 60 proteinas de la capside viral dispuestas en una simetria icosaédrica. VP1, VP2 y VP3 estan
presentes en una relacion molar 1:1:10 (Daya y Berns, Clin Microbiol Rev 21(4):583-593, 2008).

El VAA es actualmente uno de los virus mas usados para terapia génica. Aunque el VAA infecta a los seres
humanos y algunas otras especies de primates, no se sabe que cause enfermedades y provoca una respuesta
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inmunitaria muy leve. Los vectores de terapia génica que utilizan AAV pueden infectar células tanto en divisién como
quiescentes y persistir en un estado extracromosémico sin integrarse en el genoma de la célula huésped. Debido a
las caracteristicas ventajosas de AAV, la presente descripcion contempla el uso de AAV para las moléculas de acido
nucleico recombinante y los métodos descritos en la presente descripcion.

El AAV posee varias caracteristicas deseables para un vector de terapia génica, incluida la capacidad de unirse y
entrar a las células diana, entrar al nlcleo, la capacidad de expresarse en el nucleo durante un periodo de tiempo
prolongado y baja toxicidad. Sin embargo, el pequefio tamafio del genoma de AAV limita el tamafio del ADN
heterélogo que puede incorporarse. Para minimizar este problema, se han construido vectores de AAV que no
codifican Rep y el elemento de eficiencia de integracion (IEE). Los ITR se mantienen ya que son sefales cis
necesarias para el empaquetamiento (Daya y Berns, Clin Microbiol Rev 21(4):583-593, 2008).

Los métodos para producir rAAV adecuados para terapia génica son bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo,
la solicitud de patente de Estados Unidos num. 2012/0100606; 2012/0135515; 2011/0229971; y 2013/0072548; y
Ghosh y otros, Gene Ther 13(4):321-329, 2006), y puede utilizarse con las moléculas de acido nucleico
recombinantes, los vectores y los métodos descritos en la presente descripcion.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas caracteristicas y/o modalidades particulares. Estos
ejemplos no deben interpretarse para limitar la descripcion a las caracteristicas o modalidades particulares descritas.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion y caracterizacion de mutantes de G6PC (G6Pasa-a) humanos para su uso en terapia
génica mediada por AAV

Este ejemplo describe la generacion de 18 mutantes de G6PC humanos vy la identificacion de mutantes de G6Pasa-a
especificos con actividad de fosfohidrolasa aumentada.

Construccion de mutantes de G6PC

Para construir mutantes de G6PC humanos, se usé como una plantilla el vector pSVL, que comprende los
nucledtidos 1 a 1074 del ADNc de G6PC humano (la region codificante completa, con el coddn de iniciacion ATG en
los nucledtidos 1-3; SEQ ID NO: 11). Para la mutagénesis dirigida por PCR, la plantilla se amplific6 mediante el uso
de dos cebadores de PCR externos que coincidian con los nucleétidos 1 a 20 (sentido) y 1055 a 1074 (antisentido)
que flanqueaban los cebadores mutantes antisentido y sentido de 20 nucleétidos de longitud con el codén a mutar
en el medio (ver la Figura 4 y la Tabla 1 a continuacion). La plantilla para el doble mutante hG6PC-S298C/A301V fue
el mutante pSVL-hG6PC-S298C. Las secuencias mutadas se clonaron en pSVL y se verificaron mediante la
secuenciacion de ADN.

Tabla 1. Cambios de nucledtidos en mutantes de G6PC humanos

Mutacion Cambios de nucleétidos/codones Secuencias en G6PC humano
R3K GAA (R) — AAA (K) nucleétidos 7-9
Q54R CAG (Q) — CGT (R) nucledtidos 160-162
Q139R CAG (Q) — CGG (R) nucledtidos 415-417
142K ATA (I) > AAA (K) nucledtidos 424-426
S196R AGC (S) —» CGC (R) Nucleotidos 586-588
H199Q CAC (H) — CAG (Q) nucledtidos 595-597
Q242R CAG (Q) — AGG (R) nucledtidos 724-726
Q247R CAG (Q) — CGG (R) nuclectidos 739-741
L292F CTC (L) > TTC (F) nucleétidos 874-876
S298C TCT (S) —» TGC (C) nucleétidos 892-894
A301V GCC (A) —» GTG (V) nucleétidos 901-903
V318T GTC (V) - ACT (T) nucleétidos 952-954
V324T GTC (V) - ACC (T) nucleétidos 970-972
V332A GTA (V) —» GCA (A) nucleétidos 994-996
Q347R CAG (Q) — CGG (R) nucledtidos 1039-1041
L349F CTG (L) > TTC (F) nucleétidos 1045-1047
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Continuacion

Mutacion Cambios de nucleétidos/codones Secuencias en G6PC humano
G350D GGC (G) — GAC (D) nucledtidos 1048-1050
H353D CAC (H) — GAC (D) nucleotidos 1057-1059

Expresion en células COS-1 y ensayos de fosfohidrolasa

Se cultivaron células COS-1 a 37 °C en medio esencial minimo modificado con Dulbecco tamponado con HEPES
suplementado con suero bovino fetal al 4 %. Los constructos de GEPC se transfectaron en células COS-1 mediante
el método de DEAE-dextrano/cloroquina. Después de la incubacion a 37 °C durante 2 dias, los cultivos transfectados
se recolectaron para determinar la actividad de fosfohidrolasa. Brevemente, se incubaron mezclas de reaccion (50
pl) que contenian tampon cacodilato 50 mM, pH 6,5, G6P 10 mM y cantidades apropiadas de homogeneizados
celulares a 37 °C durante 10 minutos como se describié previamente (Lei y otros, Science 262:580-583, 1993).

Analisis estadistico

La prueba t para muestras no apareadas se realiz6 mediante el uso del programa GraphPad Prism, version 4
(GraphPad Software, San Diego, CA). Los valores se consideraron estadisticamente significativos a p <0,05.

Resultados

Las actividades de fosfohidrolasa de la G6Pasa-a humana y canina se compararon mediante ensayos de expresion
in vitro. Los resultados demostraron que la enzima canina era aproximadamente 5 veces mas activa que la enzima
humana. Un alineamiento de secuencias de las secuencias canina y humana demostré que las dos enzimas difieren
en 18 residuos de aminoacidos (Figura 1 y Tabla 2).

Tabla 2. Diferencias de aminoacidos entre la G6Pasa-a humana y canina

Aminoacido Aminoacido Aminoacido Aminoacido Aminoacido

Canina K3 R54 R139 K142 R196
Humana E3 Q54 Q139 1142 S196
Canina Q199 R242 R247 F292 C298
Humana H199 Q242 Q247 L292 S298
Canina V301 T318 T324 A332 R347
Humana A301 V318 V324 V332 Q347
Canina F349 D350 D353

Humana L349 G350 H353

Para determinar qué sustituciones de aminoacidos dan como resultado un aumento de la actividad enzimatica de la
G6Pasa-a canina, se construyeron 18 mutantes de G6PC humana mediante mutagénesis dirigida al sitio. Cada
mutante portaba uno de los aminoacidos correspondientes de la G6Pasa-a canina. Las actividades de fosfohidrolasa
de los 18 mutantes de G6Pasa-a humana se examinaron mediante ensayos de expresion transitoria. Los resultados
demostraron que el constructo de G6PC-S298C humana era la mas activa, con una actividad 2,14 veces mayor que
la actividad del constructo de G6PC-WT (Tabla 3). El mutante G6PC-A301V también fue mas activo, siendo 1,35
veces mas activo que el G6PC-WT. A continuacién, se construyd un mutante doble S298C/A301V (hG6PC-
S298C/A301V). Este doble mutante fue igualmente tan activo como el mutante hG6PC-S298C individual (Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad de fosfohidrolasa de mutantes de G6PC humana

Constructo de G6PC Ubicacion | Actividad de fosfohidrolasa (nmol/min/mg)
pSVL-hG6PC-WT 164,5 9,5 (100 %)
pSVL-hG6PC-E3K N-terminal 156,0 £ 6,3

pSVL-hG6PC-Q54R C1 169,6 £ 7,3

pSVL-hG6PC-Q139R Cc2 113,11 6,7

pSVL-hG6PC-1142K C2 141,044
pSVL-hG6PC-S 196R H5 90,5+2,5

pSVL-hG6PC-H199Q C3 154,01+ 7,4

pSVL-hG6PC-Q242R L3 1745+ 4

pSVL-hG6PC-Q247R L3 143,8 + 16,4

pSVL-hG6PC-L292F H8 140,3 + 20,3

pSVL-hG6PC-S298C H8 351,8 £ 16,4 (214 %)

pSVL-hG6PC-A301V H8 221,7 £ 12,5 (135 %)
pSVL-hG6PC-S298C/A301V H8 353,7 £ 18,8 (215 %)

pSVL-hG6PC-V318T L4 156,7 + 16,3

pSVL-hG6PC-V324T H9 117,6 £ 82

pSVL-hG6PC-V332A H9 160,5 + 13,1

pSVL-hG6PC-Q347R C-terminal 162,5+7,9

pSVL-hG6PC-L349F C-terminal 186,4 £ 5,9 (113 %)

pSVL-hG6PC-G350D C-terminal 146,6 + 16,7

pSVL-hG6PC-H353D C-terminal 164,7 £ 2,8

Actividad de fosfohidrolasa de células COS-1 transfectadas con un constructo de G6PC de tipo silvestre (WT)
humana (h) o de mutante de hG6PC en un vector pSVL. Los datos representan la media + SEM. H, L y C indican las
ubicaciones de las mutaciones en las hélices 1 a 9, bucles luminales 1 a 4 o bucles citoplasmicos 1 a 4,
respectivamente (Figura 2). Los numeros entre paréntesis son el % de actividad de hG6PC-WT. Los ensayos de
fosfohidrolasa se realizaron por duplicado.

Se ha demostrado previamente que la integridad estructural de las hélices transmembrana es vital para la
estabilidad y la actividad enzimatica de G6PC, y los mutantes no helicoidales no juegan un papel esencial en la
estabilidad de G6PC (Shieh y otros, JBiol Chem 277:5047-5053, 2002). De acuerdo con estas observaciones
previas, las mutaciones de los residuos de aminoacidos en la hélice 8 de G6PC alteraron marcadamente la actividad
enzimatica.

Para confirmar adicionalmente la eficacia del constructo de hG6PC-S298C, se compararon las actividades de
fosfohidrolasa de dos constructos de G6PC humana, pSVL-G6PC-WT y pSVL-G6PC-S298C. Los ensayos de
expresion transitoria demostraron que el constructo pSVL-G6PC-S298C era 1,7 veces mas eficaz que el constructo
pSVL-G6PC (Tabla 4).

Los estudios han demostrado que las estrategias de optimizacion en codén pueden aumentar la eficiencia de la
traduccion (Huston y otros, Mol Ther 9:1867-1877, 2011). La G6PC humana optimizada en coddn (co) es 1,46 veces
mas activa que el constructo G6PC-WT (Tabla 4). Para examinar el impacto de la optimizaciéon en coddn, se
construyé pSVL-co-G6PC-S298C, que expresa una G6PC-S298C humana optimizada en codon. Los ensayos de
expresion transitoria demostraron que el constructo pSVL-co-G6PC-S298C era 2,9 veces mas eficaz que el
constructo pSVL-G6PC-WT (Tabla 4).
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Tabla 4. Actividad de fosfohidrolasa de hG6PC-WT, hG6PC-S298C, co-hG6PC, co-hGEPC-S298C y G6PC canina

Constructos de hG6PC Actividad de fosfohidrolasa (nmol/min/mg)
pSVL-hG6PC-WT 131,1+£ 3,8 (100 %)
pSVL-hG6PC-S298C 223,1+7,1 (170 %)
pSVL-co- hG6PC 191,51 6,0 (146 %)
pSVL-co- hG6PC-S298C 382,8 £ 23,5 (292 %)
pSVL-G6PC canina 725,7 + 66,5 (554 %)

Actividad de fosfohidrolasa de células COS-1 transfectadas con constructo de constructo hG6PC-WT, hG6PC-
S298C, co-hG6PC, co-hG6PC-S298C o G6PC canina en un vector pSVL. Los datos representan la media £+ SEM de
tres experimentos independientes mediante el uso de tres lotes separados de cada constructo. Los ensayos de
fosfohidrolasa se realizaron por duplicado. Los nimeros entre paréntesis son el % de actividad de hG6PC-WT.

Se construyeron vectores AAV8-GPE-GEPC, AAV8-GPE-co-G6PC, AAV8-GPE-G6PC-S298C y AAV8-GPE-co-
G6PC-S298C recombinantes. Se examind la actividad de la G6Pasa hepatica en ratones GSD-la (G6pc-/-)
infundidos con vectores AAV8-GPE-G6PC, AAV8-GPE-G6PC-S298C, AAV8-GPE-co-G6PC, o AAV8-GPE-co-
G6PC-S298C. De acuerdo con estudios de expresion in vitro, los estudios in vivo demostraron que los vectores
AAV8-GPE-G6PC-S298C y AAV8-co-G6PC-S298C dirigian la expresion hepatica de G6PC que era 3,4 veces
superior a la del vector AAV8-GPE-G6PC (Figura 3).

Ejemplo 2: Evaluacion de la dosis minima de vector necesaria para corregir la deficiencia hepatica de G6Pasa-a

Este ejemplo describe estudios para determinar la dosis minima necesaria para restaurar la actividad de G6Pasa-a a
un nivel que previene el desarrollo de HCA/HCC y mantiene la homeostasis de la glucosa.

GSD-la se caracteriza por una alteracion de la homeostasis de la glucosa y la complicacion a largo plazo del
adenoma hepatocelular (HCA) (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). El inventor ha demostrado
previamente que los ratones G6pc-/- tratados con rAAV8-G6PC que expresaban = 3 % de la actividad hepatica
normal de G6Pasa-a (que es equivalente a = 5 unidades de actividad de G6Pasa-a; 1 nmol/min/mg se define como
una unidad de actividad de G6Pasa-a) mantienen la homeostasis de la glucosa hasta las P70-P90 semanas y no
desarrollan HCA (Lee y otros, Hepatology 56:1719-1729, 2012; publicaciéon PCT num. WO 2015/081101).

El presente estudio se realiz6 mediante el uso de vectores de rAAV8 purificados y titulados con precision
(suministrados por Dimension Therapeutics, Cambridge, MA) para determinar la dosificacion minima de vector de
rAAV necesaria para corregir la deficiencia de G6Pasa-a hepatica mediante el uso de ratones G6pc-/-. Los ratones
G6pc-/- de diez dias de edad se infundieron con 5 x 10" vg/kg de rAAV8-co-G6PC o rAAV8-co-G6PC-S298C. A los
24 dias de edad (2 semanas después de la infusién), la actividad hepatica de G6Pasa-a en ratones G6pc-/- tratados
con rAAV-co-G6PC-S298C- y rAAV8-co-G6PC fue de 18,6 + 1,1y 7,7 + 1,1 unidades, respectivamente (Figura 5).

Se ha demostrado que la eficiencia y la persistencia de la transferencia de genes hepaticos mediada por AAV son
menores durante el desarrollo temprano porque la rapida tasa de proliferacién hepatocelular asociada con el
crecimiento del higado puede diluir el nimero de células efectivamente infectadas con AAV (Yiu y otros, Mol Ther
18:1076-1084, 2010). En ratones G6pc-/- de dos semanas de edad infundidos con 1,5 x 10" vg/kg de rAAV-G6PC,
la actividad hepatica de G6Pasa-a fue de 174,0 £ 22,4 unidades a las 24 semanas de edad. En ratones G6pc-/- de
cuatro semanas de edad infundidos con 1 x 10" vg/kg de rAAV-G6PC, la actividad de G6Pasa-a hepatica fue de
335,6 + 40,2 unidades a las 24 semanas de edad, que es 2,9 veces mayor que la actividad de G6Pasa-a en ratones
infundidos a las 2 semanas de edad con la misma dosificacion de vector.

Por lo tanto, se espera que si se infunde la misma dosificacién de rAAV-co-G6PC-S298C en ratones G6pc-/- de 4
semanas de edad, la actividad G6Pasa-a se restablecera a 53,94 (18,6 x 2,9) unidades a las 24 semanas de edad,
muy por encima de la actividad hepatica minima de G6Pasa-a (5 unidades) requerida para mantener la homeostasis
de la glucosa y prevenir la formacion de HCA/HCC. Esto también cumple con el requisito del ensayo clinico de
terapia génica humana mediado por rAAV para el tratamiento de GSD-la, que requiere la administracion de < 1 x
10" vg/kg de AAV.

Para comparar la eficacia relativa de los cuatro vectores diferentes, se infunde a ratones G6pc-I- de 10 dias de edad
con 5 x 10" vg/kg del vector rAAV8-GBPC o rAAV8-GEPC-S298C titulado con precision y la actividad hepatica de
G6Pasa-a de los ratones G6pc-/- tratados se examina a la edad de 24 dias. Ademas, se infunden ratones G6pc-/- de
10 dias de edad con 5 x 10" vg/kg de rAAV8-G6PC, rAAV8-G6PC-S298C, rAAV8-co-G6PC o rAAV8-co-G6PC-
S298C y se examind la actividad de G6Pasa-a hepatica de los ratones G6pc-/- tratados a la edad de 12 semanas.
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Los resultados de este estudio demostraran la estabilidad de la expresion transgénica desde los 24 dias hasta las 12
semanas de edad.

Los ratones G6pc-/- sin tratar tienen una vida util corta. Para determinar con mayor precision la dosificacién minima
de vector de rAAV requerida para corregir la deficiencia de G6Pasa-a hepatica en ratones adultos, se usaron ratones
L-G6pc-/-, que tienen una supresion de G6Pasa especifica de higado y que sobreviven hasta la edad adulta, como
se describe a continuacion.

Los ratones G6pc™™ contienen el exon 3 del gen G6pc flanqueado por sitios loxP (Peng y otros, Genesis 47:590-
594, 2009). Los ratones G6pc™™ se cruzaron con ratones SA“®R?" (Schuler y otros, Génesis 39:167-172, 2004),
que expresan una Cre-recombinasa dependiente de tamoxifeno bajo el control del promotor de albumina sérica para
producir ratones G6pc™™ SATERTW | 5 inactivacion de G6pc especifica de hg do (L-G6pc-/-) se generd por
escision mediada por tamoxifeno del exén 3 de G6pc en ratones G6pc™™ SATERT™ de tres semanas de edad. Se
espera que el 100 % de los ratones L-G6pc-/- desarrollaran HCA/HCC a la edad de 54 semanas (51 semanas

después de la escision genética de G6pc).

Se trataron ratones L-G6pc-/- de diez semanas de edad con 10" vg/kg de rAAV-G6PC. Los resultados mostraron
que, a la edad de 18 semanas, la actividad de la G6Pasa-a hepatica se restaur6 a 68,9 + 12,8 unidades (Figura 6A).
Los ratones tratados con AAV (ratones AAV) no exhibieron anomalias histolégicas hepaticas excepto el
almacenamiento leve de glucégeno (Figura 6B), y mostraron un perfil normal de tolerancia a la glucosa en ayunas
(FGT) (Figura 6C). Ademas, los ratones AAV exhibieron un peso hepatico normalizado (Figura 6D) y niveles
hepaticos normalizados de glucégeno y triglicéridos (Figura 6E). Estos datos indican que es posible reducir a una
dosificacion mas optima para un ensayo de terapia génica clinica humana para el tratamiento de GSD-la.

Para examinar la dosis minima de rAAV8-G6PC, rAAV8-co-G6PC, rAAV8-G6PC-S298C y rAAV8-co-G6PC-S298C
requerida para corregir la deficiencia de G6Pasa-a hepatica y prevenir el desarrollo de HCA/HCC, se infunden varias
dosis (por ejemplo,1 x 1010, 3x 1010, 1 X 1011, 3 x ‘IO”, 1 X 1012, 3x 1012y 1x 1013) de cada vector en ratones L-
G6pc-/- de 10-12 semanas de edad. A las 54 semanas de edad, se mide la actividad de G6Pasa-a. También se
miden y/o evaltan la histologia hepatica, FGT, peso del higado y niveles hepaticos de glucogeno vy triglicéridos.

Ejemplo 3: Tratamiento de GSD-la humana mediante terapia génica basada en AAV

Este ejemplo describe un método ilustrativo para el uso clinico de vectores de AAV que codifican G6PC modificada
para el tratamiento de GSD-la.

Se selecciona a un paciente diagnosticado con GSD-la para el tratamiento. Por lo general, el paciente tiene al
menos 18 afios y puede o no haber tenido una exposicion previa a la inmunomodulacion. Al paciente se le
administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un AAV recombinante que expresa G6PC modificada, tal como
un rAAV que comprende la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 5, como se describe en la presente descripcion. El AAV
recombinante puede administrarse por via intravenosa. Un médico puede seleccionar una dosis terapéutica
apropiada. En algunos casos, la dosis terapéuticamente eficaz esta en el intervalo de 1 x 10" a1 x 10" particulas
virales (vp)/kg, tal como aproximadamente 1 x 10" 0 1 x 10" vp/kg. En la mayoria de los casos, al paciente se le
administra una sola dosis. En ausencia de inmunomodulacién, es probable que el paciente tolere solo una Unica
infusion de rAAV. Si el sujeto ha tenido inmunomodulacién previa a la exposicion, pueden administrarse dos o mas
dosis. La salud del sujeto puede monitorearse a lo largo del tiempo para determinar la eficacia del tratamiento.

Listado de secuencias
<110> Los estados unidos de américa, representados por el secretario, departamento de salud y servicios
humanos
<120> Vectores de virus adenoasociado que codifican gépc modificada y usos de estos
<130> 4239-94138-02

<150> US 62/096,400
<151> 2014-12-23

<160> 11
<170> PatentIn versiéon 3.5
<210> 1

<211> 357
<212> PRT
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ctccatcact
agggccctcee
gctagetgee
actcacctct
agaggcttat
gatcacatat
ccacagtcac
ggaccagcag
cttggtgggg
cagcatggaa
tcececcageta
taaacatttt
ctcatgecectg
aatttgagac
ataataaata
ttegttacct
ttttggtctce
tatacacaca
aaagctcaag
ctccagttac

cagtaagact

ggggggggtt
aggtcgccecg
agggagtggc
atccacggtg
cggataaaaa
ctcatcgtct
accgccagga
tatcaactcc
ccatatgctg
ctggcatgac
gaccatagaa
ctgggtagag
accccacgec
caacacatta
aaaccatgca
tggggaggag
tgctgtcaac
ccccttacat
attcccectg
taatcccaat
cagcctggge
atagtgatat
gattcattce
tctactattt
cacagtgtat
atatagaagc
cattttgctg

atacattcat
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ggccactccece
acgcccggge
caactccatc
tctecgatgea
cgtgctggag
catgactatg
agactcccac
ttatccatag
accacataat
ccagacagtg
actctcatcc
ggaggctccc
ccagcactge
cctgetetece
gtcaaggaca
actccaggtce
ttttgccaca
gtcaatatgg
gctcttatcce
gctttgcectag
cgcatagtga
gaagcatgat
ctggttecett
gtaggctgat
cttgagcettt
cctttttcaa
gtattcttat

tattttgett

tctetgegeg
tttgceceggg
actaggggtt
gtcagcttte
gaagcagaaa
aggttgctct
tgtcecctgga
gggtattctt
agaaccccte
gcctttgtat
cagaggtcac
tacctatgge
ctgccacgea
aaggttaggce
actggagtca
atacctccectg
gattcattag
acttaatgat
tcaaaaaatg
gttgaggcgg
gacccegttt
taaatagccc
tcacagtcct
atatagtata
cttttgtata
aaataactga
ttggaaccat

aaacgtatga

22

ctegeteget
cggcctcagt
cctagatctg
taacaagctg
ggggctggca
gatccagagg
tgcccagagt
cctgaggegt
ccaactcaga
atgtttttag
tgcaatagtt
ccagcagccc
tgggcttact
gtggcaggag
gcatgggctg
gaggatgttt
ctctgagttt
gggaaattca
catgaatttg
gaggatcact
ctacaaaaat
tattttttaa
ccgtgaccca
cacacacaca
tctacacaca
aagtttcaaa
acattcatca

gttaaaacac

cactgaggcc
gagcgagcga
aattcggtac
gggcctcace
ggtggaaaga
gtceceectge
gggatgtcaa
ctcagaaaac
gaccctgget
actcaccttg
actccacaac
tgacagtgca
ttacacccac
aagtttgcett
ggtgcgagce
taatcatttc
cttttttctg
ggcaagtttt
gaggcagtgg
tgaagccagg
aaataaataa
aatgcatgag
agtgttaggg
cacacacaca
tatgtataag
ctctttaagt
tattgttgca

ttggccagge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
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atggtggttc
gctcaggaat
aaaaattagc
gggaggatca
cteccagecetg
aagaaaacaa
aaaaacgatt
tcccaaacca
agtccccaat
gttttgtttt
gcggtgggac
cagcctectg
taaatttttg
gcttcaaggg
cacaaccagc
gcaccaagat
ctttgcaaga
ccaggagggc
gagtacatgg
ctgaacatgt
cgtggttttt
taaaacaggg
gcaagggctc
ttgcggtagt
cgaacttaag
gggcaggtaa
tcgagacaga
tttgcecttte
ggccaccatg
cctecaggtg

cctcaggaat

acacctgtaa
tcaagaccag
caggcatggt
cattagccca
ggagacagag
caccaagggc
actttctgge
gaggcagacc
acaatagaag
gttttgtttt
aatagctcac
aatagctggg
tgtagaaacg
atcctcceccac
cagaacttta
ttttetttgt
atcatcgtgg
agacccttge
ccgatcaggc
ttgcatcaac
gagtccaaag
gcaaggcaca
tgctgacatce
ttatcacagt
ctgcagtgac
gtatcaaggt
gaagactctt
tctccacagg
gaggaaggaa
aattaccaag

gccttcectacg

ES 2 824 829 T3

tcccagaget
cctgggcaac
ggcgtgtgece
ggaggttgag
tgagaccctg
tgtaacttta
cctaagagac
ctagactcta
ttactatatt
agagactggg
tgcagactcc
actacaaggg
agggtcttge
ctcagectcee
ctaattttaa
ccccaaataa
atgtagactc
actgccaaga
tgtttttgtg
ctactggtga
atcagggctg
gactcatagc
ttcectgaggt
taaattgcta
tctettaagg
tacaagacag
gcgtttctga
tgtccactce
tgaatgttct
actcccagga

tcctettece

ttgggaagce
atggaaaaac
tgtggtccca
gctgcagtga
tttcaaaaaa
aggtcattaa
atgaggccaa
atacagttaa
ttatttgttg
gtcttgeteg
aactcctggg
tacaccatca
tttgttgecee
caaattgctg
aattaagaac
gtgcagttge
tgtcctgtgt
agcatgccaa
tgcectgtttt
tgcacctttg
ggttgacctg
agagcaatca
gccaaggaaa
acgcagtcag
tagccecttgea
gtttaaggag
taggcaccta
cagttcaatt
ccatgacttt
ctggttcate

catctggtte

23

aagactggca
cccatctcta
gctactcagg
gccgtgatta
aagagagaga
atgaattaat
taccaggaag
ggaaagacca
tttttetttt
attgcccagg
ctcaagcaat
cacacaccaa
aggctggtct
ggattacagg
ttaaaacttg
aggcatagaa
ctctggectg
agttaatcat
tctattttac
atcaatacat
aatactggat
ccaccaagcce
tgaggtctag
tgcttctgac
gaagttggtc
accaatagaa
ttggtcttac
acagctctta
gggatccagt
ttggtgtceg

catcttcagg

gatctcttga
caaaagatag
aggctgaggt
tgccactgca
aaatttaaaa
cactgcattc
ggggttgatc
gcaagatgat
gttttgtttt
ctgtagtgca
cctecectgect
aacaattttt
ccaactcctg
tgtgagccac
aatagctaga
aatctgacat
gtttcgggga
tggccetget
gtaaatcacc
tttagacaaa
acagggcata
tggaataact
agaagcttta
acaacagtct
gtgaggcact
actgggcttg
tgacatccac
aggccctgea
caacacatta
tgatcgcaga

aagctgtggg

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540
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cattaaactc
tctctttgga
cgtgecectg
ccatgecceatg
tcagggaaag
attctgggcet
tcatcaagtt
ccacagcatc
cttegececatce
ggagaaagcc
tgccagecte
catgtacagg
tattgtagcc
cgagctggtc
cagtgtcatc
ageggcegeg
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
cctagtgatg
ggcaaagccce
cagagaggga
ccaacgcegeg
ctegetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccccegtt

ggtaagacac

ctttgggtag
cagcgtccat
ataaagcagt
ggcacagcag
ataaagccga
gtgcagctga
gttgctggag
tataatgcca
ggattttatc
cagaggtggt
ctcaagaacc
gagagctgca
tcectegtece
ttctacgtct
ccctactgece
gggatccaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
aggtgtggga
gagttggcca
gggcgtcggg
gtggccaacc
gggagaggcg
tecggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgtttecee
tacctgtceg
tatctcagtt
cagcccgace

gacttatege
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ctgtgattgg
actggtgggt
tccctgtaac
gtgtatacta
cctacagatt
atgtctgtct
tcctgtcagg
gcctcaagaa
tgctgctcaa
gcgagcagcc
tgggcacgcet
aggggaaact
tcctgcacgt
tgtcecttetg
tcgececaggt
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttag
ctcecetetet
cgacctttgg
ccccceccece
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttetece
cggtgtaggt
gctgegectt

cactggcagc

agactggctce
tttggatact
ctgtgagact
cgtgatggtce
tcggtgettg
gtcacgaatc
cattgectgtt
atattttctce
gggactgggt
agaatgggtc
ctttggcctg
cagcaagtgg
ctttgactcc
caagagtgcg
cctgggecag
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
tcgaccatge
gcgegetege
tcgeceggece
cccccctgea
tgggecgetet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttecgggaagce
cgttegetece

atccggtaac

agccactggt

24

aacctcegtcect
gactactaca
ggaccaggga
acatctactce
aatgtcattt
taccttgetg
gcagaaactt
attaccttect
gtagacctcc
cacattgaca
gggctggcete
ctceccattee
ttgaaacccc
gtagtgcccc
ccgcacaaga
agtttggaca
atgctattge
gcattcattt
tggggagaga
tcgetcactg
tcagtgagcg
gccctgecatt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggce
cgaaacccga
tctecctgtte
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtettg

aacaggatta

ttaagtggat
gcaacacttc
gcccctetgg
ttteccatett
tgtggttggg
ctcattttce
tcagccacat
tcctgttecag
tgtggactct
ccacaccctt
tcaactccag
gecctecagete
catcccaagt
tggcatccgt
agtcgttgta
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
tctaggaacc
aggccgcecy
agcgagcgcg
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tcecgececcee
caggactata
cgaccctgee
ctcaatgctc
gtgtgcacga
agtccaaccce

gcagagcgag

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460
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gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc
gattacgcge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagtg
atccgtaaga
tatgcggecga
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgcgegttte
agcttgtctg
tggcgggtgt
ccatatgecgg
gtaaacgtta
aaccaatagg

ttgagtgttg

aaagggcgaa
agttttttgg
tttagagcett
ggagcegggcyg
gcecgegetta

tgttgggaag

ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggecccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgecgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggctgge
tgtgaaatac
atattttgtt
ccgaaatcgg

ttccagtttg

aaaccgtcta
ggtcgaggtyg
gacggggaaa
ctagggcgcet
atgcgeceget

ggcgatcggt
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agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett
ttgecctgact
gtgctgecaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgececat
gctceggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgececegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttectgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggagceag
ttaactatge
cgcacagatg
aaaattcgeg
caaaatccct

gaacaagagt

tcagggcegat
ccgtaaagca
gccggegaac
ggcaagtgta
acagggcgcg

gcgggectet

gtggtggect
gccagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtce
aagttttaaa
aatcagtgag
ccecegtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgcecgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtcctceg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttcg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcceccgaaaa
aaataggcgt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag
cgtaaggaga
ttaaattttt
tataaatcaa

ccactattaa

ggcccactac
ctaaatcgga
gtggcgagaa
gcggtcacge
tcgegecatt

tcgectattac

25

aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctetteettt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggc
cagctcecegg
cagggcgegt
cagattgtac
aaataccgca
gttaaatcag
aagaatagac

agaacgtgga

gtgaaccatc
accctaaagg
aggaagggaa
tgcgegtaac
cgccattcag

gccaggctge

acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctee
gtcctgcaac
gtagttecgec
cacgctcgte
catgatcccce
gaagtaagtt
ctgtcatgece
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcagc
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtet
agacggtcac
cagcgggtgt
tgagagtgca
tcaggaaatt
ctcatttttt
cgagataggg

ctccaacgtce

accctaatca
gagcccccga
gaaagcgaaa
caccacacce
gctacgcaac

a

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7671
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ES 2 824 829 T3

<210> 4

<211> 7671

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético (pTR-GPE-G6PC-S298C humana)

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (17)..(163)

<223> Repeticion terminal invertida

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (182)..(3045)
<223> GPE

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (3051)..(3184)
<223> Secuencia de relleno

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (3185)..(3321)
<223> Intron

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (3322)..(3367)
<223> Secuencia de relleno

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (3368)..(4441)

<223> secuencia codificante de G6PC S298C humana

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (4259)..(4261)
<223> Cambio de codon

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (4674)..(4819)

<223> Repeticion terminal invertida

<400> 4

26
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9999999999
gggcgaccaa
gcgegcagag
ccctttgaga
tgttttccca
tgaggaccag
ctggtggece
ctccatcact
agggccctcce
gctagctgece
actcacctct
agaggcttat
gatcacatat
ccacagtcac
ggaccagcag
cttggtgggg
cagcatggaa
tccccageta
taaacatttt
ctcatgectg
aatttgagac
ataataaata
ttegttacct
ttttggtcte
tatacacaca
aaagctcaag
cteccagttac
cagtaagact
atggtggttc
gctcaggaat
aaaaattagc

gggaggatca

ggg99ggggtt
aggtcgcccg
agggagtggc
atccacggtg
cggataaaaa
ctcatcgtct
accgccagga
tatcaactcc
ccatatgctg
ctggcatgac
gaccatagaa
ctgggtagag
accccacgcece
caacacatta
aaaccatgca
tggggaggag
tgctgtcaac
ccccttacat
attcecccetg
taatcccaat
cagcctgggce
atagtgatat
gattcattcc
tctactattt
cacagtgtat
atatagaagc
cattttgetg
atacattcat
acacctgtaa
tcaagaccag
caggcatggt

cattagccca
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ggccactcee
acgcccgggce
caactccatc
tctecgatgea
cgtgctggag
catgactatg
agactcccac
ttatccatag
accacataat
ccagacagtg
actctcatcce
ggaggctcce
ccagcactgce
cctgectetec
gtcaaggaca
actccaggtc
ttttgccaca
gtcaatatgg
gctettatcee
gctttgetag
cgcatagtga
gaagcatgat
ctggttcctt
gtaggctgat
cttgagcttt
cctttttcaa
gtattecttat
tattttgcett
tceccagaget
cctgggeaac
ggegtgtgee

ggaggttgag

tctetgegeg
tttgcceggg
actaggggtt
gtcagettte
gaagcagaaa
aggttgctct
tgtcecctgga
gggtattcectt
agaaccccte
gcctttgtat
cagaggtcac
tacctatgge
ctgccacgca
aaggttaggc
actggagtca
atacctccectg
gattcattag
acttaatgat
tcaaaaaatg
gttgaggcgg
gaccccgttt
taaatagccc
tcacagtcct
atatagtata
cttttgtata
aaataactga
ttggaaccat
aaacgtatga
ttgggaagcc
atggaaaaac
tgtggtccca

gctgcagtga

27

ctecgeteget
cggcctcagt
cctagatctg
taacaagctg
ggggctggca
gatccagagg
tgecccagagt
cctgaggegt
ccaactcaga
atgtttttag
tgcaatagtt
ccagcagccce
tgggcttact
gtggcaggag
gcatgggctg
gaggatgttt
ctctgagttt
gggaaattca
catgaatttg
gaggatcact
ctacaaaaat
tattttttaa
ccegtgaccea
cacacacaca
tctacacaca
aagtttcaaa
acattcatca
gttaaaacac
aagactggca
cccatctcta
gctactcagg

gcecgtgatta

cactgaggce
gagcgagcga
aattcggtac
gggcctcace
ggtggaaaga
gtcceceetge
gggatgtcaa
ctcagaaaac
gaccctgget
actcaccttg
actccacaac
tgacagtgca
ttacacccac
aagtttgctt
ggtgcgagce
taatcatttc
cttttttctg
ggcaagtttt
gaggcagtgg
tgaagccagg
aaataaataa
aatgcatgag
agtgttaggg
cacacacaca
tatgtataag
ctctttaagt
tattgttgca
ttggccagge
gatctcttga
caaaagatag
aggctgaggt

tgccactgea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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ctccagectg
aagaaaacaa
aaaaacgatt
tcccaaacca
agtccccaat
gttttgtttt
gcggtgggac
cagcctectg
taaatttttg
gcttcaaggg
cacaaccagc
gcaccaagat
ctttgcaaga
ccaggagggc
gagtacatgg
ctgaacatgt
cgtggttttt
taaaacaggg
gcaagggctc
ttgcggtagt
cgaacttaag
gggcaggtaa
tcgagacaga
tttgeecttte
ggccaccatg
cctccaggtg
cctcaggaat
cattaaactc
tctetttgga
cgtgeccectg

ccatgccatg

ggagacagag
caccaagggc
actttctggce
gaggcagacc
acaatagaag
gttttgtttt
aatagctcac
aatagctggg
tgtagaaacg
atcctcceccac
cagaacttta
ttttetttgt
atcatcgtgg
agacccttge
ccgatcagge
ttgcatcaac
gagtccaaag
gcaaggcaca
tgctgacatc
ttatcacagt
ctgcagtgac
gtatcaaggt
gaagactctt
tctccacagg
gaggaaggaa
aattaccaag
gccttctacg
ctttgggtag
cagcgtccat
ataaagcagt

ggcacagcag
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tgagaccctg
tgtaacttta
cctaagagac
ctagactcta
ttactatatt
agagactggg
tgcagactce
actacaaggg
agggtcttge
ctcagcectce
ctaattttaa
ccccaaataa
atgtagactc
actgccaaga
tgtttttgtg
ctactggtga
atcagggctg
gactcatage
ttcctgaggt
taaattgcta
tctettaagg
tacaagacag
gcgtttctga
tgtccactce
tgaatgttct
actcccagga
tcctettece
ctgtgattgg
actggtgggt
tcecctgtaac

gtgtatacta

tttcaaaaaa
aggtcattaa
atgaggccaa
atacagttaa
ttatttgttg
gtcttgeteg
aactcctggg
tacaccatca
tttgttgece
caaattgctg
aattaagaac
gtgcagttge
tgtcctgtgt
agcatgccaa
tgcectgtttt
tgcacctttg
ggttgacctg
agagcaatca
gccaaggaaa
acgcagtcag
tagececttgea
gtttaaggag
taggcaccta
cagttcaatt
ccatgacttt
ctggttcatce
catctggttc
agactggctce
tttggatact
ctgtgagact

cgtgatggtc

28

aagagagaga
atgaattaat
taccaggaag
ggaaagacca
tttttetttt
attgcccagg
ctcaagcaat
cacacaccaa
aggctggtct
ggattacagg
ttaaaacttg
aggcatagaa
ctetggectg
agttaatcat
tctattttac
atcaatacat
aatactggat
ccaccaagcc
tgaggtctag
tgcttectgac
gaagttggtce
accaatagaa
ttggtcttac
acagctctta
gggatccagt
ttggtgtceg
catcttcagg
aacctcgtcet
gactactaca

ggaccaggga

acatctactc

aaatttaaaa
cactgcattc
ggggttgatc
gcaagatgat
gttttgtttt
ctgtagtgca
cctectgect
aacaattttt
ccaactcctg
tgtgagccac
aatagctaga
aatctgacat
gtttcgggga
tggcectget
gtaaatcacc
tttagacaaa
acagggcata
tggaataact
agaagcttta
acaacagtct
gtgaggcact
actgggcttg
tgacatccac
aggccctgceca
caacacatta
tgatcgcaga
aagctgtggg
ttaagtggat
gcaacacttc
gccectetgg

tttccatett

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780
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tcagggaaag
attctgggct
tcatcaagtt
ccacagcatc
cttecgecatce
ggagaaagcc
tgccagectce
catgtacagg
cattgtagcc
cgagctggtc
cagtgtcatc
agcggccgeg
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
cctagtgatg
ggcaaagccce
cagagaggga
ccaacgcegeg
ctegetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
acccceegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatec

gattacgege

ataaagccga
gtgcagctga
gttgectggag
tataatgcca
ggattttatc
cagaggtggt
ctcaagaacc
gagagctgca
tcectegtee
ttctacgtct
ccctactgee
gggatccaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
aggtgtggga
gagttggcca
gggcgtceggg
gtggccaacc
gggagaggcg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttecee
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa

agaaaaaaag
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cctacagatt
atgtctgtct
tcectgtcagg
gcctcaagaa
tgctgctcaa
gcgagcagcc
tgggcacgct
aggggaaact
tcctgecacgt
tgtcecttetg
tcgececaggt
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttag
ctcecetetet
cgacctttgg
ccececeeccecee
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgcegtt
gacgctcaag
ctggaagctce
cctttetecce
cggtgtaggt
gctgegecett
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgectgaa
ccaccgetgg

gatctcaaga

tecggtgettg
gtcacgaatc
cattgectgtt
atattttctce
gggactgggt
agaatgggtc
ctttggectg
cagcaagtgg
ctttgactcc
caagagtgcg
cctgggccag
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
tcgaccatge
gcgegetege
tcgeeeggee
cccccectgea
tgggcgetct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggcgttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaagce
cgttecgetee
atccggtaac
agccactggt
gtggtggcct
gccagttacc
tagcggtggt

agatcctttg

29

aatgtcattt
taccttgcectg
gcagaaactt
attaccttet
gtagacctcc
cacattgaca
gggctggete
ctcccattece
ttgaaacccc
gtagtgcccc
ccgcacaaga
agtttggaca
atgctattge
gcattcattt
tggggagaga
tcgetcactg
tcagtgagceg
gccctgecatt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggce
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgettt
aagctgggct
tategtettg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt

atcttttcta

tgtggttggg
ctcattttcc
tcageccacat
tecctgttecag
tgtggactct
ccacaccctt
tcaactccag
gcctcagetg
catcccaagt
tggcatcecgt
agtcgttgta
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
tctaggaacc
aggccgceecy
agcgagcgcg
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgeceece
caggactata
cgaccctgece
ctcaatgctc
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca

cggggtctga

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700
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cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttaccgetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgegegttte
agcttgtctg
tggcgggtgt
ccatatgcgg
gtaaacgtta
aaccaatagg
ttgagtgttg
aaagggcgaa
agttttttgg
tttagagcett
ggagcgggceg
gccgegetta

tgttgggaag

aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tetggececca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgecgcaacyg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggctgge
tgtgaaatac
atattttgtt
ccgaaatcgg
ttccagtttg
aaaccgtcta
ggtcgaggtg
gacggggaaa

ctagggcgct

atgcgccget

ggcgateggt

ES 2 824 829 T3

cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgcctgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgeccat
gcteceggtte
ttagctecett
tggttatggce
tgactggtga
cttgeeegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttetgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggagcag
ttaactatgc
cgcacagatg
aaaattcgeg
caaaatccct
gaacaagagt
tcagggcgat
ccgtaaagca
gccggegaac

ggcaagtgta

acagggcgcg

gcgggectet

gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cccegtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgcecgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtcectecg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttceg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcceccgaaaa
aaataggcgt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag
cgtaaggaga
ttaaattttt
tataaatcaa
ccactattaa
ggcccactac
ctaaatcgga
gtggcgagaa
gcggtcacge
tcgecgecatt

tcgctattac

30

atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgcet
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggc
cagctcecegg
cagggegegt
cagattgtac
aaataccgca
gttaaatcag
aagaatagac
agaacgtgga
gtgaaccatc
accctaaagg
aggaagggaa
tgcgegtaac
cgccattcag

gccaggetge

caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggctcee
gtcctgeaac
gtagttegee
cacgctegte
catgatcccc
gaagtaagtt
ctgtcatgcc
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
ccetttegtet
agacggtcac
cagcgggtgt
tgagagtgca
tcaggaaatt
ctcatttttt
cgagataggg
ctccaacgtce
accctaatca
gagcccccga
gaaagcgaaa

caccacaccc

gctacgcaac

a

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7671
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ES 2 824 829 T3

<210>5

<211> 7671

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético (pTR-GPE-co-G6PC-S298C)

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (17)..(163)

<223> Repeticion terminal invertida

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (182)..(3045)
<223> GPE

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (3051)..(3184)
<223> Secuencia de relleno

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (3185)..(3321)
<223> Intron

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (3322)..(3367)
<223> Secuencia de relleno

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (3368)..(4441)

<223> secuencia codificante de G6PC humana optimizada en codén

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (4259)..(4261)
<223> Cambio de codon

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (4674)..(4819)

<223> Repeticion terminal invertida

<400> 5

9999999999 999gggggtt ggccactccce tctcectgegeg ctecgetceget cactgaggece
gggcgaccaa aggtcgeceg acgcccggge tttgeceggg cggecctcagt gagegagega
gcgegcagag agggagtgge caactccatc actaggggtt cctagatctg aattcggtac

ccetttgaga atccacggtg tctcgatgeca gtcagettte taacaagetg gggectcace

31

60

120

180

240
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tgttttecca
tgaggaccag
ctggtggcce
ctccatcact
agggccctcec
gctagectgece
actcacctct
agaggcttat
gatcacatat
ccacagtcac
ggaccagcag
cttggtgggg
cagcatggaa
tcceccagceta
taaacatttt
ctcatgeectg
aatttgagac
ataataaata
ttegttacct
ttttggtcte
tatacacaca
aaagctcaag
ctccagttac
cagtaagact
atggtggttc
gctcaggaat
aaaaattagc
gggaggatca
ctccagectg
aagaaaacaa
aaaaacgatt

tcccaaacca

cggataaaaa
ctcatcgtct
accgccagga
tatcaactcc
ccatatgctg
ctggcatgac
gaccatagaa
ctgggtagag
accccacgcece
caacacatta
aaaccatgca
tggggaggag
tgctgtcaac
ccccttacat
attcccccetg
taatcccaat
cagcctggge
atagtgatat
gattcattcc
tctactattt
cacagtgtat
atatagaagc
cattttgctg
atacattcat
acacctgtaa
tcaagaccag
caggcatggt
cattagccca
ggagacagag
caccaagggc
actttctgge

gaggcagacc
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cgtgctggag
catgactatg
agactcccac
ttatccatag
accacataat
ccagacagtg
actctcatcc
ggaggctcce
ccagcactgc
cctgetetee
gtcaaggaca
actccaggtce
ttttgccaca
gtcaatatgg
gctcttatec
gctttgetag
cgcatagtga
gaagcatgat
ctggttecett
gtaggctgat
cttgagettt
cctttttcaa
gtattcttat
tattttgett
tcccagaget
cctgggcaac
ggcgtgtgece
ggaggttgag
tgagaccctg
tgtaacttta
cctaagagac

ctagactcta

gaagcagaaa
aggttgctct
tgtccctgga
gggtattectt
agaacccctce
gcctttgtat
cagaggtcac
tacctatgge
ctgccacgeca
aaggttaggc
actggagtca
atacctcctg
gattcattag
acttaatgat
tcaaaaaatg
gttgaggcgg
gacccegttt
taaatagccc
tcacagtcct
atatagtata
cttttgtata
aaataactga
ttggaaccat
aaacgtatga
ttgggaagcc
atggaaaaac
tgtggtcceca
gctgcagtga
tttcaaaaaa
aggtcattaa
atgaggccaa

atacagttaa

32

ggggctggca
gatccagagg
tgcccagagt
cctgaggegt
ccaactcaga
atgtttttag
tgcaatagtt
ccagcagcce
tgggcttact
gtggcaggag
gcatgggctg
gaggatgttt
ctctgagttt
gggaaattca
catgaatttg
gaggatcact
ctacaaaaat
tattttttaa
ccgtgaccca
cacacacaca
tctacacaca
aagtttcaaa
acattcatca
gttaaaacac
aagactggca
cccatctcta
gctactcagg
gccegtgatta
aagagagaga
atgaattaat
taccaggaag

ggaaagacca

ggtggaaaga
gtceceectge
gggatgtcaa
ctcagaaaac
gaccctgget
actcaccttg
actccacaac
tgacagtgca
ttacacccac
aagtttgctt
ggtgcgagece
taatcatttc
cttttttctg
ggcaagtttt
gaggcagtgg
tgaagccagg
aaataaataa
aatgcatgag
agtgttaggg
cacacacaca
tatgtataag
ctctttaagt
tattgttgca
ttggccagge
gatctcttga
caaaagatag
aggctgaggt
tgccactgea
aaatttaaaa
cactgcattc
ggggttgatc

gcaagatgat

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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agtccccaat
gttttgtttt
gcggtgggac
cagcctectg
taaatttttg
gcttcaaggg
cacaaccagc
gcaccaagat
ctttgcaaga
ccaggagggc
gagtacatgg
ctgaacatgt
cgtggttttt
taaaacaggg
gcaagggctce
ttgcggtagt
cgaacttaag
gggcaggtaa
tcgagacaga
tttgeccttte
ggccaccatg
tctgcaggtce
cctgeggaac
catcaagctg
cctgttegge
cgtgccectg
ccacgccatg
ccagggcaag
cttetgggee
acatcaagtg

ccacagcatc

acaatagaag
gttttgtttt
aatagctcac
aatagctggg
tgtagaaacg
atcctcccac
cagaacttta
ttttetttgt
atcatcgtgg
agacccttge
ccgatcaggc
ttgcatcaac
gagtccaaag
gcaaggcaca
tgctgacatce
ttatcacagt
ctgcagtgac
gtatcaaggt
gaagactctt
tctccacagg
gaagagggca
aactaccagg
gccttctacg
ctgtgggtgg
cagcggcecct
atcaagcagt
ggaacagccg
atcaagccca
gtgcagctga
gtggccggeg

tacaacgcca
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ttactatatt
agagactggg
tgcagactcc
actacaaggg
agggtcttge
ctcagcctce
ctaattttaa
ccccaaataa
atgtagactce
actgccaaga
tgtttttgtg
ctactggtga
atcagggctg
gactcatagce
ttcctgaggt
taaattgcta
tctcttaagg
tacaagacag
gcgtttctga
tgtccactce
tgaacgtgcet
acagccagga
tgectgttece
ccgtgatcgg
attggtgggt
tcecegtgac
gcgtgtacta
cctaccggtt
acgtgtgecet
tgctgagcegg

gcctgaagaa

ttatttgttg
gtecttgeteg
aactcctggg
tacaccatca
tttgttgece
caaattgctg
aattaagaac
gtgcagttge
tgtcctgtgt
agcatgccaa
tgcectgtttt
tgcacctttyg
ggttgacctyg
agagcaatca
gccaaggaaa
acgcagtcag
tagccttgea
gtttaaggag
taggcaccta
cagttcaatt
gcacgactte
ctggttcatc
catctggtte
cgattggctg
gctggacacce
ctgcgagaca
cgtgatggtc
ccggtgectg
gagccggatce
aatcgcegtg

gtacttcctg

33

tttttetttt
attgcccagg
ctcaagcaat
cacacaccaa
aggctggtcet
ggattacagg
ttaaaacttg
aggcatagaa
ctctggecectg
agttaatcat
tctattttac
atcaatacat
aatactggat
ccaccaagcc
tgaggtctag
tgcttectgac
gaagttggtc
accaatagaa
ttggtcttac
acagctctta
ggcatccaga
ctggtgtccg
catctgcaag
aacctggtgt
gactactaca
ggccctgget
accagcaccce
aacgtgatcc
tacctggeeg
gccgagacat

atcacattct

gttttgtttt
ctgtagtgceca
cctectgect
aacaattttt
ccaactcctg
tgtgagccac
aatagctaga
aatctgacat
gtttcgggga
tggcecctget
gtaaatcacc
tttagacaaa
acagggcata
tggaataact
agaagcttta
acaacagtct
gtgaggcact
actgggcettg
tgacatccac
aggccctgeca
gcacccacta
tgatcgcecga
aagccgtcegg
tcaagtggat
gcaacaccag
ctcettetgg
tgagcatctt
tgtggctggg
cccacttecee
tcagccacat

ttctgttcag

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020
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cttegecate
ggaaaaggcc
cgccagectg
catgtacaga
catcgtggece
ggaactggtg
gtctgtgatc
agcggccgeg
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
cctagtgatg
ggcaaagccce
cagagaggga
ccaacgcegeg
ctecgetgege
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg
accccecegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctettgatee
gattacgecge
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg

tctatttegt

ggcttctacce
cagcggtggt
ctgaagaacc
gagagctgca
agcctggtge
ttttacgtge
ccctactgee
gggatccaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
aggtgtggga
gagttggcca
gggcgtceggg
gtggccaacc
gggagaggcg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttecee
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt

tcatccatag
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tgctgctgaa
gcgagcagcc
tgggcaccct
agggcaagct
tgctgcacgt
tgagcttctg
tggctcaggt
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttag
ctcectetet
cgacctttgg
ccceeccecee
gtttgcgtat
ggctgeggeg
gggataacgc
aggccgcegtt
gacgctcaag
ctggaagctce
cctttetece
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcagce
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett

ttgcectgact

gggcctggge
cgagtgggtg
gtttggactg
gagcaagtgg
gttcgacage
caagagcgcc
gctgggccag
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
tcgaccatge
gcgegcetege
tecgeeeggee
cceccectgea
tgggcgetct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggcgttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaagce
cgttcgectec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggcct
gccagttace
tageggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag

cceegtegtg

34

gtggacctge
cacatcgaca
ggcctggece
ctgececettee
ctgaagccece
gtggtgcccce
ccccacaaga
agtttggaca
atgctattge
gcattcattt
tggggagaga
tcgctcactg
tcagtgagceg
gccctgeatt
tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggc
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct

tagataacta

tgtggaccct
ccaccccectt
tgaacagcag
ggctgagetg
ccagccaggt
tggcctecgt
agtccctctg
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
tctaggaacc
aggccgcecyg
agcgagcgcg
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tccgeecececce
caggactata
cgaccctgee
ctcaatgctc
gtgtgcacga
agtccaaccce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg

cgatacggga

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940
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gggcttacca
agatttatca
tttatcegece
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagtg
atccgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttaccgcetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgegegttte
agcttgtcetg
tggcgggtgt
ccatatgcgg
gtaaacgtta
aaccaatagg
ttgagtgttg
aaagggcgaa
agttttttgg
tttagagctt
ggagcgggcg
gccgegetta

tgttgggaag

tctggcecca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgettttetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggctgge
tgtgaaatac
atattttgtt
ccgaaatcgg
ttccagtttg
aaaccgtcta
ggtcgaggtg
gacggggaaa
ctagggcgcet
atgcgeceget

ggcgatcggt

<210> 6

<211> 1074

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polinucleétido sintético

<400> 6

ES 2 824 829 T3

gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgccat
gcteceggtte
ttagctecett
tggttatgge
tgactggtga
cttgececegge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggageag
ttaactatgc
cgcacagatg
aaaattcgceg
caaaatccct
gaacaagagt
tcagggcgat
ccgtaaagca
gccggcgaac
ggcaagtgta
acagggcgceg

gcgggectcet

gataccgcga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtecteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttceg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcceccgaaaa
aaataggcgt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag
cgtaaggaga
ttaaattttt
tataaatcaa
ccactattaa
ggcccactac
ctaaatcgga
gtggcgagaa
gcggtcacge
tcgegecatt

tcgctattac

35

gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggc
cagctcecegyg
cagggcgegt
cagattgtac
aaataccgca
gttaaatcag
aagaatagac
agaacgtgga
gtgaaccatc
accctaaagg
aggaagggaa
tgcgegtaac
cgccattcag

gccaggctge

caccggctcecce
gtcctgecaac
gtagttcgcece
cacgctcgtce
catgatcccce
gaagtaagtt
ctgtcatgece
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtet
agacggtcac
cagcgggtgt
tgagagtgca
tcaggaaatt
ctcatttttt
cgagataggg
ctccaacgtc
accctaatca
gagcccccga
gaaagcgaaa
caccacaccc
gctacgcaac

a

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7671
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<210>
<211>
<212>

atggaggaag
gtgaattacc
aatgccttcet
ctcectttggg
ggacagcgtce
ctgataaagce
atgggcacag
aagataaagc
gctgtgcage
gttgttgctg
atctataatg
atcggatttt
gcccagaggt
ctcctcaaga
agggagagct
gcctccecteg
gtcttctacg

atcccctact

7
1074
ADN

gaatgaatgt
aagactccca
acgtcctett
tagctgtgat
catactggtg
agttcccectgt
caggtgtata
cgacctacag
tgaatgtctg
gagtcctgtce
ccagcctcaa
atctgctget
ggtgcgagca
acctgggcac
gcaaggggaa
tcctectgea
tecttgteett

gcctcgecca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucleétido sintético

<400>

7

ES 2 824 829 T3

tctcecatgac
ggactggttce
ccccatcetgg
tggagactgg
ggttttggat
aacctgtgag
ctacgtgatg
atttcggtge
tctgtcacga
aggcattgcet
gaaatatttt
caagggactg
gccagaatgg
gctetttgge
actcagcaag
cgtctttgac
ctgcaagagt

ggtcetggge

tttgggatce
atcttggtgt
tteccatctte
ctcaacctceg
actgactact
actggaccag
gtcacatcta
ttgaatgtca
atctaccttg
gttgcagaaa
ctcattacct
ggtgtagacc
gtccacattg
ctggggctgg
tggctecccat
tccttgaaac
gcggtagtge

cagccgcaca

agtcaacaca
ccgtgatcege
aggaagctgt
tctttaagtg
acagcaacac
ggagccccte
ctcttteccat
ttttgtggtt
ctgctcattt
ctttcagcca
tcttectgtt
tcctgtggac
acaccacacc
ctctcaactc
tcecgectecag
ccccatccca
ccctggecatce

agaagtcgtt

atggaagagg
gtcaactacc
aacgccttct
ctgctgtggg
ggccagegge

ctgatcaagc

gcatgaacgt
aggacagcca
acgtgcetgtt
tggccgtgat
cctattggtg

agttcccegt

gctgcacgac
ggactggttc
ccccatctgg
cggcgattgg
ggtgctggac

gacctgcgag

ttcggecatce
atcctggtgt
ttccatctge
ctgaacctgg
accgactact

acaggccctg

36

agagcaccca
ccgtgatege
aagaagccgt
tgttcaagtg
acagcaacac

gctctecette

ttacctccag
agacctcagg
gggcattaaa
gattctcettt
ttecegtgecee
tggeccatgece
ctttcaggga
gggattctgg
tcectcatcaa
catccacagc
cagcttcgece
tctggagaaa
ctttgccage
cagcatgtac
ctgcattgta
agtcgagcectg
cgtcagtgtc

gtaa

ctatctgcag
cgacctgegg
cggcatcaag
gatcctgttc
cagcgtgece

tggccacgcece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1074

60

120

180

240

300

360
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atgggaacag
aagatcaagce
gccgtgcage
gtggtggccg
atctacaacg
atcggcttcet
gcccageggt
ctgctgaaga
agagagagct
gccagcectgg
gtgttttacg

atcccctact

ccggegtgta
ccacctacceg
tgaacgtgtg
gcgtgetgag
ccagcctgaa
acctgectget
ggtgcgagca
acctgggcac
gcaagggcaa
tgctgcetgea
tgctgagett

gcectggcetceca

<210> 8

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 8

ES 2 824 829 T3

ctacgtgatg
gttecggtge
cctgagecgg
cggaatcgece
gaagtacttc
gaagggcctg
gcccgagtgg
cctgtttgga
gctgagcaag
cgtgttcgac
ctgcaagagc

ggtgctggge

Met Glu Glu Gly Met Asn Val

His
20

Val Ser Val

35

Ile Trp Phe His
50

Ala Val

65

Gly Gln Arg Pro

Tyr Leu Gln Val Asn Tyr

Ile Ala Asp Leu

Leu Gln Glu

55

Ile Gly Asp Trp Leu

70

Tyr Trp Trp

85

Thr Ser Val Pro Leu Ile Lys

100

gtcaccagca
ctgaacgtga
atctacctgg
gtggccgaga
ctgatcacat
ggcgtggacc
gtgcacatcg
ctgggecetgg
tggctgeect
agcctgaage
gcegtggtge

cagccccaca

Leu His Asp
10

Gln Asp Ser
25

Arg Asn Ala
40

Ala Val Gly

Asn Leu Val

Val Leu Asp

90

Gln Phe Pro
105

37

ccctgagecat
teetgtgget
ccgecccactt
cattcagcca
tctttetgtt
tgctgtggac
acaccacccce
ccctgaacag
tceggetgag
cccccageca
ccctggecte

agaagtccct

Phe Gly

Gln Asp Trp Phe

Phe Tyr Val Leu Phe Pro

45

Ile Lys
60

Phe Lys
75

cttccagggce
gggcttetgg
cccacatcaa
catccacage
cagcttecgece
cctggaaaag
cttegecage
cagcatgtac
ctgcatcegtg
ggtggaactg
cgtgtctgtg

ctga

Ile Gln Ser Thr

15

30

Ile Leu

Leu Leu Trp Val

Trp Ile Leu Phe

80

Thr Asp Tyr Tyr Ser Asn

Val

95

Thr Cys Glu Thr Gly

110

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1074
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Pro

val

Thr

145

Ala

Phe

Glu

Tyr

Leu

225

Ala

Pro

Leu

Ser

Leu

305

val

Ser

His

<210> 9
<211> 357
<212> PRT

Gly

Met

130

Tyr

val

Pro

Thr

Phe

210

Leu

Gln

Phe

Ala

Lys

290

Leu

Phe

Val

Lys

Ser

115

val

Arg

Gln

His

Phe

195

Leu

Leu

Arg

Ala

Leu

275

Trp

His

Tyr

Ser

Lys
355

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 9

Pro

Thr

Phe

Leu

Gln

180

Ser

Ile

Lys

Trp

Ser

260

Asn

Leu

Vval

Val

Val

340

Ser

Ser

Ser

Arg

Asn

165

val

His

Thr

Gly

Cys

245

Leu

Ser

Pro

Phe

Leu

325

Ile

Leu

ES 2 824 829 T3

Gly

Thr

Cys

150

val

val

Ile

Phe

Leu

230

Glu

Leu

Ser

Phe

Asp

310

Ser

Pro

His

Leu

135

Leu

Cys

Ala

His

Phe

215

Gly

Gln

Lys

Met

Arg

295

Ser

Phe

Tyr

Ala

120

Ser

Asn

Leu

Gly

Ser

200

Leu

vVal

Pro

Asn

Tyr

280

Leu

Leu

Cys

Cys

Met

Ile

val

Ser

Val

185

Ile

Phe

Asp

Glu

Leu

265

Arg

Ser

Lys

Lys

Leu
345

38

Gly

Phe

Ile

Arg

170

Leu

Tyr

Ser

Leu

Trp

250

Gly

Glu

Cys

Pro

Ser

330

Ala

Thr

Gln

Leu

155

Ile

Ser

Asn

Phe

Leu

235

Val

Thr

Ser

Ile

Pro

315

Ala

Gln

Ala

Gly

140

Trp

Tyr

Gly

Ala

Ala

220

Trp

His

Leu

Cys

Val

300

Ser

val

Val

Gly

125

Lys

Leu

Leu

Ile

Ser

205

Ile

Thr

Ile

Phe

Lys

285

Ala

Gln

val

Leu

Val

Ile

Gly

Ala

Ala

190

Leu

Gly

Leu

Asp

Gly

270

Gly

Ser

Val

Pro

Gly
350

Tyr

Lys

Phe

Ala

175

val

Lys

Phe

Glu

Thr

255

Leu

Lys

Leu

Glu

Leu

335

Gln

Tyr

Pro

Trp

160

His

Ala

Lys

Tyr

Lys

240

Thr

Gly

Leu

Val

Leu

320

Ala

Pro
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Met

His

Val

Ile

Ala

65

Gly

Thr

Pro

Vval

Thr

145

Ala

Phe

Glu

Glu

Tyr

Ser

Trp

50

val

Gln

Ser

Gly

Met

130

Tyr

Val

Pro

Thr

Glu

Leu

Val

35

Phe

Ile

Arg

Vval

Ser

115

val

Arg

Gln

His

Phe
195

Gly

Gln

20

Ile

His

Gly

Pro

Pro

100

Pro

Thr

Phe

Leu

Gln

180

Ser

Met

Val

Ala

Leu

Asp

Tyr

85

Leu

Ser

Ser

Arg

Asn

165

Val

His

ES 2 824 829 T3

Asn

Asn

Asp

Gln

Trp

70

Trp

Ile

Gly

Thr

Cys

150

val

Vval

Ile

val

Tyr

Leu

Glu

55

Leu

Trp

Lys

His

Leu

135

Leu

Cys

Ala

His

Leu

Gln

Arg

40

Ala

Asn

Val

Gln

Ala

120

Ser

Asn

Leu

Gly

Ser
200

His

Asp

25

Asn

Val

Leu

Leu

Phe

105

Met

Ile

Val

Ser

Val

185

Ile

39

Asp

10

Ser

Ala

Gly

val

Asp

90

Pro

Gly

Phe

Ile

Arg

170

Leu

Tyr

Phe

Gln

Phe

Ile

Phe

75

Thr

Val

Thr

Gln

Leu

155

Ile

Ser

Asn

Gly

Asp

Tyr

Lys

60

Lys

Asp

Thr

Ala

Gly

140

Trp

Tyr

Gly

Ala

Ile

Trp

Val

45

Leu

Trp

Tyr

Cys

Gly

125

Lys

Leu

Leu

Ile

Ser
205

Gln

Phe

Leu

Leu

Ile

Tyr

Glu

110

Val

Ile

Gly

Ala

Ala

190

Leu

Ser

15

Ile

Phe

Trp

Leu

Ser

95

Thr

Tyr

Lys

Phe

Ala

175

Val

Lys

Thr

Leu

Pro

val

Phe

80

Asn

Gly

Tyr

Pro

Trp

160

His

Ala

Lys
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Tyr Phe Leu
210

Leu Leu Leu
225

Ala Gln Arg

Pro Phe Ala

Leu Ala Leu
275

Ser Lys Trp
290

Leu Leu His
305

Val Phe Tyr

Ser Val Ser

His Lys Lys
355

<210> 10

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Lys 0 Glu

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (54)..(54)

<223> Xaa = Arg o GIn

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (139)..(139)

<223> Xaa = Arg o GIn

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (142)..(142)

<223> Xaa =Lysolle

<220>

Ile

Lys

Trp

Ser

260

Asn

Leu

Val

val

Vval

340

Ser

Thr

Gly

Cys

245

Leu

Ser

Pro

Phe

Leu

325

Ile

Leu

ES 2 824 829 T3

Phe

Leu

230

Glu

Leu

Ser

Phe

Asp

310

Ser

Pro

Phe

215

Gly

Gln

Lys

Met

Arg

295

Ser

Phe

Tyr

Leu

Val

Pro

Asn

Tyr

280

Leu

Leu

Cys

Cys

Phe

Asp

Glu

Leu

265

Arg

Ser

Lys

Lys

Leu
345

40

Ser

Leu

Trp

250

Gly

Glu

Cys

Pro

Ser

330

Ala

Phe

Leu

235

Val

Thr

Ser

Ile

Pro

315

Ala

Gln

Ala

220

Trp

His

Leu

Cys

val

300

Ser

Vval

Val

Ile

Thr

Ile

Phe

Lys

285

Val

Gln

Val

Leu

Gly

Leu

Asp

Gly

270

Gly

Ser

Val

Pro

Gly
350

Phe

Glu

Thr

255

Leu

Lys

Leu

Glu

Leu

335

Gln

Tyr

Lys

240

Thr

Gly

Leu

Val

Leu

320

Ala

Pro
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<221> misc_caracteristica
<222> (196)..(196)
<223> Xaa = Arg o Ser

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (199)..(199)

<223> Xaa = GIn o His

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (242)..(242)

<223> Xaa = Arg o GIn

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (247)..(247)

<223> Xaa = Arg o GIn

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (292)..(292)

<223> Xaa = Phe o Leu

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (298)..(298)

<223> Xaa = Cys o Ser

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (301)..(301)

<223> Xaa = Val o Ala

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (318)..(318)

<223> Xaa = Thr o Val

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (324)..(324)

<223> Xaa = Thr o Val

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (332)..(332)

<223> Xaa = Ala o Val

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (347)..(347)

<223> Xaa = Arg o GIn

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (349)..(349)

<223> Xaa = Phe o Leu

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (350)..(350)

<223> Xaa = Asp o Gly

<220>
<221> misc_caracteristica

ES 2 824 829 T3

41
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<222> (353)..(353)
<223> Xaa = Asp o His

<400> 10

Met

His

val

Ile

Ala

65

Gly

Thr

Pro

val

Thr

145

Ala

Phe

Glu

Tyr

Ser

Trp

50

Val

Gln

Ser

Gly

Met

130

Tyr

Val

Pro

Xaa

Leu

val

35

Phe

Ile

val

Ser

115

val

Arg

Gln

His

Gly

Gln

20

Ile

His

Gly

Pro

Pro

100

Pro

Thr

Phe

Leu

Gln
180

Met

Val

Ala

Leu

Asp

Tyr

85

Leu

Ser

Ser

Arg

Asn

165

Val

Asn

Asn

Asp

Xaa

Trp

70

Trp

Ile

Gly

Thr

Cys

150

Val

Val

ES 2 824 829 T3

val

Tyr

Leu

Glu

55

Leu

Trp

Lys

His

Leu

135

Leu

Cys

Ala

Leu

Gln

Arg

40

Ala

Asn

Vval

Gln

Ala

120

Ser

Asn

Leu

Gly

His

Asp

25

Asn

vVal

Leu

Leu

Phe

105

Met

Ile

vVal

Ser

val
185

42

Asp

10

Ser

Ala

Gly

Val

Asp

Pro

Gly

Phe

Ile

Arg

170

Leu

Phe

Gln

Phe

Ile

Phe

75

Thr

val

Thr

Xaa

Leu

155

Ile

Ser

Gly

Asp

Tyr

Lys

60

Lys

Asp

Thr

Ala

Gly

140

Trp

Tyr

Gly

Ile

Trp

vVal

45

Leu

Trp

Tyr

Cys

Gly

125

Lys

Leu

Leu

Ile

Gln

Phe

30

Leu

Leu

Ile

Tyr

Glu

110

Val

Xaa

Gly

Ala

Ala
190

Ser

15

Ile

Phe

Trp

Leu

Ser

95

Thr

Tyr

Lys

Phe

Ala

175

Val

Thr

Leu

Pro

Val

Phe

80

Asn

Gly

Tyr

Pro

Trp

160

His

Ala
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Glu

Tyr

Leu

225

Ala

Pro

Leu

Ser

Leu

305

Val

Ser

Xaa

<210> 11
<211> 1074
<212> ADN

Thr Phe
195

Phe Leu
210

Leu Leu

Xaa Arg

Phe Ala

Ala Leu

275

Lys Trp

290

Leu His

Phe Tyr

Val Ser

Lys Lys
355

<213> Homo sapiens

<400> 11

Xaa

Ile

Lys

Trp

Ser

260

Asn

Xaa

Val

Xaa

vVal

340

Ser

His

Thr

Gly

Cys

245

Leu

Ser

Pro

Phe

Leu

325

Ile

Leu
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Ile

Phe

Leu

230

Glu

Leu

Ser

Phe

Asp

310

Ser

Pro

Xaa

Phe

215

Gly

Xaa

Lys

Met

Arg

295

Ser

Phe

Tyr

Ser

200

Leu

Val

Pro

Asn

Tyr

280

Leu

Leu

Cys

Cys

Ile

Phe

Asp

Glu

Leu

265

Arg

Ser

Lys

Lys

Leu
345

Tyr

Ser

Leu

Trp

250

Gly

Glu

Xaa

Pro

Ser

330

Ala

Asn

Phe

Leu

235

Val

Thr

Ser

Ile

Pro

315

Ala

Xaa

Ala

Ala

220

Trp

His

Leu

Cys

val

300

Ser

Xaa

vVal

Ser

205

Ile

Thr

Ile

Phe

Lys

285

Xaa

Gln

Val

Xaa

Leu

Gly

Leu

Asp

Gly

270

Gly

Ser

Xaa

Pro

Xaa
350

Lys

Phe

Glu

Thr

255

Leu

Lys

Leu

Glu

Leu

335

Gln

Lys

Tyr

Lys

240

Thr

Gly

Leu

val

Leu

320

Ala

Pro

atggaggaag
gtgaattacc
aatgccttet
ctecectttggg
ggacagcgtce

ctgataaagc

gaatgaatgt
aagactccca
acgtcctcett
tagctgtgat
catactggtg

agttccctgt

tctccatgac
ggactggttc
ccccatectgg
tggagactgg
ggttttggat

aacctgtgag

tttgggatcc
atcttggtgt
ttccatcette
ctcaaccteg
actgactact

actggaccag

43

agtcaacaca
ccgtgatege
aggaagctgt
tctttaagtg
acagcaacac

ggagccccte

ttacctccag
agacctcagg
gggcattaaa
gattctettt
ttcegtgece

tggccatgee

60

120

180

240

300

360
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15

20

atgggcacag
aagataaagce
gctgtgcagce
gttgttgctg
atctataatg
atcggatttt
gcccagaggt
ctcctcaaga
agggagagct
gcctceecteg
gtcttctacg

atcccctact

caggtgtata
cgacctacag
tgaatgtctg
gagtcctgtce
ccagcctcaa
atctgctgcet
ggtgcgagca
acctgggcac
gcaaggggaa
tcctectgea
tcttgtectt

gcctcgecca
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ctacgtgatg
attteggtge
tctgtcacga
aggcattgcet
gaaatatttt
caagggactg
gccagaatgg
gctctttgge
actcagcaag
cgtctttgac
ctgcaagagt

ggtcectggge

gtcacatcta
ttgaatgtca
atctaccttg
gttgcagaaa
ctcattacct
ggtgtagacc
gtccacattg
ctggggctgg
tggctecccat
tccttgaaac
gecggtagtge

cagccgcaca

44

ctctttccat
ttttgtggtt
ctgctcattt
ctttcagcca
tcttecctgtt
tcectgtggac
acaccacacc
ctctcaactc
tcecgectecag
ccccatceca
ccctggeatc

agaagtcgtt

ctttcaggga
gggattetgg
tcctcatcaa
catccacagce
cagcttcgece
tctggagaaa
ctttgeccage
cagcatgtac
ctctattgta
agtcgagctg
cgtcagtgtce

gtaa

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1074
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35
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45

50

55

60

65
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11.
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13.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.
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REIVINDICACIONES

Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a) modificada, en
donde la secuencia de aminoacidos de la G6Pasa-a modificada se expone como la SEQ ID NO: 2 y
comprende una sustitucion de serina por cisteina en el aminoacido 298.

La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicaciéon 1, en donde la secuencia de aminoacidos de la
G6Pasa-a modificada comprende o consiste en la SEQ ID NO: 8.

La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, que comprende la
secuencia de nucleotidos de la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 7.

Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

El vector de la reivindicaciéon 4, en donde la molécula de acido nucleico que codifica la G6Pasa-a modificada
esta unida operativamente a un promotor.

El vector de la reivindicacion 4, en donde el promotor comprende un promotor de G6PC.

El vector de la reivindicacion 4, en donde el promotor de G6PC comprende los nucleétidos 182-3045 de la
SEQ ID NO: 4 o los nucleétidos 182-3045 de la SEQ ID NO: 5.

El vector de cualquiera de las reivindicaciones 4-7, que comprende los nucleétidos 182-4441 de la SEQ ID
NO: 4 o los nucledtidos 182-4441 de la SEQ ID NO: 5.

El vector de cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en donde el vector es un vector de virus adenoasociado
(AAV).

El vector de la reivindicacion 9, en donde, vector de AAV es un vector de AAV de serotipo 8 (AAVS8).

El vector de la reivindicacion 9 o 10, que comprende los nucleétidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 4 o los
nucledtidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 5.

Una célula huésped aislada que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-3 o el vector de cualquiera de las reivindicaciones 4-11.

Un AAV recombinante (rAAV) que comprende la molécula de acido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-3.

Un rAAV de la reivindicacion 13, en donde el rAAV es rAAVS.

Una composicion que comprende el rAAV de la reivindicacion 13 o 14 en un portador farmacéuticamente
aceptable.

La composicion de la reivindicacion 15 formulada para administracion intravenosa.

El rAAV de la reivindicacion 13 o 14 o la composicion de la reivindicacion 15 o 16 para su uso en un método
para tratar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad por almacenamiento de glucégeno, que comprende
seleccionar un sujeto con la enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo la (GSD-la) y administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del rAAV de la reivindicacion 13 o 14, o la composicién de la
reivindicacion 15 o la reivindicacion 16.

El rAAV de la reivindicacion 13 o 14 o la composiciéon de la reivindicacion 15 o 16 para su uso en un método
para promover la homeostasis de la glucosa; inhibir la hipoglucemia; inhibir o prevenir el desarrollo de
adenoma hepatocelular (HCA); inhibir o prevenir el desarrollo de carcinoma hepatocelular (HCC); o inhibir o
prevenir la disfuncién o insuficiencia renal en un sujeto con una deficiencia de glucosa-6-fosfatasa-a
(G6Pasa-a), que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del rAAV de la
reivindicacion 13 o 14, o la composicion de reivindicacion 15 o la reivindicacion 16.

El rAAV o la composicion para el uso de la reivindicacién 18 en donde el sujeto con una deficiencia de
G6Pasa-a tiene GSD-la.

El rAAV o la composicidon para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 17-19, en donde el rAAV se
administra por via intravenosa.

45



21.

22.

23.
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El rAAV o la composicidon para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en donde el rAAV se
administra a una dosis de aproximadamente 1 x 10" a aproximadamente 1 x 10" particulas virales (vp)/kg.

El rAAV o la composicién para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 17-21, en donde la administracion
del rAAV comprende la administracion de una dosis Unica de rAAV.

El rAAV o la composicién para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 17-21, en donde la administracion
del rAAV comprende la administracion de multiples dosis de rAAV.
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Figura 4

EIK: GARAMA (ot 7-9)
ATGGAGGANG GRATGAATGT TCTCCATGAC TTTGGGATCC ASTCAACACA TTACCTCCAG

GIGARTTACC ARMGRCTICCR T ATCTIGCETST COGTGATCGC AGACCTCRGS

QS4R: CAG-CCT (nt 160-162)
AATGCCTTCT ACGTCCTCTT CCCCATCTGS TTCCATCTTE AGGAAGCTGT GGGCATTRAM

CTCCTTTCRG TAGCTCIGAT TECAGACTGS CTCAACCTOS TCTTTAAGTS GATTCTOTTY
GEACAGCHTIC CATACTGETG SETTTIGEAT ACTGACTACT ACAGUAACRC TTUUETEOCC

CTGATAARGE AGTTCCCTGT ARCCTGTGAS RCTHGACCAS GRAGICCCTC THEECCATECOC

GEPC-=-60

GEpC--120

GEPC--180
GepC--140
GEPL--300

GEPC-360

QL39K: CAG-LGG (nt 415-417)

ATGOGCACAS CAGGTGTATA CTRCGTGATS GTCACATCTA CTOTITICAT

T142K: ATA-AAA (nt 424-428)
AAGRTHAAGC CGACCTACAG ATTTCGGTGC TTSAATGTCA TTTIGIGGIT GGGATTCISS

GCTCTGCAGC TGRRTGICTG TOTGTCRCGA ATCTROCTTS CTGCTCATIT TCOCTCATCAA

GHPC—420

GHPC--438

GePC-540

S196R: AGE-CGC {nt (586-588) HI90: CAC-CAG (nt 595-597)

GTTSTTEOTG CACTCOTGTC ACGCATTCCT GTTSCACAAR carcfRAdace
ATCTATARTG CCAGCCTCRA GARATATTIT CTCATTACCT TOTTCCTETT CAGCTTOLOC
ATCGGATTIT ATCTGCTGCT CAAGGGACTG GGTSTAGACC TCCTGTGGAC TCTGGAGRAR

Q249R: CAG.AGG (nt 724-726) ; Q247R: CAG.CGG {nt 739-741}
M@WG’: SETGO CASRATSS GTOCRCATTS ACACCACACS CTTTSOCASGS

CTOCTCAAGAE ACCTOOECAC SCTCTTTIOOC CTGOGGCTEC CTCTCAACTC CAGCATOTAC

GERC~-B00

GEPL-—&8D0

GEPC-TLD

SFEPC~~TE0

GEPC-B4A0

L292F: CTC-TTC (nt B74-876); S298C:TCT-TGC (nt 892-894)

AGGGRGAGCT GCAAGGGGAR ACTCAGCRAG CAT TOCGCCTCAG

AZMV: GUCLOPG (nh S01-903)

[ECOrccCTeG TOCTCCTGCA CGTCTTTGAC TCOTTGAARAC CCCCATCCCA GCTG

VI2AT: CTC-ACC (nt 970-972); VA32A (CTA-GCA) (nt 994-996)
6T ? TCCTT CTGCARGAGT COCTGRCATE CGTCASTGTC

QIATR: CRG-COG; L349F: CTC-TTC; G350D: GEC-GAC: H3IS3D: CAC-GAC
ATCCCCTACT GOOTOGOCKR GTCLTGGED cm@ AGRASTCGTT GTAA

(BEQ ID NO: 11)

QMMTR: CAGCGG {nt 1039-1041)
LI4SF: CPGTIC (nt 1045-1047)
GI50D: GGC.GAC (nt 1048-1050)
H353D: CAC-GAC (nt 1057-1059)
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CEPC-800

VILET: GTCACT (nt SE3-954)

GEPC~5E0

GEPO=-1020

GEPC-1074
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Figura 5

o o w o ®w o

o~ o b —
(Buwyuiwyjowu)

edljeday n-BSe499 ap PEpIADY

98625-0d99-00
0d99-00

51



Figura 6A
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Figura 6D

Figura 6C
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