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de glucógeno (GSD) y las complicaciones asociadas con GSD.
15

Antecedentes

La enfermedad por almacenamiento de glucógeno tipo Ia (GSD-Ia 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 hígado, el riñón y el intestinoChou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). La G6Pasa-a,20
codificada por el gen G6PC, es una proteína hidrófoba anclada en el retículo endoplásmico (RE) por nueve hélices
transmembrana (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). Esta enzima cataliza la hidrólisis de glucosa-6-
fosfato (G6P) a glucosa y fosfato en la etapa terminal de la glucogenólisis y la gluconeogénesis. Los pacientes
afectados por GSD-Ia no pueden mantener la homeostasis de la glucosa y presentan hipoglucemia en ayunas,
retraso del crecimiento, hepatomegalia, nefromegalia, hiperlipidemia, hiperuricemia y academia láctica (Chou y otros,25
Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010).

Actualmente no existe cura para la GSD-Ia. 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 clínicas a30
más largo plazo y sus procesos patológicos subyacentes permanecen sin corregir. Uno de los riesgos crónicos más
importantes es el adenoma hepatocelular (HCA), que se desarrolla en el 70-80 % de los pacientes con GSD-I
mayores de 25 años (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-Ia
son pequeños, múltiples y no encapsulados, con complicaciones que incluyen compresión local y hemorragia35
intratumoral. En el 10 % de los pacientes con GSD-Ia, los AHC experimentan una transformación 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)40
recombinantes que portan G6Pasa-a en modelos animales de GSD-Ia, ninguno ha sido capaz de corregir
completamente la deficiencia de G6Pasa-a hepática. Por tanto, existe la necesidad de un vector de terapia génica
mejorado para el tratamiento de GSD-Ia y sus complicaciones asociadas.

Resumen45

La invención se define en las reivindicaciones. Cualquier objeto que se describa en la presente descripción, pero que
no esté dentro del alcance de las reivindicaciones no forma parte de la invención. En la presente descripción se
describe que la enzima G6Pasa-a canina es más activa que la enzima G6Pasa-a humana. Un alineamiento de la
secuencia de aminoácidos de las dos proteínas reveló que difieren principalmente en 18 residuos. Para identificar50
mutantes de G6Pasa-a humana con actividad de fosfohidrolasa aumentada, se generaron mutantes que contienen
uno o dos aminoácidos correspondientes de la G6Pasa-a canina.

En la presente descripción se proporcionan moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican una G6Pasa-a
modificada. En algunas modalidades, la G6Pasa-a modificada comprende una sustitución de serina por cisteína en55
el aminoácido 298 de la G6Pasa-a humana, tal como la G6Pasa-a modificada de la SEQ ID NO: 8. En algunos
ejemplos, las moléculas de ácido nucleico comprenden la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID
NO: 7.

Se proporcionan además vectores, tales como vectores de virus adenoasociado (AAV), que incluyen las moléculas60
de ácido nucleico descritas que codifican la G6Pasa-a humana modificada. En algunos ejemplos, los vectores
comprenden además un promotor, tal como un promotor/ potenciador de G6PC humano (GPE).

Se proporcionan además AAV recombinantes (rAAV) que comprenden las moléculas de ácido nucleico que codifican
la G6Pasa-a humana modificada. Se proporcionan además células huésped aisladas que comprenden las moléculas65

DESCRIPCIÓN 

Vectores de virus adenoasociado que codifican G6PC modificada y usos de estos 

5 Referencia cruzada a solicitudes referidas 

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

10 Campo 

Esta descripción se refiere a vectores de terapia génica que codifican una enzima glucosa-6-fosfatasa-α (G6PC) 
modificada con actividad aumentada y su uso, tal como para el tratamiento de la enfermedad por almacenamiento 
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de ácido nucleico o los vectores descritos en la presente descripción. Por ejemplo, las células huésped aisladas
pueden ser células adecuadas para la propagación de rAAV.

Las composiciones que comprenden las moléculas de ácido nucleico, los vectores y el rAAV descritos se
proporcionan además en la presente descripción.5

Se proporciona además un método para tratar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad por almacenamiento
de glucógeno. En algunas modalidades, el método incluye seleccionar un sujeto con enfermedad por
almacenamiento de glucógeno tipo Ia (GSD-Ia) y administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del
rAAV, o composiciones que comprenden el rAAV, descritas en la presente descripción.10

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 disfunción o insuficiencia
renal; o tratar cualquier otra complicación asociada con GSD-Ia, 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,15
descritas en la presente descripción.

Lo anterior y otros objetivos, características y ventajas de la invención serán más evidentes a partir de la siguiente
descripción detallada, que procede con referencia a las figuras adjuntas.

20
Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 es un alineamiento de las secuencias de la proteína G6Pasa-α canina (SEQ ID NO: 1) y humana
(SEQ ID NO: 2). Los 18 residuos de aminoácidos que difieren entre las secuencias canina y humana se indican
con flechas.25
La Figura 2 representa la G6Pasa-a humana, que está anclada en la membrana del retículo endoplásmico por 9
hélices, HI a H9 (Pan y otros, J Biol Chem 273:6144-6148, 1998). Se enumeran las diferencias de aminoácidos
entre la G6Pasa-a humana y canina.
La Figura 3 es un gráfico que muestra la actividad de G6Pasa-a microsomal hepática en ratones GSD-Ia (G6pc-/-

) de 4 semanas de edad transducidos a las 2 semanas de edad con un vector AAV8-GPE recombinante (101330
vg/kg) que expresa G6PC humana (AAV-G6PC), G6PC humana optimizada en codón (co) (AAV-co-G6PC),
mutante G6PC-S298C humano (AAV-G6PC-S298C) o mutante G6PC-S298C co-humano (AAV-coG6PC-
S298C). La actividad de G6Pasa-a microsomal hepática en ratones de tipo silvestre de 4 semanas de edad
promedió 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 nucleótidos del ADNc de G6PC (SEQ ID NO: 11), con la ubicación de cada35
uno de los 18 mutantes de G6PC humanos indicados. Para la mutagénesis dirigida al sitio, se diseñaron
cebadores sentido y antisentido de 20 nucleótidos de manera que el codón a mutar se localizara en el medio de
cada cebador.
La Figura 5 es un gráfico que muestra la actividad de la G6Pasa-α hepática en pacientes ratones G6pc-/- de 24
días transducidos a la edad de 10 días con 5 x 1011 vg/kg de vector AAV-co-G6PC (n=3) o vector rAAV8-co-40
G6PC-S298C (n = 3). La actividad de G6Pasa hepática de tipo silvestre promedió 174 ± 18,3 nmol/min/mg. Los
datos representan la media ± SEM. **P < 0,005.
Las figuras 6A-6E muestran datos que demuestran la corrección de la deficiencia de G6Pasa-α hepática
mediante rAAV-G6PC. Los ratones L-G6pc-l- se trataron con 1 x 1012 vg/kg de rAAV-G6PC a las 10 semanas y se
analizaron a las 18 semanas. La Figura 6A es un gráfico que muestra la actividad de G6Pasa-α hepática en el45
control (n = 7), L-G6pc-l- (n = 7) y ratones AAV (n = 8). La Figura 6B muestra imágenes de hígados teñidos con
H&E representativos de ratones control, L-G6pc-l- y AAV. La Figura 6C es un gráfico que muestra la tolerancia a
la glucosa en ayunas (FGT) de ratones control (n = 13), L-G6pc-l- (n = 6) y AAV (n = 8). La Figura 6D es un
gráfico que muestra los pesos del hígado de ratones control, L-G6pc

-l-
y AAV (n = 8). La Figura 6E es un gráfico

que muestra el contenido hepático de glucógeno y triglicérido de ratones control, L-G6pc-/- y AAV (n = 8). Los50
datos representan la media ± SEM. *P < 0,05, **P< 0,005.

Listado de secuencias

Las secuencias de aminoácidos y nucleicos enumeradas en el listado de secuencias adjunto se muestran mediante55
el uso de abreviaturas de letras estándar para bases de nucleótidos y código de tres letras para aminoácidos, como
se define en 37 CFR 1.822. Sólo se muestra una cadena de cada secuencia de ácidos nucleicos, pero se entiende
que la cadena complementaria está incluida por cualquier referencia a la cadena presentada. El listado de
secuencias se envía como un archivo de texto ASCII, creado el 22 de diciembre de 2015, 52,8 KB. En el listado de
secuencias adjunto:60

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoácidos de la proteína G6Pasa-α canina.
SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoácidos de la proteína G6Pasa-α humana.
SEQ ID NO: 3 es la secuencia de nucleótidos de pTR-GPE-G6PC humana que tiene las siguientes
características:65
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ITR - nucleótidos 17-163
Promotor/potenciador de G6PC - nucleótidos 182-3045
Relleno - nucleótidos 3051-3184
Intrón - nucleótidos 3185-3321
Relleno - nucleótidos 3322-33675
Secuencia codificante de G6PC - nucleótidos 3368-4441
ITR - nucleótidos 4674-4819.

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de nucleótidos de pTR-GPE-G6PC-S298C humana que tiene las siguientes
características:10

ITR - nucleótidos 17-163
Promotor/potenciador de G6PC - nucleótidos 182-3045
Relleno - nucleótidos 3051-3184
Intrón - nucleótidos 3185-332115
Relleno - nucleótidos 3322-3367
Secuencia codificante de G6PC - nucleótidos 3368-4441
Mutación S298C - nucleótidos 4259-4261 (TCT a TGC)
ITR - nucleótidos 4674-4819.

20
SEQ ID NO: 5 es la secuencia de nucleótidos del (co) G6PC-S298C optimizada en codón (co) con pTR-GPE que
tiene las siguientes características:

ITR - nucleótidos 17-163
Promotor/potenciador de G6PC - nucleótidos 182-304525
Relleno - nucleótidos 3051-3184
Intrón - nucleótidos 3185-3321
Relleno - nucleótidos 3322-3367
Secuencia codificante de G6PC optimizada en codón - nucleótidos 3368-4441
Mutación S298C - nucleótidos 4259-4261 (AGC a TGC)30
ITR - nucleótidos 4674-4819.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de nucleótidos de una G6PC humana modificada que codifica la G6Pasa-α
S298C.
SEQ ID NO: 7 es la secuencia de nucleótidos de una G6PC humana modificada optimizada en codón que35
codifica la G6Pasa-α S298C.
SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoácidos de la G6Pasa-α S298C humana modificada.
SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoácidos de la G6Pasa-α S298C/A301V humana modificada.
SEQ ID NO: 10 es una secuencia de consenso de aminoácidos basada en el alineamiento de la G6Pasa-α
humana y canina.40
SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucleótidos de la región codificante de G6PC humana.

Descripción detallada

La invención se define en las reivindicaciones. Cualquier objeto que se describa en la presente descripción, pero que45
no esté dentro del alcance de las reivindicaciones no forma parte de la invención.

I. Abreviaturas

50

55

60

65

AAV virus adenoasociado
CBA β-actina de pollo
CMV citomegalovirus
co optimizada en codón
FGT tolerancia a la glucosa en ayunas
G6P glucosa-6-fosfato
G6Pasa-a glucosa-6-fosfatasa-a
G6PC glucosa-6-fosfatasa, subunidad catalítica
G6PT transportador de glucosa-6-fosfato
GPE Promotor/potenciador de G6PC
GSD enfermedad por almacenamiento de glucógeno
HCA adenoma hepatocelular
HCC carcinoma hepatocelular
ITR repetición terminal invertida
ORF marco de lectura abierto
rAAV AAV recombinante
SEM error estándar de la media
vg genomas virales
vp partículas virales
WT de tipo silvestre
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II. 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 biología molecular pueden encontrarse enBenjamin Lewin, Genes V,
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew y otros (eds.), The Encyclopedia of5
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 revisión de las diversas modalidades de la descripción, se proporcionan las explicaciones siguientes10
de términos específicos:

Virus adenoasociado (AAV): Un virus pequeño, de replicación 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 infectar15
tanto células en división como quiescentes y pueden persistir en un estado extracromosómico sin integrarse en el
genoma de la célula huésped. Estas características hacen que el AAV sea un vector viral atractivo para la terapia
génica. Actualmente existen 11 serotipos reconocidos de AAV (AAV1-11).
Administración/Administrar: Proporcionar o dar a un sujeto un agente, tal como un agente terapéutico (por
ejemplo, un AAV recombinante), por cualquier ruta eficaz. Las vías de administración ilustrativas incluyen, pero20
no se limitan a, vías de inyección (tales como vías subcutánea, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal e
intravenosa), oral, intraductal, sublingual, rectal, transdérmica, intranasal, vaginal y por inhalación.
Optimizado en codón: Un ácido nucleico "optimizado en codón" se refiere a una secuencia de ácidos nucleicos
que se ha alterado de manera que los codones son óptimos para la expresión en un sistema particular (tal como
una especie particular o grupo de especies). Por ejemplo, una secuencia de ácidos nucleicos puede optimizarse25
para la expresión en células de mamífero o en una especie de mamífero particular (tales como células humanas).
La optimización del codón no altera la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada.
Potenciador: Secuencia de ácidos nucleicos que aumenta la velocidad de transcripción al aumentar la actividad
de un promotor.
G6PC: Un gen ubicado en el cromosoma humano 17q21 que codifica la glucosa-6-fosfatasa-α (G6Pasa-α). La30
G6Pasa-α es una proteína hidrófoba de 357 aminoácidos que tiene 9 hélices que la anclan en el retículo
endoplásmico (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). La G6Pasa-α se representa en la Figura 2.
La proteína G6Pasa-α cataliza la hidrólisis de la glucosa 6-fosfato a glucosa y fosfato en la etapa terminal de la
gluconeogénesis y glucogenólisis 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 glucógeno tipo Ia (GSD-Ia), que es35
un trastorno metabólico caracterizado por hipoglucemia severa en ayunas asociada con la acumulación de
glucógeno y grasa en el hígado y los riñones.
Enfermedad por almacenamiento de glucógeno (GSD): Un grupo de enfermedades que resultan de defectos
en el procesamiento de la síntesis o degradación del glucógeno en los músculos, el hígado y otros tejidos. La
GSD puede ser genética o adquirida. La GSD genética es causada por cualquier error innato del metabolismo40
implicado en estos procesos. Actualmente existen 11 enfermedades por almacenamiento de glucógeno
reconocidas (GSD tipo I, II, III, IV, V, VI, VII, IX, XI, XII y XIII). GSD-I consiste en dos trastornos autosómicos
recesivos, GSD-Ia y GSD-Ib (Chou y otros, Nat Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). GSD-Ia 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.45
Enfermedad por almacenamiento de glucógeno tipo Ia (GSD-Ia): También conocida como enfermedad de
von Gierke, GSD-Ia es la enfermedad por almacenamiento de glucógeno más común, que tiene una incidencia
de aproximadamente 1 de cada 100 000 nacidos vivos. GSD-Ia es una enfermedad genética que resulta de la
deficiencia de la enzima glucosa-6-fosfatasa-α (G6Pasa-α). La deficiencia de G6Pasa-a afecta la capacidad del
hígado de producir glucosa libre a partir del glucógeno y de la gluconeogénesis. Los pacientes afectados por50
GSD-Ia no pueden mantener la homeostasis de la glucosa y presentan hipoglucemia en ayunas, retraso del
crecimiento, hepatomegalia, nefromegalia, hiperlipidemia, hiperuricemia y academia láctica (Chou y otros, Nat
Rev Endocrinol 6:676-688, 2010). Actualmente no existe cura para la GSD-Ia.
Intrón: Un tramo de ADN dentro de un gen que no contiene información codificante para una proteína. Los
intrones se eliminan antes de la traducción de un ARN mensajero.55
Repetición terminal invertida (ITR): Secuencias simétricas de ácidos nucleicos en el genoma de los virus
adenoasociados necesarias para una replicación eficiente. Las secuencias de ITR se ubican en cada extremo del
genoma de ADN de AAV. Los ITR sirven como los orígenes de replicación para la síntesis de ADN viral y son
componentes cis esenciales para generar vectores de integración de AAV.
Aislado: Un componente biológico "aislado" (tal como una molécula de ácido nucleico, una proteína, un virus o60
una célula) se ha separado o purificado sustancialmente de otros componentes biológicos 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 cromosómicos y extracromosómicos, proteínas y células. Las moléculas de ácido nucleico y las proteínas
que se han "aislado" incluyen las purificadas mediante métodos de purificación estándar. El término también
abarca moléculas de ácido nucleico y proteínas preparadas mediante expresión recombinante en una célula65
huésped, así como también moléculas de ácido nucleico y proteínas sintetizadas químicamente.
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Modificado: En el contexto de la presente descripción, una G6PC o G6Pasa-a "modificada" se refiere a una
secuencia de ácidos nucleicos de G6PC o una secuencia de aminoácidos de G6Pasa que comprende al menos
una sustitución, deleción o inserción de un ácido nucleico o aminoácido en comparación con la secuencia de tipo
silvestre (tal como se compara con la secuencia codificante de G6PC humana expuesta como los nucleótidos
3368-4441 de la SEQ ID NO: 3, o en relación con la secuencia de aminoácidos de G6Pasa-a humana expuesta5
como la SEQ ID NO: 2).
Unido operativamente: Una primera secuencia de ácidos nucleicos está unida operativamente a una segunda
secuencia de ácidos nucleicos cuando la primera secuencia de ácidos nucleicos se coloca en una relación
funcional con la segunda secuencia de ácidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor está unido operativamente a
una secuencia codificante si el promotor afecta la transcripción o la expresión de la secuencia codificante.10
Generalmente, las secuencias de ADN unidas operativamente son contiguas y, cuando es necesario unir dos
regiones codificantes de proteínas, están en el mismo marco de lectura.
Portador farmacéuticamente aceptable: Los portadores (vehículos) farmacéuticamente aceptables útiles en
esta descripción son convencionales. Remington's Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin, Mack Publishing
Co., Easton, PA, 15ta Edición (1975), describe composiciones y formulaciones adecuadas para el suministro15
farmacéutico de uno o más compuestos, moléculas o agentes terapéuticos.
En general, la naturaleza del portador dependerá del modo particular de administración que se emplee. Por
ejemplo, las formulaciones parenterales comprenden habitualmente fluidos inyectables que incluyen fluidos
farmacéuticamente y fisiológicamente aceptables tales como agua, solución salina fisiológica, soluciones salinas
equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol o similares como un vehículo. Para composiciones sólidas (por ejemplo,20
en forma de polvo, píldora, tableta o cápsula), los portadores sólidos no tóxicos convencionales pueden incluir,
por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidón o estearato de magnesio. Además de portadores
biológicamente neutros, las composiciones farmacéuticas a administrar pueden contener cantidades menores de
sustancias auxiliares no tóxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes
tamponadores del pH y similares, por ejemplo, acetato de sodio o monolaurato de sorbitán.25
Prevenir, tratar o mejorar una enfermedad: "Prevenir" una enfermedad (tal como GSD-Ia) se refiere a inhibir el
desarrollo completo de una enfermedad. "Tratar" se refiere a una intervención terapéutica que mejora un signo o
síntoma de una enfermedad o afección patológica después de que ha comenzado a desarrollarse. "Mejorar" se
refiere a la reducción del número o la gravedad de los signos o síntomas de una enfermedad.
Promotor: Una región de ADN que dirige/inicia la transcripción de un ácido nucleico (por ejemplo, un gen). Un30
promotor incluye las secuencias de ácidos nucleicos necesarias cerca del sitio de inicio de la transcripción.
Típicamente, 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 transcripción.
Purificado: El término "purificado" no requiere pureza absoluta; más bien, está destinado como un término35
relativo. Así, por ejemplo, un péptido, proteína, virus u otro compuesto activo purificado es uno que está aislado
en su totalidad o en parte de proteínas y otros contaminantes asociados naturalmente. En ciertas modalidades, la
expresión "sustancialmente purificado" se refiere a un péptido, proteína, virus u otro compuesto activo que se ha
aislado de una célula, medio de cultivo celular u otra preparación cruda y se ha sometido a fraccionamiento para
eliminar varios componentes de la preparación inicial, tales como proteínas, restos celulares y otros40
componentes.
Recombinante: Una molécula de ácido nucleico recombinante es una que tiene una secuencia que no es de
origen natural o tiene una secuencia que se produce mediante una combinación artificial de dos segmentos de
secuencia separados de cualquier otra forma. Esta combinación artificial puede lograrse mediante síntesis
química o mediante la manipulación artificial de segmentos aislados de moléculas de ácido nucleico, tal como45
mediante técnicas de ingeniería genética.
De manera similar, un virus recombinante es una secuencia que comprende un virus (tal como una secuencia
genómica) que no es de origen natural o se produce mediante una combinación artificial de al menos dos
secuencias de diferente origen. El término "recombinante" también incluye ácidos nucleicos, proteínas y virus
que se han alterado únicamente mediante la adición, sustitución o deleción de una porción de una molécula de50
ácido nucleico, proteína o virus natural. Como se usa en la presente descripción, "AAV recombinante" se refiere
a una partícula de AAV en la que se ha empaquetado una molécula de ácido nucleico recombinante (tal como
una molécula de ácido nucleico recombinante que codifica G6Pasa-a).
Identidad de secuencia: La identidad o similitud entre dos o más secuencias de ácidos nucleicos, o dos o más
secuencias de aminoácidos, se expresa en términos de identidad o similitud entre las secuencias. La identidad55
de secuencia puede medirse en términos de porcentaje de identidad; cuanto mayor es el porcentaje, más
idénticas son las secuencias. La similitud de secuencia puede medirse en términos de porcentaje de similitud
(que tiene en cuenta las sustituciones conservadoras de aminoácidos); cuanto mayor es el porcentaje, más
similares son las secuencias. Los homólogos u ortólogos de secuencias de aminoácidos o ácidos nucleicos
poseen un grado relativamente alto de identidad/similitud de secuencia cuando se alinean mediante el uso de60
métodos estándar. Esta homología es más significativa cuando las proteínas ortólogas o los ADNc se derivan de
especies que están más estrechamente relacionadas (tales como secuencias humanas y de ratón), en
comparación con especies más distantes (tales como secuencias de C. elegans y humanas).
Los métodos de alineamiento de secuencias para comparación son bien conocidos en la técnica. Varios
programas y algoritmos de alineamiento se describen en: Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981;65
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 consideración
detallada de los métodos de alineamiento de secuencias y los cálculos de homología.
La herramienta de búsqueda de alineamiento local básica de NCBI (BLAST) (Altschul y otros, J. Mol. Biol.5
215:403-10, 1990) está disponible de varias fuentes, incluido el Centro Nacional de Información Biológica (NCBI)
y en Internet, para su uso en relación con los programas de análisis de secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y
tblastx. Puede encontrarse información adicional en el sitio web de NCBI.
Serotipo: Un grupo de microorganismos estrechamente relacionados (tal como virus) que se distinguen por un
conjunto característico de antígenos.10
Secuencia de relleno: Se refiere a una secuencia de nucleótidos contenida dentro de una molécula de ácido
nucleico más grande (tal como un vector) que se usa típicamente para crear el espacio deseado entre dos
elementos de ácido nucleico (tal como entre un promotor y una secuencia codificante), o para extender una
molécula de ácido nucleico de manera que tenga la longitud deseada. Las secuencias de relleno no contienen
información codificante de proteínas y pueden ser de origen sintético/desconocido y/o no estar relacionadas con15
otras secuencias de ácidos nucleicos dentro de una molécula de ácido nucleico más grande.
Sujeto: Organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoría que incluye mamíferos humanos y no
humanos.
Sintético: Producido por medios artificiales en un laboratorio, por ejemplo, un ácido nucleico sintético puede
sintetizarse químicamente en un laboratorio.20
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 dependerá de varios factores, que incluyen, pero sin limitarse
a, el sujeto o las células que se tratan y la forma de administración de la composición terapéutica.
Vector: Un vector es una molécula de ácido nucleico que permite la inserción de ácido nucleico extraño sin25
alterar la capacidad del vector de replicarse y/o integrarse en una célula huésped. Un vector puede incluir
secuencias de ácidos nucleicos que le permitan replicarse en una célula huésped, tal como un origen de
replicación. Un vector también puede incluir uno o más genes marcadores seleccionables y otros elementos
genéticos. Un vector de expresión es un vector que contiene las secuencias reguladoras necesarias para permitir
la transcripción y traducción del gen o genes insertados. En algunas modalidades de la presente invención, el30
vector es un vector AAV.

A menos que se explique de cualquier otra forma, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente
descripción tienen el mismo significado como se entiende comúnmente por un experto en la técnica a la que
pertenece esta descripción. Los términos singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el35
contexto lo indique claramente de cualquier otra forma. "Que comprende A o B" significa que incluye A, o B, o A y B.
Debe entenderse además que todos los tamaños de bases o tamaños de aminoácidos, y todos los valores de peso
molecular o masa molecular, dados para ácidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la
descripción. Aunque métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en la presente descripción
pueden usarse en la práctica o las pruebas de la presente descripción, los métodos y materiales adecuados se40
describen a continuación. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias mencionadas
en la presente descripción están en su totalidad. En caso de conflicto, la presente descripción, incluyendo las
explicaciones de los términos, tendrá el control. Además, los materiales, métodos, y ejemplos son ilustrativos
solamente y no pretenden ser limitantes.

45
III. Introducción

La enfermedad por almacenamiento de glucógeno tipo Ia (GSD-Ia) es un trastorno hereditario del metabolismo
asociado con hipoglucemia potencialmente mortal, neoplasias malignas hepáticas e insuficiencia renal causada por
la deficiencia de glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a o G6PC), y que afecta principalmente al hígado y al riñón. La50
terapia actual no previene las complicaciones a largo plazo en muchos pacientes, que incluyen retraso del
crecimiento, gota, hipertensión pulmonar, disfunción renal con riesgo de insuficiencia renal, osteoporosis y
adenomas hepatocelulares (HCA) que pueden sufrir una transformación 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 para55
GSD-Ia (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 ratón de GSD-Ia han
demostrado que AAV recombinante que expresa G6Pasa-a dirigido por el promotor de CBA/potenciador de CMV60
(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 nucleótidos -298 a +128 de la región flanqueante G6PC 5' (Koeberl y
otros, Mol Ther 16:665-672, 2008) suministra el transgén de G6Pasa-a al hígado y logra una corrección 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 hepática.65
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Un ejemplo de un estudio anterior es descrito por Koeberl y otros (Mol Ther 16:665-672, 2008) que desarrolló un
vector de rAAV bicatenario (rAAV-G6Pasa) que fue capaz de tratar ratones GSD-Ia y perros GSD-Ia.
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-5
G6Pasa es un vector de rAAV bicatenario. El vector de rAAV bicatenario se desarrolló para eludir la etapa que limita
la velocidad en el ciclo de vida del AAV mediante la conversión 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 expresión de
G6Pasa-a en rAAV-G6Pasa está dirigida por el promotor/potenciador G6PC humano en los nucleótidos -382 a -1
(Koeberl y otros, Mol Ther 16:665-672, 2008). La expresión de G6Pasa-a en rAAV-GPE-G6PC está dirigida por el10
promotor/potenciador G6PC humano en los nucleótidos -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 intrón que
está ausente del vector rAAV-G6Pasa. Ambos vectores suministraron eficientemente el transgén de G6Pasa-a al
hígado y corrigieron GSD-Ia 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).15

Se realizó un estudio comparativo para determinar qué vector, rAAV-G6Pasa o rAAV-GPE-G6PC, era más eficaz en
el tratamiento de GSD-Ia. Los resultados demostraron de manera inequívoca que el vector rAAV-GPE-G6PC era
más eficaz que el vector rAAV-G6Pasa en la corrección de GSD-Ia murina. Se determinó que se requirieron los
elementos potenciadores corriente arriba del promotor mínimo G6PC para una expresión transgénica hepática20
eficiente (Lee y otros, Mol Genet Metab 10:275-280, 2013). Se llevaron a cabo estudios adicionales para determinar
si el intrón contenido en el vector rAAV-GPE-G6PC desempeñaba un papel en la dirección de la expresión de
G6Pasa-a hepática. Se generó un vector de rAAV bicatenario (denominado rAAV-miGPE-G6PC) que expresaba
G6Pasa-a humana dirigida por el promotor mínimo G6PC en los nucleótidos -382 a -1, y que contenía el intrón
presente en el vector rAAV-GPE-G6PC. Los resultados demostraron que el vector rAAV-GPE-G6PC fue más25
eficiente que el vector rAAV-miGPE-G6PC en el tratamiento de la GSD-Ia murina, apoyando la conclusión de que se
requieren los elementos potenciadores corriente arriba del promotor mínimo G6PC para una expresión transgénica
hepática 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) se30
describen con más detalle en la publicación PCT núm. WO 2015/081101. Los vectores recombinantes incluyen un
GPE, un intrón sintético y la región codificante de G6PC. La región codificante de G6PC está opcionalmente
optimizada en codón para la expresión en células humanas. Los vectores recombinantes incluyen además la
secuencia de ácidos nucleicos de relleno situada entre el promotor/potenciador de G6PC y el intrón, así como
también entre el intrón y la secuencia codificante de G6PC; y secuencias de repetición terminal invertida (ITR) 5' y 3'.35

Se describe en la publicación PCT núm. WO 2015/081101 que un AAV recombinante que expresa G6Pasa-a con el
promotor/potenciador de G6PC (rAAV-GPE-G6PC) es significativamente más eficiente para dirigir in vivo la
expresión transgénica hepática que otro AAV recombinante que expresa G6Pasa-a que tiene un
promotor/potenciador alternativo (es decir el promotor de β-actina de pollo/potenciador de CMV). Durante un período40
de estudio de 24 semanas, los ratones con deficiencia de G6PC (un modelo para GSD-Ia) tratados con rAAV-GPE-
G6PC exhibieron una normalización completa de la deficiencia de G6PC hepática, como lo demuestran los niveles
normales de glucosa en sangre, metabolitos sanguíneos, glucógeno hepático y grasa hepática (ver además Yiu y
otros, Mol Ther 18:1076-1084, 2010). Además, un estudio a más 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 70-9045
semanas en ratones que expresaban más del 3 % de G6Pasa-α hepática. En particular, los ratones tratados con
rAAV-GPE-G6PC exhibieron un almacenamiento de grasa hepática 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
anomalías hepáticas, tal como adenoma hepatocelular (ver además Lee y otros, Hepatology 56:1719-1729, 2012).

50
En la publicación PCT núm. WO 2015/081101 se describe además el hallazgo de que los elementos potenciadores
corriente arriba del promotor de G6PC son críticos para la expresión óptima de G6PC en un modelo animal de GSD-
Ia. Específicamente, se demostró que el tratamiento con rAAV-GPE-G6PC, que comprende el promotor/potenciador
de G6PC en los nucleótidos -2684 a -1 (en relación con el sitio de inicio de G6PC) produce niveles significativamente
más altos de expresión de G6Pasa-a hepática, logró una mayor reducción en la acumulación de glucógeno hepático,55
y condujo a una mejor tolerancia del ayuno en un modelo de ratón de GSD-Ia, en comparación con un AAV
recombinante que expresa G6Pasa-a que contiene solo un promotor/potenciador de G6PC mínimo de 383 pb (ver
además Lee y otros, Mol Genet Metab. 110(3):275-280, 2013).

En la publicación PCT núm. WO 2015/081101 se describe además el hallazgo de que las secuencias de nucleótidos60
de relleno presentes entre el promotor/potenciador de G6PC y el intrón, así como también entre el intrón y la
secuencia codificante de G6PC, son importantes para la transducción hepática y la expresión de G6Pasa-a. En
particular, el AAV recombinante producido a partir del plásmido UF11-K29-G6PC, que carece de las secuencias de
relleno, exhibió una actividad de G6Pasa de 7,3 nmol/min/mg. En comparación, el AAV recombinante producido a
partir del plásmido UF11-GPE-G6PC, exhibió una actividad G6Pasa de 33,0 nmol/min/mg.65
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Además, los datos descritos en la publicación PCT núm. WO 2015/081101 demostraron que la optimización en
codón de la secuencia codificante de G6PC aumentó la eficiencia de traducción aproximadamente de 1,5 a 2,5
veces, lo que dio como resultado una expresión de G6Pasa-a significativamente mayor en el hígado después de la
administración de rAAV-co-GPE-G6PC (que contiene una secuencia de ácidos nucleicos de G6PC optimizada en
codón), en comparación con la administración de rAAV-GPE-G6PC, que codifica G6PC de tipo silvestre.5

Por lo tanto, el VAA recombinante que comprende el promotor/potenciador de G6PC en los nucleótidos -2684 a -1,
un intrón sintético, las secuencias de relleno que flanquean el intrón y la región codificante de G6PC (de tipo
silvestre u optimizada en codón) son elementos importantes para la expresión eficiente del transgén hepático y el
tratamiento de GSD-Ia in vivo.10

La presente descripción muestra por primera vez que la G6PC humana puede modificarse en posiciones específicas
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 glucógeno.15

IV. Resumen de varias modalidades

En la presente descripción se describe que la enzima G6Pasa-a canina es más activa que la enzima G6Pasa-a
humana. Un alineamiento de aminoácidos de las dos proteínas reveló que difieren en secuencia en 18 residuos.20
Para identificar mutantes de G6Pasa-a humana con actividad de fosfohidrolasa aumentada, se generaron mutantes
que contenían al menos un aminoácido correspondiente de la G6Pasa-a canina.

En la presente descripción se proporcionan moléculas de ácido nucleico recombinantes, vectores de AAV y AAV
recombinantes que pueden usarse en aplicaciones de terapia génica para el tratamiento de la enfermedad por25
almacenamiento de glucógeno, específicamente GSD-Ia.

En algunas modalidades, se proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una G6Pasa-a
modificada, en donde la G6Pasa-a modificada comprende una sustitución de serina por cisteína en el aminoácido
298 de la G6Pasa-a humana (la secuencia de aminoácidos de la G6Pasa-a humana de tipo silvestre se expone en la30
presente descripción como la SEQ ID NO: 2). La G6Pasa-a modificada puede incluir modificaciones en residuos
adicionales siempre que la proteína conserve la actividad enzimática. 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-α humana (expuesta como la SEQ ID NO: 2). La Figura 1 muestra un alineamiento de las secuencias de la35
proteína G6Pasa-α humana y canina, y la Tabla 2 proporciona un resumen de las diferencias de aminoácidos entre
la G6Pasa-α humana y canina. La presente descripción contempla sustituciones de nucleótidos que alteran la
secuencia de aminoácidos en uno o más de los residuos enumerados anteriormente y en la Tabla 2.

En algunos ejemplos, la molécula de ácido nucleico codifica una G6Pasa-a modificada que tiene una secuencia de40
aminoácidos 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 sustitución de serina por cisteína en el
aminoácido 298. En ejemplos particulares, la secuencia de aminoácidos de la G6Pasa-a modificada comprende o
consiste en la SEQ ID NO: 8 (G6Pasa-α S298C humana). En otros ejemplos particulares, la secuencia de
aminoácidos de la G6Pasa-a modificada comprende o consiste en la SEQ ID NO: 9 (G6Pasa-α S298C/A301V45
humana). En ejemplos no limitantes, la molécula de ácido nucleico aislada comprende la secuencia de nucleótidos
de la SEQ ID NO: 6 (G6PC humana modificada que codifica la G6Pasa-α S298C) o la SEQ ID NO: 7 (G6PC humana
modificada optimizada en codón que codifica la G6Pasa-α S298C).

En la presente descripción se proporcionan además vectores que comprenden las moléculas de ácido nucleico50
aisladas que codifican la G6Pasa-a modificada. En algunas modalidades, la molécula de ácido nucleico que codifica
la G6Pasa-a modificada está 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 nucleótidos 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 %, al55
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a los nucleótidos 182-3045 de la SEQ ID NO:
5 (promotor/potenciador humano de G6PC optimizada en codón). En ejemplos no limitantes, el promotor de G6PC
comprende los nucleótidos 182-3045 de la SEQ ID NO: 4 o los nucleótidos 182-3045 de la SEQ ID NO: 5.

En algunos ejemplos, el vector comprende una secuencia de nucleótidos al menos 80 %, al menos 85 %, al menos60
90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a los nucleótidos
182-4441 de la SEQ ID NO: 4 o los nucleótidos 182-4441 de la SEQ ID NO: 5. En ejemplos específicos no
limitantes, el vector comprende los nucleótidos 182-4441 de la SEQ ID NO: 4 o los nucleótidos 182-4441 de la SEQ
ID NO: 5.

65
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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 o 12 (es decir
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV9, AAV10, AAV11 o AAV12). Aún en otros ejemplos, el vector
de AAV es un híbrido de dos o más serotipos de AAV (tales como, pero no se limitan a, AAV2/1, AAV2/7, AAV2/8 o5
AAV2/9). La selección del serotipo de AAV dependerá en parte del(de los) tipo(s) celular(es) a los que se dirige la
terapia génica. Para el tratamiento de GSD-Ia, el hígado y el riñón son los órganos 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 nucleótidos al menos 80 %, al menos 85 %, al menos10
90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a los nucleótidos 17-
4819 de la SEQ ID NO: 4 o los nucleótidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 5. En algunos ejemplos, el vector de AAV
comprende los nucleótidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 4 o los nucleótidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 5.

En la presente descripción se proporcionan además células huésped aisladas que comprenden las moléculas de15
ácido nucleico o los vectores descritos en la presente descripción. Por ejemplo, la célula huésped aislada puede ser
una célula (o línea celular) apropiada para la producción de AAV recombinante (rAAV). En algunos ejemplos, la
célula huésped es una célula de mamífero, tal como una célula HEK-293, BHK, Vero, RD, HT-1080, A549, Cos-7,
ARPE-19 o MRC-5.

20
Se proporcionan además un rAAV que comprende una molécula de ácido nucleico descrita en la presente
descripción. 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, AAV6, AAV7, AAV9, AAV10,
AAV11 o AAV12, o un híbrido de dos o más 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 descripción y un portador25
farmacéuticamente aceptable también se proporcionan en la presente descripción. En algunas modalidades, las
composiciones se formulan para la administración intravenosa o intramuscular. Las formulaciones farmacéuticas
adecuadas para la administración de rAAV pueden encontrarse, por ejemplo, en la publicación de solicitud de
patente de Estados Unidos núm. 2012/0219528.

30
Se proporcionan además métodos para tratar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad por almacenamiento
de glucógeno, que comprenden seleccionar un sujeto con GSD-Ia y administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un rAAV (o una composición que comprende un rAAV) descrita en la presente
descripción.

35
También se proporcionan en la presente descripción 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 disfunción 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 hipertensión pulmonar; o tratar, prevenir o inhibir cualquier otra complicación40
asociada con GSD-Ia, 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
composición que comprende un rAAV) descrito en la presente descripción. En algunas modalidades, el sujeto con
una deficiencia de G6Pasa-a es un sujeto que tiene GSD-Ia. Por tanto, en algunos ejemplos, el método incluye
seleccionar un sujeto con GSD-Ia.45

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

En algunas modalidades, el rAAV se administra a una dosis de aproximadamente 1 x 1010 a aproximadamente 1 x50
10

14
partículas virales (vp)/kg. En algunos ejemplos, el rAAV se administra a una dosis de aproximadamente 1 x 10

11

a aproximadamente 8 x 1013 vp/kg o aproximadamente 1 x 1012 a aproximadamente 8 x 1013 vp/kg. En otros
ejemplos, el rAAV se administra a una dosis de aproximadamente 1 x 1013 a aproximadamente 6 x 1013 vp/kg. En
ejemplos específicos no limitantes, el rAAV se administra a una dosis de al menos aproximadamente 1 x 1010, al
menos aproximadamente 5 x 1010, al menos aproximadamente 1 x 1011, al menos aproximadamente 5 x 1011, al55
menos aproximadamente 1 x 1012, al menos aproximadamente 5 x 1012, al menos aproximadamente 1 x 1013, al
menos aproximadamente 5 x 1013, o al menos aproximadamente 1 x 1014 vp/kg. En otros ejemplos no limitantes, el
rAAV se administra a una dosis de no más de aproximadamente 1 x 1010, no más de aproximadamente 5 x 1010, no
más de aproximadamente 1 x 1011, no más de aproximadamente 5 x 1011, no más de aproximadamente 1 x 1012, no
más de aproximadamente 5 x 10

12
, no más de aproximadamente 1 x 10

13
, no más de aproximadamente 5 x 10

13
, o60

no más de aproximadamente 1 x 1014 vp/kg. En un ejemplo no limitante, el rAAV se administra a una dosis de
aproximadamente 1 x 1012 vp/kg. En otro ejemplo no limitante, el rAAV se administra a una dosis de
aproximadamente 1 x 1011 vp/kg. El rAAV puede administrarse en una sola dosis o en múltiples dosis (tales como 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 dosis) según sea necesario para obtener los resultados terapéuticos deseados.

65
V. Secuencias de G6PC/G6Pasa-a humanas modificadas
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En la presente descripción se describe que la enzima G6Pasa-a canina es más activa que la enzima G6Pasa-a
humana. Como se muestra en la Figura 1 y Tabla 2, las dos proteínas 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 contenían uno o más aminoácidos
correspondientes de G6Pasa-a canina en las posiciones 3, 54, 139, 196, 199, 242, 247, 292, 298, 301, 318, 324,5
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 continuación.

G6Pasa-a humana (SEQ ID NO: 2):
10

15

20
Secuencia consenso de G6Pasa-a humana/canina (SEQ ID NO: 10):

25

30

En algunas modalidades, se proporciona en la presente descripción una G6Pasa-a modificada que comprende la
SEQ ID NO: 10, en donde X en el residuo de aminoácido 3 = K o E; X en el residuo de aminoácido 54 = R o Q; X en
el residuo de aminoácido 139 = R o Q; X en el residuo de aminoácido 142 = K o I; X en el residuo de aminoácido 196
= R o S; X en el residuo de aminoácido 199 = Q o H; X en el residuo de aminoácido 242 = R o Q; X en el residuo de35
aminoácido 247 = R o Q; X en el residuo de aminoácido 292 = F o L; X en el residuo de aminoácido 298 = C o S; X
en el residuo de aminoácido 301 = V o A; X en el residuo de aminoácido 318 = T o V; X en el residuo de aminoácido
324 = T o V; X en el residuo de aminoácido 332 = A o V; X en el residuo de aminoácido 347 = R o Q; X en el residuo
de aminoácido 349 = F o L; X en el residuo de aminoácido 350 = D o G; o X en el residuo de aminoácido 353 = D o
H, o cualquier combinación de estos.40

En ejemplos particulares, la secuencia de G6Pasa-a modificada comprende una mutación S298C, o comprende las
mutaciones S298C y A310V, como se expone a continuación. 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.

45
G6Pasa-a S298C humana (SEQ ID NO: 8):

50

55

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

60

65
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En algunas modalidades, la G6Pasa-a modificada que comprende una mutación S298C está codificada por una
secuencia de ácidos nucleicos expuesta a continuación.

G6PC S298C humana (SEQ ID NO: 6):
5

10

15

20

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

25

30

35

VI. AAV recombinante para aplicaciones de terapia génica

AAV pertenece a la familia Parvoviridae y el género Dependovirus. AAV es un virus pequeño, sin envoltura, que40
empaqueta un genoma de ADN monocatenario lineal. Tanto las cadenas sentido como antisentido de ADN de AAV
se empaquetan en cápsides 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 nucleótidos del ITR son un45
palíndromo, que se pliega sobre sí 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 acción cis importantes para la replicación del ADN de AAV; la ITR es el origen de la
replicación y sirve como un cebador para la síntesis de la segunda cadena por la ADN polimerasa. El ADN
bicatenario formado durante esta síntesis, que se denomina monómero en forma replicante, se usa para una50
segunda ronda de replicación por autocebado y forma un dímero 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 transcripción. Dentro de la ITR
se ubican los elementos de unión Rep y un sitio de resolución terminal (TRS). Estas características son usadas por
la proteína reguladora viral Rep durante la replicación de AAV para procesar los productos intermedios bicatenarios.55
Además de su papel en la replicación de AAV, el ITR también es esencial para el empaquetamiento del genoma de
AAV, la transcripción, la regulación negativa en condiciones no permisivas y la integración específica 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 proteínas - Rep78, Rep 68, Rep52 y Rep40. El60
ORF derecho contiene el gen de Cap, que produce tres proteínas de la cápside viral (VP1, VP2 y VP3). La cápside
de AAV contiene 60 proteínas de la cápside viral dispuestas en una simetría icosaédrica. VP1, VP2 y VP3 están
presentes en una relación molar 1:1:10 (Daya y Berns, Clin Microbiol Rev 21(4):583-593, 2008).

El VAA es actualmente uno de los virus más usados para terapia génica. Aunque el VAA infecta a los seres65
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 división como
quiescentes y persistir en un estado extracromosómico sin integrarse en el genoma de la célula huésped. Debido a
las características ventajosas de AAV, la presente descripción contempla el uso de AAV para las moléculas de ácido
nucleico recombinante y los métodos descritos en la presente descripción.

5
El AAV posee varias características deseables para un vector de terapia génica, incluida la capacidad de unirse y
entrar a las células diana, entrar al núcleo, la capacidad de expresarse en el núcleo durante un período de tiempo
prolongado y baja toxicidad. Sin embargo, el pequeño tamaño del genoma de AAV limita el tamaño del ADN
heterólogo que puede incorporarse. Para minimizar este problema, se han construido vectores de AAV que no
codifican Rep y el elemento de eficiencia de integración (IEE). Los ITR se mantienen ya que son señales cis10
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 núm. 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 ácido nucleico15
recombinantes, los vectores y los métodos descritos en la presente descripción.

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

20
Ejemplos

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

25
Este ejemplo describe la generación de 18 mutantes de G6PC humanos y la identificación de mutantes de G6Pasa-a
específicos con actividad de fosfohidrolasa aumentada.

Construcción de mutantes de G6PC
30

Para construir mutantes de G6PC humanos, se usó como una plantilla el vector pSVL, que comprende los
nucleótidos 1 a 1074 del ADNc de G6PC humano (la región codificante completa, con el codón de iniciación ATG en
los nucleótidos 1-3; SEQ ID NO: 11). Para la mutagénesis dirigida por PCR, la plantilla se amplificó mediante el uso
de dos cebadores de PCR externos que coincidían con los nucleótidos 1 a 20 (sentido) y 1055 a 1074 (antisentido)
que flanqueaban los cebadores mutantes antisentido y sentido de 20 nucleótidos de longitud con el codón a mutar35
en el medio (ver la Figura 4 y la Tabla 1 a continuación). 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
secuenciación de ADN.

Tabla 1. Cambios de nucleótidos en mutantes de G6PC humanos40

45

50

55

60

65

Mutación Cambios de nucleótidos/codones Secuencias en G6PC humano

R3K GAA (R) → AAA (K) nucleótidos 7-9

Q54R CAG (Q) → CGT (R) nucleótidos 160-162

Q139R CAG (Q) → CGG (R) nucleótidos 415-417

I142K ATA (I) → AAA (K) nucleótidos 424-426

S196R AGC (S) → CGC (R) Nucleótidos 586-588

H199Q CAC (H) → CAG (Q) nucleótidos 595-597

Q242R CAG (Q) → AGG (R) nucleótidos 724-726

Q247R CAG (Q) → CGG (R) nucleótidos 739-741

L292F CTC (L) → TTC (F) nucleótidos 874-876

S298C TCT (S) → TGC (C) nucleótidos 892-894

A301V GCC (A) → GTG (V) nucleótidos 901-903

V318T GTC (V) → ACT (T) nucleótidos 952-954

V324T GTC (V) → ACC (T) nucleótidos 970-972

V332A GTA (V) → GCA (A) nucleótidos 994-996

Q347R CAG (Q) → CGG (R) nucleótidos 1039-1041

L349F CTG (L) → TTC (F) nucleótidos 1045-1047
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Continuación

5

Expresión en células COS-1 y ensayos de fosfohidrolasa
10

Se cultivaron células COS-1 a 37 °C en medio esencial mínimo modificado con Dulbecco tamponado con HEPES
suplementado con suero bovino fetal al 4 %. Los constructos de G6PC se transfectaron en células COS-1 mediante
el método de DEAE-dextrano/cloroquina. Después de la incubación a 37 °C durante 2 días, los cultivos transfectados
se recolectaron para determinar la actividad de fosfohidrolasa. Brevemente, se incubaron mezclas de reacción (50
µl) que contenían tampón cacodilato 50 mM, pH 6,5, G6P 10 mM y cantidades apropiadas de homogeneizados15
celulares a 37 °C durante 10 minutos como se describió previamente (Lei y otros, Science 262:580-583, 1993).

Análisis estadístico

La prueba t para muestras no apareadas se realizó mediante el uso del programa GraphPad Prism, versión 420
(GraphPad Software, San Diego, CA). Los valores se consideraron estadísticamente significativos a p <0,05.

Resultados

Las actividades de fosfohidrolasa de la G6Pasa-a humana y canina se compararon mediante ensayos de expresión25
in vitro. Los resultados demostraron que la enzima canina era aproximadamente 5 veces más activa que la enzima
humana. Un alineamiento de secuencias de las secuencias canina y humana demostró que las dos enzimas difieren
en 18 residuos de aminoácidos (Figura 1 y Tabla 2).

Tabla 2. Diferencias de aminoácidos entre la G6Pasa-a humana y canina30

35

40

45

50

Para determinar qué sustituciones de aminoácidos dan como resultado un aumento de la actividad enzimática de la
G6Pasa-a canina, se construyeron 18 mutantes de G6PC humana mediante mutagénesis dirigida al sitio. Cada
mutante portaba uno de los aminoácidos correspondientes de la G6Pasa-a canina. Las actividades de fosfohidrolasa
de los 18 mutantes de G6Pasa-a humana se examinaron mediante ensayos de expresión transitoria. Los resultados55
demostraron que el constructo de G6PC-S298C humana era la más activa, con una actividad 2,14 veces mayor que
la actividad del constructo de G6PC-WT (Tabla 3). El mutante G6PC-A301V también fue más activo, siendo 1,35
veces más activo que el G6PC-WT. A continuación, se construyó un mutante doble S298C/A301V (hG6PC-
S298C/A301V). Este doble mutante fue igualmente tan activo como el mutante hG6PC-S298C individual (Tabla 3).

60

65

Mutación Cambios de nucleótidos/codones Secuencias en G6PC humano

G350D GGC (G) → GAC (D) nucleótidos 1048-1050

H353D CAC (H) → GAC (D) nucleótidos 1057-1059

Aminoácido Aminoácido Aminoácido Aminoácido Aminoácido

Canina K3 R54 R139 K142 R196

Humana E3 Q54 Q139 I142 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
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Tabla 3. Actividad de fosfohidrolasa de mutantes de G6PC humana

5

10

15

20

25

30

35

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 citoplásmicos 1 a 4,
respectivamente (Figura 2). Los números entre paréntesis son el % de actividad de hG6PC-WT. Los ensayos de40
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 enzimática 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 observaciones45
previas, las mutaciones de los residuos de aminoácidos en la hélice 8 de G6PC alteraron marcadamente la actividad
enzimática.

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 de50
expresión transitoria demostraron que el constructo pSVL-G6PC-S298C era 1,7 veces más eficaz que el constructo
pSVL-G6PC (Tabla 4).

Los estudios han demostrado que las estrategias de optimización en codón pueden aumentar la eficiencia de la
traducción (Huston y otros, Mol Ther 9:1867-1877, 2011). La G6PC humana optimizada en codón (co) es 1,46 veces55
más activa que el constructo G6PC-WT (Tabla 4). Para examinar el impacto de la optimización en codón, se
construyó pSVL-co-G6PC-S298C, que expresa una G6PC-S298C humana optimizada en codón. Los ensayos de
expresión transitoria demostraron que el constructo pSVL-co-G6PC-S298C era 2,9 veces más eficaz que el
constructo pSVL-G6PC-WT (Tabla 4).

60

65

Constructo de G6PC Ubicación 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 C2 113,1 ± 6,7

pSVL-hG6PC-I142K C2 141,0 ± 4,4

pSVL-hG6PC-S 196R H5 90,5 ± 2,5

pSVL-hG6PC-H199Q C3 154,0 ± 7,4

pSVL-hG6PC-Q242R L3 174,5 ± 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
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Tabla 4. Actividad de fosfohidrolasa de hG6PC-WT, hG6PC-S298C, co-hG6PC, co-hG6PC-S298C y G6PC canina

5

10

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 de15
tres experimentos independientes mediante el uso de tres lotes separados de cada constructo. Los ensayos de
fosfohidrolasa se realizaron por duplicado. Los números entre paréntesis son el % de actividad de hG6PC-WT.

Se construyeron vectores AAV8-GPE-G6PC, AAV8-GPE-co-G6PC, AAV8-GPE-G6PC-S298C y AAV8-GPE-co-
G6PC-S298C recombinantes. Se examinó la actividad de la G6Pasa hepática en ratones GSD-Ia (G6pc-/-)20
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 expresión in vitro, los estudios in vivo demostraron que los vectores
AAV8-GPE-G6PC-S298C y AAV8-co-G6PC-S298C dirigían la expresión hepática de G6PC que era 3,4 veces
superior a la del vector AAV8-GPE-G6PC (Figura 3).

25
Ejemplo 2: Evaluación de la dosis mínima de vector necesaria para corregir la deficiencia hepática de G6Pasa-a

Este ejemplo describe estudios para determinar la dosis mínima 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.

30
GSD-Ia se caracteriza por una alteración de la homeostasis de la glucosa y la complicación 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-l- tratados con rAAV8-G6PC que expresaban ≥ 3 % de la actividad hepática
normal de G6Pasa-α (que es equivalente a ≥ 5 unidades de actividad de G6Pasa-α; 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 no35
desarrollan HCA (Lee y otros, Hepatology 56:1719-1729, 2012; publicación PCT núm. WO 2015/081101).

El presente estudio se realizó mediante el uso de vectores de rAAV8 purificados y titulados con precisión
(suministrados por Dimension Therapeutics, Cambridge, MA) para determinar la dosificación mínima de vector de
rAAV necesaria para corregir la deficiencia de G6Pasa-α hepática mediante el uso de ratones G6pc-/-. Los ratones40
G6pc-/- de diez días de edad se infundieron con 5 x 1011 vg/kg de rAAV8-co-G6PC o rAAV8-co-G6PC-S298C. A los
24 días de edad (2 semanas después de la infusión), la actividad hepática de G6Pasa-a en ratones G6pc-/- tratados
con rAAV-co-G6PC-S298C- y rAAV8-co-G6PC fue de 18,6 ± 1,1 y 7,7 ± 1,1 unidades, respectivamente (Figura 5).

Se ha demostrado que la eficiencia y la persistencia de la transferencia de genes hepáticos mediada por AAV son45
menores durante el desarrollo temprano porque la rápida tasa de proliferación hepatocelular asociada con el
crecimiento del hígado puede diluir el número 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 1013 vg/kg de rAAV-G6PC,
la actividad hepática de G6Pasa-α 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 1013 vg/kg de rAAV-G6PC, la actividad de G6Pasa-a hepática fue de50
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 dosificación de vector.

Por lo tanto, se espera que si se infunde la misma dosificación de rAAV-co-G6PC-S298C en ratones G6pc-/- de 4
semanas de edad, la actividad G6Pasa-α se restablecerá a 53,94 (18,6 x 2,9) unidades a las 24 semanas de edad,55
muy por encima de la actividad hepática mínima de G6Pasa-α (5 unidades) requerida para mantener la homeostasis
de la glucosa y prevenir la formación de HCA/HCC. Esto también cumple con el requisito del ensayo clínico de
terapia génica humana mediado por rAAV para el tratamiento de GSD-Ia, que requiere la administración de ≤ 1 x
1012 vg/kg de AAV.

60
Para comparar la eficacia relativa de los cuatro vectores diferentes, se infunde a ratones G6pc-l- de 10 días de edad
con 5 x 1011 vg/kg del vector rAAV8-G6PC o rAAV8-G6PC-S298C titulado con precisión y la actividad hepática de
G6Pasa-α de los ratones G6pc-/- tratados se examina a la edad de 24 días. Además, se infunden ratones G6pc-/- de
10 días de edad con 5 x 1012 vg/kg de rAAV8-G6PC, rAAV8-G6PC-S298C, rAAV8-co-G6PC o rAAV8-co-G6PC-
S298C y se examinó la actividad de G6Pasa-a hepática de los ratones G6pc-/- tratados a la edad de 12 semanas.65

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 191,5 ± 6,0 (146 %)

pSVL-co- hG6PC-S298C 382,8 ± 23,5 (292 %)

pSVL-G6PC canina 725,7 ± 66,5 (554 %)
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Los resultados de este estudio demostrarán la estabilidad de la expresión transgénica desde los 24 días hasta las 12
semanas de edad.

Los ratones G6pc-/- sin tratar tienen una vida útil corta. Para determinar con mayor precisión la dosificación mínima
de vector de rAAV requerida para corregir la deficiencia de G6Pasa-a hepática en ratones adultos, se usaron ratones5
L-G6pc-/-, que tienen una supresión de G6Pasa específica de hígado y que sobreviven hasta la edad adulta, como
se describe a continuación.

Los ratones G6pcfx/fx contienen el exón 3 del gen G6pc flanqueado por sitios loxP (Peng y otros, Genesis 47:590-
594, 2009). Los ratones G6pcfx/fx se cruzaron con ratones SAcreERT2/w (Schuler y otros, Génesis 39:167-172, 2004),10
que expresan una Cre-recombinasa dependiente de tamoxifeno bajo el control del promotor de albúmina sérica para
producir ratones G6pcfx/fx.SAcreERT2/w. La inactivación de G6pc específica de hígado (L-G6pc-/-) se generó por
escisión mediada por tamoxifeno del exón 3 de G6pc en ratones G6pcfx/fx.SAcreERT2/w de tres semanas de edad. Se
espera que el 100 % de los ratones L-G6pc-/- desarrollarán HCA/HCC a la edad de 54 semanas (51 semanas
después de la escisión genética de G6pc).15

Se trataron ratones L-G6pc-/- de diez semanas de edad con 1012 vg/kg de rAAV-G6PC. Los resultados mostraron
que, a la edad de 18 semanas, la actividad de la G6Pasa-a hepática se restauró a 68,9 ± 12,8 unidades (Figura 6A).
Los ratones tratados con AAV (ratones AAV) no exhibieron anomalías histológicas hepáticas excepto el
almacenamiento leve de glucógeno (Figura 6B), y mostraron un perfil normal de tolerancia a la glucosa en ayunas20
(FGT) (Figura 6C). Además, los ratones AAV exhibieron un peso hepático normalizado (Figura 6D) y niveles
hepáticos normalizados de glucógeno y triglicéridos (Figura 6E). Estos datos indican que es posible reducir a una
dosificación más óptima para un ensayo de terapia génica clínica humana para el tratamiento de GSD-Ia.

Para examinar la dosis mínima de rAAV8-G6PC, rAAV8-co-G6PC, rAAV8-G6PC-S298C y rAAV8-co-G6PC-S298C25
requerida para corregir la deficiencia de G6Pasa-α hepática y prevenir el desarrollo de HCA/HCC, se infunden varias
dosis (por ejemplo,1 x 1010, 3 x 1010, 1 x 1011, 3 x 1011, 1 x 1012, 3 x 1012y 1 x 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 evalúan la histología hepática, FGT, peso del hígado y niveles hepáticos de glucógeno y triglicéridos.

30
Ejemplo 3: Tratamiento de GSD-Ia humana mediante terapia génica basada en AAV

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

35
Se selecciona a un paciente diagnosticado con GSD-Ia para el tratamiento. Por lo general, el paciente tiene al
menos 18 años y puede o no haber tenido una exposición previa a la inmunomodulación. 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 descripción. El AAV
recombinante puede administrarse por vía intravenosa. Un médico puede seleccionar una dosis terapéutica40
apropiada. En algunos casos, la dosis terapéuticamente eficaz está en el intervalo de 1 x 1010 a 1 x 1014 partículas
virales (vp)/kg, tal como aproximadamente 1 x 10

11
o 1 x 10

12
vp/kg. En la mayoría de los casos, al paciente se le

administra una sola dosis. En ausencia de inmunomodulación, es probable que el paciente tolere solo una única
infusión de rAAV. Si el sujeto ha tenido inmunomodulación previa a la exposición, pueden administrarse dos o más
dosis. La salud del sujeto puede monitorearse a lo largo del tiempo para determinar la eficacia del tratamiento.45

Listado de secuencias

<110> Los estados unidos de américa, representados por el secretario, departamento de salud y servicios50
humanos
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una glucosa-6-fosfatasa-a (G6Pasa-a) modificada, en
donde la secuencia de aminoácidos de la G6Pasa-a modificada se expone como la SEQ ID NO: 2 y
comprende una sustitución de serina por cisteína en el aminoácido 298.5

2. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, en donde la secuencia de aminoácidos de la
G6Pasa-a modificada comprende o consiste en la SEQ ID NO: 8.

3. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, que comprende la10
secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 7.

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

5. El vector de la reivindicación 4, en donde la molécula de ácido nucleico que codifica la G6Pasa-a modificada15
está unida operativamente a un promotor.

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

7. El vector de la reivindicación 4, en donde el promotor de G6PC comprende los nucleótidos 182-3045 de la20
SEQ ID NO: 4 o los nucleótidos 182-3045 de la SEQ ID NO: 5.

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

25
9. El vector de cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en donde el vector es un vector de virus adenoasociado

(AAV).

10. El vector de la reivindicación 9, en donde, vector de AAV es un vector de AAV de serotipo 8 (AAV8).
30

11. El vector de la reivindicación 9 o 10, que comprende los nucleótidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 4 o los
nucleótidos 17-4819 de la SEQ ID NO: 5.

12. Una célula huésped aislada que comprende la molécula de ácido nucleico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-3 o el vector de cualquiera de las reivindicaciones 4-11.35

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

14. Un rAAV de la reivindicación 13, en donde el rAAV es rAAV8.40

15. Una composición que comprende el rAAV de la reivindicación 13 o 14 en un portador farmacéuticamente
aceptable.

16. La composición de la reivindicación 15 formulada para administración intravenosa.45

17. El rAAV de la reivindicación 13 o 14 o la composición de la reivindicación 15 o 16 para su uso en un método
para tratar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad por almacenamiento de glucógeno, que comprende
seleccionar un sujeto con la enfermedad por almacenamiento de glucógeno tipo Ia (GSD-Ia) y administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del rAAV de la reivindicación 13 o 14, o la composición de la50
reivindicación 15 o la reivindicación 16.

18. El rAAV de la reivindicación 13 o 14 o la composición de la reivindicación 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 o55
prevenir la disfunción 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
reivindicación 13 o 14, o la composición de reivindicación 15 o la reivindicación 16.

19. El rAAV o la composición para el uso de la reivindicación 18 en donde el sujeto con una deficiencia de60
G6Pasa-a tiene GSD-Ia.

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

65
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21. El rAAV o la composición para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en donde el rAAV se
administra a una dosis de aproximadamente 1 x 1010 a aproximadamente 1 x 1014 partículas virales (vp)/kg.

22. El rAAV o la composición para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 17-21, en donde la administración
del rAAV comprende la administración de una dosis única de rAAV.5

23. El rAAV o la composición para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 17-21, en donde la administración
del rAAV comprende la administración de múltiples dosis de rAAV.
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