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DESCRIPCION
Productos y métodos para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica

Declaracioén de interés gubernamental

Esta invencion se realiz6 con apoyo gubernamental del Instituto Nacional de la Salud de EE. UU. R21-NS067238,
NS027036, ROI NS064492 y RC2 NS69476-01. El gobierno posee determinados derechos sobre la invencion.

Incorporacién por referencia de material enviado electrénicamente

Se incorpora por referencia en su totalidad una lista de secuencias de nucleo6tidos/aminoacidos legible por ordenador
presentada junto con el presente documento e identificada de la siguiente manera: Archivo ACII (texto) de 14.350
bytes denominado "47886PCT_SeqListing.txt", creado el 26 de agosto de 2014.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos realizados en ARN para inhibir la expresion del gen de la super6xido
dismutasa 1 (SOD-1). Los dependoparvovirus recombinantes de la invencién suministran ADN que codifican ARN que
atenlan la expresion de SOD-1. Los métodos tienen aplicacion en el tratamiento de la Esclerosis Lateral Amiotréfica
(ELA).

Antecedentes

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa de aparicion en la edad adulta, de progresion rapida y mortal,
caracterizada por la degeneracion selectiva de las neuronas motoras superiores e inferiores. Caracterizada por primera
vez por Charcot en 1869, la ELA es responsable de una de cada 2000 muertes, afectando a casi 5 de cada 100.000
personas. La ELA se da cuando células nerviosas especificas del cerebro y la médula espinal que controlan el
movimiento voluntario se degeneran. En un plazo de dos a cinco afnos de la aparicién de los sintomas, la pérdida de
estas neuronas motoras conduce a la atrofia progresiva de los musculos esqueléticos, lo que produce la pérdida de la
funciéon muscular generando paralisis, deficiencias en el habla y muerte por insuficiencia respiratoria.

La mayoria de los casos de ELA carece de un vinculo genético claro y se denominan esporadicos, pero en el 10 % de
los casos la enfermedad es familiar con herencia dominante. El veinte por ciento de los casos familiares estan
provocados por mutaciones en la enzima superoxido dismutasa 1 (SOD1), habiendo méas de 140 mutaciones distintas
identificadas hasta la fecha'2. Los numerosos esfuerzos que se han realizado por identificar cémo las mutaciones
alteran la funcién de la SOD1 han generado la opinién consensuada de que las mutaciones de SOD1 adquieren una
0 mas toxicidades, cuya naturaleza sigue siendo controvertida®, pero hay pruebas claras de que una proporcién de
SOD1 mutada se pliega incorrectamente y posteriormente forma agregados*®. Los agregados de SOD1 son, de hecho,
una de las caracteristicas histoldgicas de los casos de ELA relacionados con la SOD14.

En los ultimos 20 afos, se han generado muchos modelos animales que expresan formas mutadas de SOD1 humana.
Estos modelos constituyen una recopilacion de los rasgos distintivos de la ELA, con la que se desarrolla la
degeneracion de los axones motores dependiente de la edad y la denervacién muscular, la inflamacién glial y la
posterior pérdida de neuronas motoras que la acompafan. Los experimentos de escisién selectiva de genes han
determinado que la expresién de SOD1 mutada dentro de las propias neuronas motoras contribuye al inicio y la
progresién de la primera fase de la enfermedad®, al igual que la sintesis de mutaciones en las células NG2*7, que son
precursoras de los oligodendrocitos. Sin embargo, la expresion de la proteina SOD1 mutada en la microglia y los
astrocitos impulsa significativamente la rapida progresion de la enfermedad®®, cuyos hallazgos han llevado a la
conclusién de que la fisiopatologia de la ELA no es auténoma a nivel celular®.

Ademas, se ha descubierto que los astrocitos son téxicos para las neuronas motoras en muchos modelos in vitro en
los que se sobreexpresaron formas mutadas de SOD1 humana®''. Un estudio reciente obtuvo astrocitos de la médula
espinal de cadaveres de pacientes con ELA con o sin mutaciones en SOD1. En todos los casos, los astrocitos de los
pacientes con ELA esporadica eran tan téxicos para las neuronas motoras como los astrocitos portadores de
mutaciones genéticas en SOD1'2. Alin méas sorprendentemente, la reduccién de SOD1 en astrocitos obtenidos de
pacientes con ELA tanto esporadica como familiar disminuyé la toxicidad derivada de los astrocitos que es selectiva
para las neuronas motoras, pero no para el GABA. Este notable hallazgo, junto con informes de que se han encontrado
inclusiones de SOD1 plegadas incorrectamente en la médula espinal de pacientes con ELA familiar y de algunos con
ELA esporadica'®'4'%, ha proporcionado pruebas muy sélidas de un papel patégeno de la SOD1 de tipo natural en la
ELA esporédica.

A pesar de los conocimientos que los modelos animales que expresan mutaciones de SOD1 han proporcionado para
comprender los mecanismos implicados en la degeneracién de las neuronas motoras, su utilidad para el desarrollo de
enfoques terapéuticos ha sido cuestionada'®, tampoco se ha demostrado la eficacia de ningin farmaco con un
beneficio para la supervivencia informado en ratones con mutacién SOD1%9A en ensayos clinicos con pacientes de
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ELA esporadica. En todos los casos excepto en uno, se informd que los farmacos probados en seres humanos solo
prolongaron la supervivencia del ratén con SOD 1 mutada cuando se aplicaron de forma presintomatica, y ni siquiera
entonces fueron beneficiosos para la supervivencia, pues Unicamente retrasaron el inicio de la enfermedad sin producir
beneficio alguno en la desaceleracién de la progresion de esta. La Unica excepcion a esto fue el riluzol, que como
ocurre con los seres humanos, solo prolongé moderadamente la supervivencia de los ratones con mutacion SOD1G934
y lo hizo al desacelerar la progresion de la enfermedad'. Reconociendo que el éxito en los ensayos con seres
humanos requerira la desaceleracion de la progresion de la enfermedad, los ratones con SOD1 mutada han predicho
perfectamente el éxito del riluzol y el fracaso de la eficacia de cada uno de los otros farmacos que se probaron en los
ensayos con seres humanos. Lo que falta son tratamientos adicionales que tengan impacto en la progresiéon de la
enfermedad en estos ratones.

Por tanto, el riluzol es el Unico farmaco aprobado en la actualidad por la FDA como tratamiento para la ELA,
proporcionando un beneficio moderado para la supervivencia?'. Para el 20 % de los casos de ELA familiar provocados
por la mutaciéon en SOD1, los intentos de mejorar el tratamiento mediante la reduccién de la sintesis de SOD1 han
sido el foco de multiples enfoques de desarrollo terapéutico. Se probaron oligonucleétidos antisentido y la interferencia
de ARN suministrado en virus (IARN) en modelos de rata®? y de raton?3-2% que desarrollaron una paralisis mortal debido
a la sobreexpresion de SOD1%9A humana. Los oligonuclettidos antisentido infundidos al inicio de la enfermedad
produjeron una reduccién de SOD1 y una desaceleracion moderada de la progresion de la enfermedad®. Se ha
probado clinicamente la infusion directa en el LCR de oligonucleétidos antisentido®®, conduciendo a resultados
alentadores en términos de tolerabilidad y seguridad, pero sin una reduccion significativa en los niveles de SOD1 a las
dosis bajas utilizadas. En cada uno de los estudios viricos previos?3-2%, se logré la atenuacion de SOD1 antes de
iniciarse la enfermedad mediante inyeccion directa en el sistema nervioso o aprovechando el transporte retrogrado
axonal al inyectar un virus por via intramuscular?3?4. Estos estudios condujeron a diversos grados de éxito en la
prolongacién de la supervivencia o la mejora del rendimiento motor, dependiendo del tiempo de tratamiento, asi como
del nivel de atenuacién de SOD1 logrado en la médula espinal. Aunque estos estudios proporcionaron una importante
prueba de principio, los enfoques estaban lejos de traducirse facilmente en estrategias clinicas. En efecto, ha habido
informes controvertidos en torno a estos estudios iniciales de inhibicion de SOD1 mediada por virus?3.24.27-29,

Se han utilizado vectores de dependoparvovirus (AAV, Adeno-Associated Virus) en varios ensayos clinicos recientes
para el tratamiento de trastornos neurolégicos [Kaplitt et al., Lancet 369: 2097-2105 (2007); Marks et al., Lancet Neurol
7:400-408 (2008); Worgall et al., Hum Gene Ther (2008)].

El AAV es un parvovirus de replicacion deficiente, cuyo genoma de ADN monocatenario tiene una longitud de
aproximadamente 4,7 kb, incluidas las repeticiones terminales invertidas (ITR, Inverted Terminal Repeat) de 145
nucleétidos. La secuencia de nucledtidos del genoma de AAV de serotipo 2 (AAV2) se presenta en Srivastava et al.,
J Virol, 45: 555-564 (1983) corregido por Ruffing et al., J Gen Virol, 75: 3385-3392 (1994). Las secuencias activas en
cis que dirigen la replicacion (rep), la encapsidacién/empaquetado del ADN virico y la integracién cromos6mica de la
célula hospedadora estan contenidas en las ITR. Tres promotores de AAV (denominados p5, p19 y p40 por sus
ubicaciones relativas en el mapa) impulsan la expresién de los dos marcos de lectura abiertos internos de AAV que
codifican los genes rep y cap. Los dos promotores rep (p5 y p19), junto con el corte y empalme diferencial del Unico
intron de AAV (en los nucleétidos 2107 y 2227), producen cuatro proteinas rep (rep 78, rep 68, rep 52 y rep 40) del
gen rep. Las proteinas rep poseen multiples propiedades enzimaticas que, en ultima instancia, son las responsables
de replicar el genoma virico. El gen cap se expresa a partir del promotor de p40 y codifica las tres proteinas de la
capside VP1, VP2 y VP3. El corte y empalme alternativo y los sitios de inicio de la traduccion no consenso son
responsables de la produccién de las tres proteinas de la capside relacionadas. Un solo sitio de poliadenilacién de
consenso esta ubicado en la posicién 95 del mapa del genoma de AAV. El ciclo de vida y la genética de los AAV se
revisan en Muzyczka, Current Topics in Microbiology and Immunology, 158: 97-129 (1992).

El AAV posee caracteristicas Unicas que lo hacen atractivo como vector para suministrar ADN extrario a las células,
por ejemplo, en la terapia génica. La infeccién por AAV de células en cultivo no es citopatica, y la infeccién natural de
los seres humanos y otros animales es silenciosa y asintomatica. Por otra parte, el AAV infecta muchas células de
mamiferos, lo que le permite la posibilidad de dirigirse a muchos tejidos diferentes in vivo. Por otra parte, el AAV
transduce células que se dividen lentamente y que no se dividen, y puede persistir esencialmente a lo largo de la vida
de esas células como un episoma nuclear activo transcripcionalmente (elemento extracromosémico). El genoma
provirico del AAV es infeccioso como ADN clonado en plasmidos, lo que hace factible la construcciéon de genomas
recombinantes. Asimismo, dado que las sefiales que dirigen la replicacion de AAV, la encapsidacién y la integracién
del genoma estan contenidas dentro de las ITR del genoma de AAV, parte o la totalidad de los aproximadamente
4,3 kb internos del genoma (que codifican la replicacion y las proteinas estructurales de la céapside, rep-cap) puede
reemplazarse con ADN extrafo, tal como un casete génico que contiene un promotor, un ADN de interés y una senal
de poliadenilacion. Las proteinas rep y cap pueden proporcionarse in trans. Otra caracteristica importante de AAV es
que es un virus sumamente estable y abundante. Soporta facilmente las condiciones utilizadas para inactivar
adenovirus (de 56 °C a 65 °C durante varias horas), haciendo que la conservacion en frio de AAV no sea tan
importante. EI AAV se puede incluso liofilizar. Por dltimo, las células infectadas con AAV no son resistentes a la
superinfeccion.

Existen multiples serotipos de AAV y ofrecen un variado tropismo tisular. Los serotipos conocidos incluyen, por
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ejemplo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV 10, AAV11 y AAVrh74. Los avances en
el suministro de AAV6 y AAV8 han hecho posible la transduccion por estos serotipos de musculo esquelético y cardiaco
después de inyecciones intravenosas o intraperitoneales sistémicas simples. Véase Pacak et al., Circ. Res., 99(4): 3-
9 (1006) y Wang et al., Nature Biotech., 23(3): 321-8 (2005). El uso de AAV para dirigirse a tipos de células dentro del
sistema nervioso central ha implicado una inyeccion intraparenquimatosa quirdrgica. Véase, Kaplitt et al., supra; Marks
et al., supray Worgall et al., supra. Con respecto al uso de AAV para dirigirse a tipos de células dentro del sistema
nervioso, véase la publicacién internacional n.® WO 2010/071832. Las publicaciones internacionales n.2 WO
2009/043936 y WO 2009/013290 establecen que se refieren al suministro de genes al sistema nervioso central. La
publicacion internacional n.2 WO 2011/133890 establece que se refiere a dependoparvovirus recombinantes Utiles
para dirigir transgenes al tejido del sistema nervioso central.

Ding H. et al.: "Selective silencing by RNAi of dominant allele that causes amyotrophic lateral sclerosis", AGING CELL,
BLACKWELL PUBLISHING, Reino Unido, vol. 2, 1 de enero de 2003 (01-01-2003), paginas 209-217 identificaron una
secuencia de ARNip y ARNhc que puede regular a la baja selectivamente la expresion de SOD1 mutada, pero no de
tipo natural.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de métodos y materiales para el tratamiento de la ELA.
Sumario

En un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un dependoparvovirus recombinante como se establece
en las reivindicaciones.

En otro aspecto de la presente invencion también se proporciona el dependoparvovirus recombinante de la presente
invencion para su uso en terapia.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el dependoparvovirus recombinante de la presente invencion
para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una composicion que comprende el
dependoparvovirus recombinante de la presente invencion.

La presente invencidn proporciona productos y su uso para reducir los niveles de proteina SODI mutada en sujetos
que los necesitan. La invencion proporciona el suministro de ARN mediado por AAV que incluyen, pero sin limitacion,
ARN horquillado corto, para reducir la sintesis de mutaciones de SODI humana causantes de ELA en sujetos que lo
necesitan. Los AAV recombinantes (rAAV, recombinant AAV) contemplados por la invencion incluyen, pero sin
limitacién, rAAV9, rAAV2 y rAAVrh74. Las vias de suministro contempladas por la invencién incluyen, pero sin
limitacion, el suministro sistémico y el suministro intratecal. Se indica el uso de los métodos y productos de la invencion,
por ejemplo, en el tratamiento de la ELA.

La referencia a métodos de tratamiento en los parrafos posteriores de la descripcién se interpreta como referencia a
los compuestos, las composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la presente invencién para su uso en un
método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

Descripcion detallada

En un aspecto, la invencion proporciona genomas de rAAV que comprenden una o mas ITR de AAV que flanquean
un polinucleétido que codifica uno o mas ARN (incluidos, pero sin limitacién, ARN horquillados cortos, ARN antisentido
y/o microARN) que se dirigen a polinucleétidos SOD1 mutados. Los ejemplos describen el uso de rAAV ilustrativo que
codifica ARN horquillado corto (ARNhc). En los genomas de rAAV, el polinucleétido codificante de ARNhc esta unido
operativamente al ADN de control de la transcripcion, especificamente, el ADN promotor que es funcional en las células
diana. Proveedores comerciales tales como Ambion Inc. (Austin, TX), Darmacon Inc. (Lafayette, CO), InvivoGen (San
Diego, CA) y Molecular Research Laboratories, LLC (Herndon, VA) genera moléculas de ARN inhibidoras
personalizadas. Adicionalmente, hay kits en el mercado para producir moléculas de ARNip personalizadas, tales como
el kit de construccién de ARNip SILECER™ (Ambion Inc., Austin, TX) o el sistema ARNicp (InvivoGen, San Diego,
CA). En algunas realizaciones, el genoma de rAAV comprende un ADN que codifica un ARNhc dirigido a SOD1 tal
como:

GCATCATCAATTTCGAGCAGAAGGAA (SEQ ID NO: 1),
GAAGCATTAAAGGACTGACTGAA (SEQ ID NO: 2),
CTGACTGAAGGCCTGCATGGATT (SEQ ID NO: 3),

CATGGATTCCATGTTCATGA (SEQ ID NO: 4) ("ARNhc 130" o "ARNhc dirigido a SOD1" en el presente
documento),
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GCATGGATTCCATGTTCATGA (SEQ ID NO: 5),

GGTCTGGCCTATAAAGTAGTC (SEQ ID NO: 6),

GGGCATCATCAATTTCGAGCA (SEQ ID NO: 7),

GCATCATCAATTTCGAGCAGA (SEQ ID NO: 8),

GCCTGCATGGATTCCATGTTC (SEQ ID NO: 9),

GGAGGTCTGGCCTATAAAGTA (SEQ ID NO: 10),

GATTCCATGTTCATGAGTTTG (SEQ ID NO: 11),

GGAGATAATACAGCAGGCTGT (SEQ ID NO: 12),

GCTTTAAAGTACCTGTAGTGA (SEQ ID NO: 13),

GCATTAAAGGACTGACTGAAG (SEQ ID NO: 14),

GCATCATCAATTTCGAGCAGAAGGAA (SEQ ID NO: 1),

GAAGCATTAAAGGACTGACTGAA (SEQ ID NO: 2),

CTGACTGAAGGCCTGCATGGATT (SEQ ID NO: 3),

CATGGATTCCATGTTCATGA (SEQ ID NO: 4),

GCATGGATTCCATGTTCATGA (SEQ ID NO: 5),

GGTCTGGCCTATAAAGTAGTC (SEQ ID NO: 6),

GGGCATCATCAATTTCGAGCA (SEQ ID NO: 7),

GCATCATCAATTTCGAGCAGA (SEQ ID NO: 8),

GCCTGCATGGATTCCATGTTC (SEQ ID NO: 9),

GGAGGTCTGGCCTATAAAGTA (SEQ ID NO: 10),

GATTCCATGTTCATGAGTTTG (SEQ ID NO: 11),

GGAGATAATACAGCAGGCTGT (SEQ ID NO: 12),

GCTTTAAAGTACCTGTAGTGA (SEQ ID NO: 13),

GCATTAAAGGACTGACTGAAG (SEQ ID NO: 14),

TCATCAATTTCGAGCAGAA (SEQ ID NO: 15),

TCGAGCAGAAGGAAAGTAA (SEQ ID NO: 16),

GCCTGCATGGATTCCATGT (SEQ ID NO: 17),

TCACTCTCAGGAGACCATT (SEQ ID NO: 18) o

GCTTTAAAGTACCTGTAGT (SEQ ID NO: 19).
Los genomas de rAAV de la invencién carecen de ADN rep y cap de AAV. El ADN de AAV en los genomas de rAAV
(p- €j., ITR) puede ser de cualquier serotipo de AAV del que se pueda derivar un virus recombinante, incluidos, pero
sin limitacion, serotipos de AAV AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10 y AAV-
11. Las secuencias de nucleotidos de los genomas de los serotipos de AAV son conocidas en la técnica. Por ejemplo,
el genoma completo de AAV-1 se proporciona en el nimero de acceso del GenBank NC_002077; el genoma completo

de AAV-2 se proporciona en el numero de acceso del NC_001401 y Srivastava et al., J. Virol., 45: 555-564 {1983); el
genoma completo de AAV-3 se proporciona en el numero de acceso del GenBank NC_1829; el genoma completo de
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AAV-4 se proporciona en el nimero de acceso del GenBank NC_001829; el genoma de AAV-5 se proporciona en el
nuamero de acceso del GenBank AF085716; el genoma completo de AAV-6 se proporciona el nimero de acceso del
GenBank NC_00 1862; al menos partes de los genomas de AAV-7 y AAV-8 se proporcionan en los nimeros de acceso
del GenBank AX753246 y AX753249, respectivamente; el genoma de AAV-9 se proporciona en Gao et al., J. Virol.,
78:6381-6388 (2004); el genoma de AAV-10 se proporciona en Mol. Ther., 13(1): 67-76 (2006); y el genoma de AAV-
11 se proporciona en Virology, 330(2): 375-383 (2004). El genoma de AAVrh74 se proporciona en la publicacion
internacional n.2 WO 2013/078316.

En otro aspecto, la invencion proporciona plasmidos de ADN que comprenden genomas de rAAV de la invencion. Los
plasmidos de ADN se transfieren a células permisibles para la infeccion con un virus auxiliar de AAV (p. €j., adenovirus,
adenovirus con E1 eliminado o herpesvirus) para ensamblar el genoma de rAAV en particulas viricas infecciosas. Las
técnicas para producir particulas de rAAV, en las que se va a empaquetar un genoma de AAV, los genes rep y cap, y
las funciones de virus auxiliares que se proporcionan a una célula son convencionales en la técnica. La produccién de
rAAV requiere que los siguientes componentes estén presentes dentro de una sola célula (denominada en el presente
documento célula de empaquetamiento): un genoma d rAAV, los genes rep y cap de AAV separados de (es decir, no
en) el genoma de rAAV y las funciones del virus auxiliar. Los genes rep y cap de AAV pueden ser de cualquier serotipo
de AAV del que se pueda derivar un virus recombinante y pueden ser de un serotipo de AAV diferente al de las ITR
del genoma de rAAV, incluidos, pero sin limitacion, serotipos de AAV AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6,
AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10 y AAV-11. La produccion de rAAV pseudotipado se describe en, por ejemplo, WO
01/83692, que se incorpora por referencia en el presente documento en su totalidad. En diversas realizaciones, las
proteinas de la capside de AAV pueden modificarse para potenciar el suministro del vector recombinante. Las
modificaciones de las proteinas de la capside se conocen en general en la técnica. Véase, por ejemplo, los documentos
US 20050053922 y US 20090202490, cuyas divulgaciones se incorporan por referencia en el presente documento en
su totalidad.

Un método para generar una célula de empaquetamiento es crear una estirpe celular que exprese de manera estable
todos los componentes necesarios para la produccion de particulas de AAV. Por ejemplo, un plasmido (o multiples
plasmidos) que comprende un genoma de rAAV que carece de los genes rep y cap de AAV, los genes rep y cap de
AAV separados del genoma de rAAV, y un marcador seleccionable, tal como un gen de resistencia a la neomicina, se
integran en el genoma de una célula. Los genomas de AAV se han introducido en plasmidos bacterianos mediante
procedimientos como la cola de GC (Samulski et al., 1982, Proc. Natl. Acad. S6. EE. UU., 79:2077-2081), adicién de
enlazadores sintéticos que contienen sitios de escision de endonucleasas de restriccion (Laughlin et al., 1983, Gene,
23:65-73) o mediante union directa de extremos romos (Senapathy y Carter, 1984, J. Biol. Chem., 259:4661-4666). A
continuacion, la estirpe celular de empaquetamiento se infecta con un virus auxiliar como el adenovirus. Las ventajas
de este método son que las células son seleccionables y son adecuadas para la produccion a gran escala de rAAV.
Otros ejemplos de métodos adecuados emplean adenovirus o baculovirus en lugar de plasmidos para introducir
genomas de rAAV y/o genes rep y cap en células de empaquetamiento.

Los principios generales de la produccién de rAAV se revisan en, por ejemplo, Carter, 1992, Current Opinions in
Biotechnology, 1533-539; y Muzyczka, 1992, Curr. Topics in Microbial, and Immunol., 158:97-129). Varios enfoques
se describen en Ratschin et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072 (1984); Hermonat et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 81:6466
(1984); Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251 (1985); McLaughlin et al., J. Virol., 62: 1963 (1988); y Lebkowski et al.,
1988 Mol. Cell. Biol., 7:349 (1988). Samulski et al. (1989, J. Virol., 63:3822-3828); patente de EE. UU. n.? 5.173.414;
documento WO 95/13365 y patente de Estados Unidos n.2 5.658.776 correspondiente; documentos WO 95/13392;
WO 96/17947; PCT/US98/18600; WO 97/09441 (PCT/US96/14423); WO 97/08298 (PCT/US96/13872); WO 97/21825
(PCT/US96/20777); WO 97/06243 (PCT/FR96/01064); WO 99/11764; Perrin et al. (1995) Vaccine 13: 1244-1250; Paul
et al. (1993) Human Gene Therapy 4:609-615; Clark et al. (1996) Gene Therapy 3: 1124-1132; patente de EE. UU.
n.25.786.211; patente de EE. UU. n.25.871.982; y la patente de EE. UU. n.?6.258.595. Se contemplan
especificamente los rAAV monocatenarios. Los documentos anteriores se incorporan en el presente documento por
referencia en su totalidad, con especial énfasis en aquellos apartados de los documentos relacionados con la
produccion de rAAV.

Por tanto, la realizacién proporciona células de empaquetamiento que producen rAAV infeccioso. En una realizacion,
las células de empaquetamiento pueden ser células cancerosas transformadas de manera estable tales como células
Hela, 293 células y células PerC.6 (una estirpe 293 afin). En otra realizacion, las células de empaquetamiento son
células que no son células cancerosas transformadas, como las células 293 de pase bajo (células de rifion fetal
humano transformadas con El de adenovirus), células MRC-5 (fibroblastos fetales humanos), células WI-38
(fibroblastos fetales humanos), células Vero (células de rinén de mono) y células FRhL-2 (células de pulmén fetal de
macaco de la India).

En otro aspecto mas, la invencion proporciona rAAV (es decir, particulas infecciosas de rAAV encapsidadas) que
comprenden un genoma de rAAV de la invencion. En algunas realizaciones, el genoma de rAAV es un genoma
autocomplementario. Los genomas del rAAV carecen de ADN de rep y cap del AAV, es decir, no hay ADN de rep o
cap de AAV entre las ITR de los genomas. Las realizaciones incluyen, pero sin limitacion, el rAAV ilustrativo que
incluye un genoma que codifica el ARNhc dirigido a SOD1 denominado "AAV-ARNhc-SOD1". Una secuencia que
incluye el genoma AAV-ARNhc-SOD1 se establece a continuacion como una secuencia invertida de un plasmido
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CLAVES DE CARACTERIZACION Ubicacién/Modificadores

misc_feature 662..767
/gen ="ITR mutada"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1

CDS complemento(901..965)
/gen = "ARNhc dirigido a SOD"
/SECDrawAs = "Gen"
/SECStyleld = 1

misc_feature complemento(966..1064)
/gen ="H1"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1

misc_feature 1224.. 1503
/gen = "potenciador de CMV"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1

misc_feature 510..1779
/gen = "Promotor de B-Actina"
/producto = "Pollo"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1

misc_feature 1845.. 1875
/gen = "SV40_late_19s_int"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1

misc_feature 1845..1941
/gen = "modSV40_late_16s_int"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1

CDS 2015..2734
/gen = "GFP"
/SECDrawAs = "Gen"
/SECStyleld = 1

misc_feature 2783..2929
/gen = "BGHpA"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1

misc_feature 3009..3149

/gen ="ITR"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1
misc_feature 3983..4843
/gen ="amp r"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1
misc_feature 4997..5618
/gen = "origen de pBR322"
/SECDrawAs = "Region"
/SECStyleld = 1



51
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

gcccaatacg
aacgaggaaa
cgcattaagce
cctagegece
ccgtcaaget
cgaccccaaa
ggtttttcge
tggaacaaca
ttcggectat
aatattaacg
ctgattatca
cctgcgeget
tggtcgeeeyg
atctgaattce
gaattgtgag
tttccaaaaa
ggatccgagt
tatggtgatt
acaacgtcgt
ccetttegee
gcgcagcectyg
ccgeccaacy
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tactcgaggc
tgtatttatt
gcgegcecagyg
cggcagcecaa
ggcggcccta
cggcctagag
togtcttttat
ggatgttgcee
aattgtaccc
caccggggtg
cgtgtccggce
caccaccgge
gcagtgcettce
gceccgaagge
ccgegecgag
cgacttcaag

caaaccgcct
gcacgttata
gcggcgggtyg
gctecttteg
ctaaatcggyg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
cttacaattt
accggggtac
cgctecgetcea
gcctcagtga
aattcacgceg
cggataacaa
agcatggatt
gogtctcatac
tcccagaaca
gactgggaaa
agctggegta
tggtacctct
acccccgece
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
cacgttctgce
tattttttaa
Cggggcgggg
tcagagecgge
taaaaagcga
tcgacgagga
ttcaggtcce
tttacttcta
gcggcecgatce
gtgcccatcc
gagggcgagyg
aagctgeccg
agccgctacce
tacgtccagg
gtgaagttcg
gaggacggca
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ctcceccgege
cgtgctcgtce
tggtggttac
ctttectteee
ggctccecttt
agggtgatgg
tggagtccac
tcteggtcecta
atgagctgat
aaatatttge
atatgattga
ctgaggccge
gcgagcgage
tggtacctac
tttcacacag
ccatgttcat
agaacttata
catagcgaca
accctggegt
atagcgaaga
ggtcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacyg
gtacatgacc
ttcactctce
ttattttgtg
cggggcgagy
gcgetcoccgaa
agcgcgecggoe
actgaaaaac
ggatccggtg
ggcctgtacy
caccggtege
tggtcgagct
gcgatgccac
tgccecctggec
ccgaccacat
agcgcaccat

agggcgacac
acatcctggg

gttggccgat
aaagcaacca
gcgecagegtyg
ttcetttete
agggttccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
ttatacaatc
catgctagtt
ccgggcaaaqg
gcgecagagag
actttatgcet
gaaacagcta
gatctcttga
agattcccaa
tgcaaatatyg
tacccaactt
ggcccgcace
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattyg
ttatgggact
ccatctececce
cagcgatggg
ggcggggcgyg
agtttcettt
gggcgggagce
cagaaagtta
gtggtgcaaa
gaagtgttac
caccatggtyg
ggacggcgac
ctacggcaag
caccctecgtg
gaagcagcac
cttcttcaag
cctggtgaac
gcacaagctg

tcattaatgce
tagtacgcgce
accgctacac
gccacgtteg
tttagtgett
gggccatcgce
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
ttcotgtttt
ttacgattac
cccecgggegtce
ggagtggaat
tcecggetegt
tgaccatgat
atcatgaaca
atccaaagac
aattcactgg
aatcgecettyg
gatcgeoecett
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttecctacttg
ccecteecca
g9gcggggggg
ggcgaggcgyg
tatggcgagg
gggatcagcc
actggtaagt
tcaaagaact
ttctgetcta
agcaagggcyg
gtaaacggcc
ctgaccctga
accaccctga
gacttecttca
gacgacggca
cgcatcgagce
gagtacaact

agctgattct
cctgtagcecgg
ttgccagcge
ccggetttece
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttgccgat
attttaacaa
tggggetttt
cgttcatcge
gggcgacctt
tcacgcgtgg
atgttgtgtg
tacgccaage
tggaatccat
atttcacgott
ccgtegtttt
cagcacatcce
cccaacagtt
gcctggetga
agtaacgcca
ccacttggcea
cggtaaatgg
gcagtacatc
cceccaattt
99999999gcC
agaggtgegg
cggcggegge
accgcggtgg
ttagtctttt
gctcctcecagt
aaagctgcyg
aggagcetgtt
acaagttcag
agttcatctg
cctacggegt
agtccgecat
actacaagac
tgaagggcat
acaacagcca



5

24561
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
44471
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761

Los nucle6tidos 901-965 de ARNhc dirigido a SOD comprenden la secuencia horquillada completa, incluidos los brazos
sentido y antisentido, estructura de lazo y tallo y secuencia de terminacion. La secuencia en una orientacién hacia

caacgtctat
ccacaacatce
cggcgacggce
caaagacccc
gatcactctc
tcgactagag
tgcecectece
taaaatgagg
gtggggcagg
tcgatctgag
cactgaggcc
gagcgagega
gtttgctcca
ctaccctcectc
tgactgtctc
catttaaaat
ccgcaaaagt
aggctttatt
gaatcgcctg
gtgcactctc
aacacccgcet
tgtgaccgtce
gagacgaaag

.tcttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggceca
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtggce
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctcecegtatce
acagatcgct
ctcatatata
gatccttttt
gtcagaccce
ctgctgettg
gctaccaact
ccttetagtyg
cctegetetyg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggte
ttatagtcct
aggggggcegg
ttgctggect
tattaccgec
gtcagtgagce

atcatggccg
gaggacggca
ccegtgetge
aacgagaagc
ggcatggacg
ctcgcectgatce
ccgtgecette
aaattgcatc
acagcaaggg
gaacccctag
gggcgaccaa
gcgcgcagag
gactctcagg
cggcatgaat
cggcctttet
atatgagggt
attacagggt
gcttaatttt
atgcggtatt
agtacaatct
gacgcgecct
tccgggaget
ggcctcegtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgeccttce
cagttgggtg
agttttcgcec
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcc
gacaccacga
cttactctag
ccacttctge
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggttte
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgyg
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acaagcagaa
gcgtgeaget
tgceccgacaa
gcgatcacat
agctgtacaa
agcctcgact
cttgaccctg
gcattgtctg
ggaggattgg
tgatggagtt
aggtcgcececeg
agggagtgge
caatgacctg
ttatcagcta
cacccgtttg
tctaaaaatt
cataatgttt
gctaattcett
ttctecocttac
gctectgatge
gacgggcttyg
gcatgtgtca
tacgcctatt
cttttcgggyg
tgtatccgcet
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacy
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtgce
tcggaggace
ttgatcgttg
tgcctgtage
cttceccecggea
gctcecggeect
ctcgeggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccecga
agcgcacgag
gccacctetg
aaaacgccag
tgttctttce
ctgataccgc
aagagce

gaacggcatc
cgecgaccac
ccactacctyg
ggtcctgetg
gtaaagcggc
gtgccttcta
gaaggotgcca
agtaggtgtc
gaagacaata
ggccactcce
acgeccgggce
coceeeceeccee
atagectttg
gaacggttga
aatctttacc
tttatccttyg
ttggtacaac
tgccttgect
gcatctgtge
cgcatagtta
tctgeteccg
gaggttttca
tttataggtt
aaatgtgcgce
catgagacaa
tcaacatttce
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgceccgggceaa
ctcaccagtc
tgccataacce
gaaggagcta
ggaaccggayg
aatggcaaca
acaattaata
tcecggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagegt
caacgcggece
tgcgttatcce
tcgecgecage

adelante (con las secuencias diana contra SOD1 subrayadas) es:

aaggtgaact
taccagcaga
agcacccagt
gagttcgtga
catcaagctt
gttgccagece
ctcecactgt
attctattet
gcaggcatgc
tctcectgegeg
tttgceccecggg
ccecoececygy
tagagacctc
atatcatatt
tacacattac
cgttgaaata
cgatttaget
gtatgattta
ggtatttcac
agccagcccece
gcatccgcett
ccgtcecatcac
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtecgece
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgcgeca
gactggatgg
tggtttattg
ctggggcecag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
cottttttte
gtttgtttgce
gcgcagatac
tctgtagceac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccy

tcaagatccg
acacccccat
ccgecctgag
ccgecogecgg
atcgataccg
atctgttgtt
cctttectaa
gg9g999gtggg
tggggagaga
ctcgcectcecget
cggcecctcecagt
cgattctett
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggcattg
aaggcttctc
ttatgctctg
ttggatgttg
accgcatatg
gacacccgcee
acagacaagc
cgaaacgcge
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcecctt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgccgeat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcce
aacgaaatag
accaagttta
tctagoctgaa
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggyg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatcet
gatgctegte
tecctggeett
tggataaccg
agcgcagcga

STAATTICATATTTGCATGICGCTATGIGTITCTGGGAAATCACCATAAACGTGAAATGTCTTT
GGATTTIGGGAATCTTATAAGTTICIGTATGAGACCACTCGGATCCATGGATTICCATGTICA

TGATTCAAGAGATCATGAACATGGAATCCATGCTTTITTTGGARA 3'(SEQ ID NQO:21)
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El rAAV de la invencién puede purificarse mediante métodos convencionales en la técnica tales como cromatografia
en columna o gradientes de cloruro de cesio. Los métodos para purificar vectores de rAAV de virus auxiliares son
conocidos en la técnica e incluyen métodos descritos en, por ejemplo, Clark et al., Hum. Gene Ther., 10(6): 1031-1039
(1999); Schenpp y Clark, Methods Mol. Med., 69: 427-443 (2002); la patente estadounidense n.? 6.566.118 y el
documento WO 98/09657.

En otro aspecto, la invencion contempla composiciones que comprenden el rAAV de la presente invencion. Las
composiciones de la invencién comprenden rAAV en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
también pueden comprender otros ingredientes tales como diluyentes y adyuvantes. Los vehiculos, diluyentes y
adyuvantes aceptables no son toxicos para los receptores y preferentemente son inertes a las dosis y las
concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato u otros acidos organicos; antioxidantes
tales como acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular; proteinas, tales como seroalbimina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono incluyendo glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucar, tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos, tales como Tween, pluronics o polietilenglicol (PEG).

Los titulos de rAAV que se van a administrar en los métodos de la invencién variaran dependiendo, por ejemplo, del
rAAV en particular, del modo de administracién, del objetivo del tratamiento, del individuo y de los tipos de células a
los que se dirigen, y pueden determinarse mediante métodos convencionales en la técnica. Los titulos de rAAV pueden
variar de aproximadamente aproximadamente 1 x 102, aproximadamente 1 x 103, aproximadamente 1 x 10%
aproximadamente 1 x 10%, aproximadamente 1 x 108, aproximadamente 1 x 107, aproximadamente 1 x 108,
aproximadamente 1 x 10°, aproximadamente 1 x 10'°, aproximadamente 1 x 10'", aproximadamente 1 x 102, de
aproximadamente 1 x 10'® a aproximadamente 1 x 104, o mas particulas resistentes a la desoxirribonucleasa (PRD)
por ml. Las dosis también se pueden expresar en unidades de genomas viricos (gv). Las dosis también pueden variar
segun el momento de la administracién a un ser humano. Estas dosis de rAAV pueden variar de aproximadamente 1
x 10%, aproximadamente 1 x 10°, aproximadamente 1 x 108, aproximadamente 1 x 107, aproximadamente 1 x 108,
aproximadamente 1 x 10° aproximadamente 1 x 10'°, aproximadamente 1 x 10!, aproximadamente 1 x 102,
aproximadamente 1 x 103, aproximadamente 1 x 10'4, aproximadamente 1 x 105, aproximadamente 1 x 10'® 0 mas
genomas viricos por kilogramo de peso corporal en un adulto. Para un neonato, las dosis de rAAV pueden variar de
aproximadamente aproximadamente 1 x 10%, aproximadamente 3 x 104, aproximadamente 1 x 105, aproximadamente
3 x 105, aproximadamente 1 x 108, aproximadamente 3 x 108, aproximadamente 1 x 107, aproximadamente 3 x 107,
aproximadamente 1 x 108, aproximadamente 3 x 108, aproximadamente 1 x 10°% aproximadamente 3 x 10°
aproximadamente 1 x 10'°, aproximadamente 3 x 10'0, aproximadamente 1 x 10", aproximadamente 3 x 10'",
aproximadamente 1 x 10'2, aproximadamente 3 x 10'2, aproximadamente 1 x 10'%, aproximadamente 3 x 103,
aproximadamente 1 x 10", aproximadamente 3 x 104, aproximadamente 1 x 10'5, aproximadamente 3 x 10,
aproximadamente 1 x 1078, aproximadamente 3 x 10'® 0 mas genomas viricos por kilogramo de peso corporal.

En otro aspecto, la invencion contempla composiciones que comprenden el rAAV de la presente invencion. Las
composiciones de la invencién comprenden rAAV en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones
también pueden comprender otros ingredientes tales como diluyentes y adyuvantes. Los vehiculos, diluyentes y
adyuvantes aceptables no son toxicos para los receptores y preferentemente son inertes a las dosis y las
concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato u otros acidos organicos; antioxidantes
tales como acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular; proteinas, tales como seroalbimina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono incluyendo glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azlcar, tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos, tales como Tween, pluronics o polietilenglicol (PEG).

En otro aspecto mas, la invencion proporciona métodos para transducir una célula diana con un rAAV de la invencion,
in vivo o in vitro. Los métodos in vivo comprenden la etapa de administrar una dosis eficaz o varias dosis eficaces, de
una composicion que comprende un rAAV de la invencién a un sujeto, un sujeto (incluido un ser humano), que lo
necesite. Si la dosis se administra antes del inicio/desarrollo de un trastorno/enfermedad, la administracion es
profilactica. Si la dosis se administra después del inicio/desarrollo de un trastorno/enfermedad, la administraciéon es
terapéutica. En realizaciones de la invencién, una dosis eficaz es una dosis que alivia (elimina o reduce) al menos un
sintoma asociado con el trastorno/cuadro clinico que se esta tratando, que retarda o previene la progresion a un
trastorno/cuadro clinico, que retarda o previene la progresion de un trastorno/cuadro clinico, que disminuye la
extensién de la enfermedad, que produce la remisién (parcial o total) de la enfermedad y/o que prolonga la
supervivencia. Un ejemplo de una enfermedad contemplada para el tratamiento con métodos de la invencién es la
ELA. El "tratamiento" de acuerdo con la invencién, por tanto, alivia (elimina o reduce) al menos un sintoma asociado
con el trastorno/cuadro clinico que se esta tratando (por ejemplo, la pérdida de peso se elimina o se reduce en al
menos un 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 100 % o mas), que retarda o previene la progresién hacia (la
aparicién/desarrollo) de un trastorno/cuadro clinico, que retarda o previene la progresion de un trastorno/cuadro clinico,
que disminuye la extension de la enfermedad, que produce la remision (parcial o total) de la enfermedad y/o que
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prolonga la supervivencia. En algunas realizaciones, la supervivencia se prolonga en al menos un 12 %, 13 %, 14 %,
15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 100 % o mas.

Las terapias combinadas también estan contempladas por la invencién. La combinacién, como se usa en el presente
documento, incluye tanto el tratamiento simultdneo como los tratamientos secuenciales. Se contemplan
especificamente combinaciones de métodos de la invencién con tratamientos médicos convencionales (p. €j., riluzol),
al igual que las combinaciones con terapias novedosas.

La administracion de una dosis eficaz de las composiciones puede realizarse por vias convencionales en la técnica
que incluyen, pero sin limitacion, intramuscular sistémica, parenteral, intravenosa, oral, bucal, nasal, pulmonar,
intracraneal, intratecal, intradsea, intraocular, rectal o vaginal. La(s) via(s) de administracion y el (los) serotipo(s) de
los componentes AAV del rAAV (en particular, las ITR de AAV y la proteina de la capside) de la invencion pueden ser
elegidos y/o combinados por los expertos en la técnica teniendo en cuenta la infeccion y/o el cuadro clinico que se
esta tratando y las células/tejido(s) diana que van a expresar los ARNhc dirigidos a SOD1. En algunas realizaciones,
la via de administracion es sistémica. En algunas realizaciones la via de administracion es intratecal. En algunas
realizaciones la via de administracién es introcerebroventricular. En algunas realizaciones la via de administracion es
por la cisterna magna. En algunas realizaciones la via de administracién es por puncién lumbar.

La transduccion de células con rAAV de la invencion produce una expresion sostenida de ARNhc dirigidos a SOD1.
En otro aspecto, por lo tanto, la presente invencion proporciona métodos para administrar/suministrar rAAV que
expresan ARNhc dirigidos a SOD1 a un sujeto, preferentemente un ser humano. El término "transduccién” se usa para
referirse a la administracion/el suministro de ARNhc dirigidos a SOD1 a una célula receptora in vivo o in vitro, a través
de un rAAV de replicacién deficiente de la invencion que produce la expresion de un ARNhc dirigido a SOD1 por parte
de la célula receptora.

Por tanto, la invencion proporciona métodos para administrar una dosis eficaz (o dosis, administradas esencialmente
de manera simultanea o dosis administradas a intervalos) de rAAV que codifican ARNhc dirigidos a SOD1 a un sujeto
que lo necesita.

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para suministrar un polinucleétido que codifica un ARNhc de la
invencion a través de la BHE que comprende administrar sistematicamente un rAAV con un genoma que incluye el
polinucleétido a un sujeto. En algunas realizaciones, el genoma de rAAV es un genoma autocomplementario. En otras
realizaciones, el genoma de rAAV es un genoma monocatenario. En algunas realizaciones, el rAAV es un rAAV9. En
algunas realizaciones, el rAAV es un rAAV2. En algunas realizaciones, el rAAV es un rAAVrh74.

En algunas realizaciones, los métodos suministran sistematicamente polinucle6tidos a través de la BHE al sistema
nervioso central y/o periférico. Por consiguiente, se proporciona un método para suministrar un polinucleétido al
sistema nervioso central que comprende administrar sistémicamente un rAAV con un genoma autocomplementario
que incluye el genoma a un sujeto. En algunas realizaciones, el polinucleétido se suministra al cerebro. En algunas
realizaciones, el polinucleétido se suministra a la médula espinal. También se proporciona un método para suministrar
un polinucleétido al sistema nervioso periférico que comprende la administracion sistémica de un rAAV con un genoma
autocomplementario que incluye el polinucleétido a un sujeto. En algunas realizaciones, el polinucleétido se suministra
a una neurona motora inferior. En algunas realizaciones, el genoma de rAAV es un genoma autocomplementario. En
otras realizaciones, el genoma de rAAV es un genoma monocatenario. En algunas realizaciones, el rAAV es un rAAV9.
En algunas realizaciones, el rAAV es un rAAV2. En algunas realizaciones, el rAAV es un rAAVrh74.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos para suministrar un polinucleétido al sistema nervioso central de
un sujeto que lo necesite, que comprenden el suministro intratecal de rAAV con un genoma que incluye el
polinucleétido. En algunas realizaciones, el genoma de rAAV es un genoma autocomplementario. En otras
realizaciones, el genoma de rAAV es un genoma monocatenario. En algunas realizaciones, el rAAV es un rAAV9. En
algunas realizaciones, el rAAV es un rAAV2. En algunas realizaciones, el rAAV es un rAAVrh74. En algunas
realizaciones, también se administra al sujeto un agente de contraste no i6nico de baja osmolaridad, por ejemplo,
iobitridol, iohexol, iomeprol, iopamidol, iopentol, iopromida, ioversol o ioxilano.

Las realizaciones de la invencion emplean rAAV para suministrar polinucleétidos a células nerviosas, células gliales y
células endoteliales. En algunas realizaciones, la célula nerviosa es una neurona motora inferior y/o una neurona
motora superior. En algunas realizaciones, la célula glial es una célula microglial, un oligodendrocito y/o un astrocito.
En otros aspectos, el rAAV se usa para suministrar un polinucleétido a una célula de Schwann.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1. Patrén de transduccion de AAV9 y persistencia en ratones con SOD1%%A, Se inyectd AAV9-GFP-CB en
ratones con SOD1%934 por via intravenosa en P1, P21 y se sacrificaron 21 dias después de la inyeccion (n = 3 por

punto de tiempo). Se examinaron las médulas espinales para determinar la expresion de GFP, ChAT (marcador
de neurona motora) y GFAP (marcador de astrocito). La inyeccion en la vena temporal de AAV9-GFP-CB en P1
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produjo una transduccion eficaz de neuronas motoras y la neuroglia en ratones con SOD169A (g, f, k, p). La
inyeccion en la vena de la cola en P21 (b, g, I, ) se centr6 predominantemente en astrocitos con pocas neuronas
motoras con expresion de GFP. Para probar la persistencia de las células transducidas, se inyect6 AAV9-GFP-CB
por via intravenosa en P1 y P21 en animales con SOD1%93 que fueron sacrificados en la fase terminal (~P130).
El andlisis de inmunofluorescencia del cuerno ventral lumbar (c, d, h, i, m, n, r, s) demostré que la expresion de
GFP se mantuvo en los astrocitos durante todo el curso de la enfermedad. Para determinar si la inflamacion y el
dano mediados por SOD1 afectarian a la transduccién de AAV9, se inyectaron por via intravenosa ratones con
SOD16G9%3%4 en P85 y se recogieron las médulas espinales en la fase terminal. No se observaron diferencias en el
patron de transduccion de los ratones con SOD16%A tratados en P21 o P85. Los recuadros de (r-t) muestran la
localizacién conjunta entre la sefial GFP y GFAP, (u) Cuantificacion de células transducidas en médula espinal con
ELA (para cada grupo, se analizaron tejidos de 3 animales). Las columnas de GFP y ChAT muestran el nimero
de células contadas. Barras = 100 um. VAA, dependoparvovirus; P1, dia posnatal 1; P21, dia posnatal 21; P85,
dia posnatal 85; GFP, proteina fluorescente verde; ChAT, colina acetiliransferasa; GFAP, proteina acida fibrilar
glial.

Figura 2. Las construcciones de ARNhc muestran una reduccion eficaz de la proteina SOD1 humana in vitro e in
vivo. (a) Alineaciones de secuencias entre SOD1 humana y de raton para las regiones diana de las 4
construcciones de ARNhc diferentes probadas. (b) las secuencias de ARNhc se clonaron en una construccion de
expresion de H1 y se transfectaron transitoriamente en células 293. Los lisados se recogieron 72 horas después
de la transfeccién y se analizaron mediante transferencia Western. (c) La cuantificacién de la inhibicion in vitro de
SOD1 humana de tres transfecciones transitorias separadas mostré una reduccién de > 50 % en SOD1. (d) Se
empaqueté ARNhc 130 en AAV9 y se inyect6 en ratones con SOD1%%%A en P1 o P21. Se recogieron médulas
espinales (n = 3 por punto de tiempo)tres semanas después de la inyeccién y se analizaron mediante transferencia
Western para determinar los niveles de proteina SOD1 humana. (e) Cuantificacion de la inhibicion in vivo de SOD1
humana dentro de la médula espinal de ratones con ELA. Las médulas espinales inyectadas en P1y P21 mostraron
reducciones del 60 % y 45 % en la proteina SOD1 mutada, respectivamente. SOD1h, superéxido dismutasa
humana 1; mSOD1, superéxido dismutasa 1 de raton; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Figura 3. El suministro intravenoso de AAV9-ARNhc-SOD1 mejora la supervivencia y el rendimiento motor en
ratones con SOD1%%A, Los ratones con SOD1%%A recibieron una sola inyeccion intravenosa de AAV9-SODI-
ARNhc en P1 (n = 6, verde), P21 (n = 9, rojo) 0 P85 (n = 5, azul). Los ratones tratados se controlaron hasta la fase
terminal y se compararon con los ratones con SOD18%A de control no inyectados (n = 15, gris). (a, ¢) La inyeccion
de AAV9-ARNhc-SOD1 en ratones con SOD1G%A P1 retrasé significativamente la mediana de la aparicién de la
enfermedad 39,5 dias en comparacion con los animales de control (no inyectados, 103 dias; P1, 142,5 d; p < 0,05).
La inyeccidn en animales con ELA en P21 (rojo) o P85 (azul) no tuvo efecto sobre la aparicion de la enfermedad
(P21, 110d; P85, 105d). Sin embargo, AAV9-ARNhc-SOD1 administrada en P1, P21 o P85 aumentd
significativamente la mediana de la supervivencia (b, €) (no inyectado, 132 d; P1, 183,5d P21, 171 d; P85, 162 d;
todas las comparaciones con el control p < 0,001). El grupo de P21 tuvo una ampliacion significativa en la mediana
de la duracion de la enfermedad (d), lo que indica una ralentizacién de la enfermedad (no inyectado, 29,5 d; P1,
41 d; P21, 49 d; P85, 40 d; prueba del orden con signo de Wilcoxon, p = 0,06, 0,01 y 0,12, respectivamente). (f-h)
Los animales tratados en P1 y P21 mantuvieron sus pesos, tuvieron una mejor fuerza de agarre de las
extremidades traseras y un mejor rendimiento en la prueba del cilindro giratorio en comparacion con los controles
de la misma edad, lo que indic6 que los animales tratados conservaron el tono muscular y la funcién motora durante
el periodo ampliado de supervivencia. Las lineas entre barras en (c-e) indican diferencias estadisticamente
significativas. *p < 0,05. P1, dia posnatal 1; P21, dia posnatal 21; P85, dia postnatal 85.

Figura 4. La inyeccién intravenosa de AAV9-ARNhc-SOD1 reduce la proteina mutada en la médula espinal de
ratones con SOD1G93A, (a-d) Imagenes de cortes de la médula espinal lumbar de ratdén no inyectado (a), inyectado
en P1 (b), Se capturaron ratones inyectados en P21 (c) y P85 (d) con configuraciones de microscopio idénticas
para mostrar cualitativamente los niveles de SOD1 en la fase terminal. Los niveles de SOD1 son inversamente
proporcionales a la supervivencia. (e-t) EI comarcaje con GFP, ChAT y SOD1 muestra que las neuronas motoras
transducidas por AAV9 habian reducido la expresién de SOD1 (flechas) mientras que las células que carecian de
GFP mantuvieron altos niveles de proteina mutada (puntas de flecha). Como se describe en la Figura 1u, se
observo una mayor transduccién de NM y la correspondiente reduccién de SOD1 en ratones inyectados en P1 (i-
I) en comparacién con ratones inyectados en P21 (m-p) y ratones inyectados en P85 (g-t). Barra = 100 um. P1, dia
posnatal 1; P21, dia posnatal 21; P85, dia posnatal 85; SOD1, superdxido dismutasa 1; GFP, proteina fluorescente
verde; ChAT, colina acetiltransferasa.

Figura 5. AAV9-ARNhc-SOD1 mejora la supervivencia y el rendimiento motor en ratones con SOD1G%7R tratados
tras iniciarse la enfermedad. (a) No hubo diferencia en la mediana del inicio de la enfermedad entre los ratones
tratados con AAV9-ARNhc-SOD1 y con el control. (edad promedio en el momento del tratamiento = 215 dias frente
a la mediana del inicio de 194 dias del control y 197 dias de tratamiento; prueba del orden logaritmico, p = 0,46).
(b,f) La mediana de la supervivencia de los ratones con SOD1%37R tratados con AAV9-ARNch-SOD1 (n = 25) se
amplié significativamente con respecto a los ratones de control (n = 21). (control, n = 21, 392 d; ARNhc dirigido a
SOD1, n = 25, 478,5 d; Prueba del orden logaritmico, p < 0,0001) (c-e) La primera fase de la enfermedad se
ralentiz6 significativamente en 73 dias en los ratones tratados en comparacién con los ratones de control (control,
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89 d; ARNhc dirigido a SOD1, 162 d; p < 0,0001 prueba del orden con signo de Wilcoxon) mientras que la fase
tardia de la enfermedad mostré una ralentizacién no significativa (control, 63d; ARNhc dirigido a SOD1, 81 d; p =
0,14, prueba del orden con signo de Wilcoxon). En conjunto, esto equivalié a un aumento de 66 dias en la mediana
de la duracion de la enfermedad (control, 173 d; ARNhc dirigido a SOD1, 239 d; p < 0,0001, prueba del orden con
signo de Wilcoxon). (g) Apareci6 una tendencia a mejorar la fuerza de agarre de las extremidades traseras en
ratones tratados con AAV9-ARNhc-SOD1 en comparacién con los ratones de control.

Figura 6. La inyeccién intravenosa de AAV9 en ratones adultos con SOD1G37R ge dirige a los astrocitos y las
neuronas motoras dentro de la médula espinal. (a-h) El analisis de inmunofluorescencia revel6 la transduccién
neuronal y glial en ratones tratados con AAV9-GFP-CB (a-d) y AAV9-ARNhc-SOD1 (e-h). (i-p) Los niveles de SOD1
humana parecian reducidos en ratones tratados con AAV9-ARNhc-SOD1 (0) en comparacion con ratones tratados
con AAV9-GFP (k). Barra = 100 um. GFP, proteina fluorescente verde; ChAT, colina acetiltransferasa; GFAP,
proteina &cida fibrilar glial; SOD1, superéxido dismutasa 1.

Figura 7. La infusion intratecal de AAV9-ARNhc-SOD1 en primates no humanos conduce a una reduccion eficaz
de los niveles de SOD1. (a) Un mielograma poco después de la infusion intratecal de AAV9-ARNhc-SOD1
mezclado con contraste muestra la administraciéon adecuada en el espacio subaracnoideo de un macaco
cangrejero. Las flechas muestran la difusion del medio de contraste a lo largo de toda la médula espinal. (b) Se
recogieron cortes de la médula espinal lumbar de monos tratados (n = 3) dos semanas después de la inyeccion y
se tifieron para determinar la GFP mediante tincion con DAB. Los cortes tuvieron una expresion generalizada de
GFP en toda la materia gris y blanca, (c-e) El analisis de inmunofluorescencia de los cortes de la médula espinal
lumbar mostré una expresién potente de GFP (c) dentro de las células con expresién de ChAT (d), lo que indica la
transduccion de neuronas motoras (e, fusion). (f) El andlisis de transferencia Western de las médulas espinales
lumbares mostré una reduccion significativa en los niveles de SOD1 en animales inyectados con AAV9-ARNhc-
SOD1 en comparacion con los controles. (g) La cuantificacion in vivo de la atenuacién de SOD1 en el
homogeneizado de médula espinal lumbar de mono (n = 3) mostrd una reduccién del 87 % en los animales que
recibieron AAV9-ARNhc-SOD1 en comparacién con los controles no inyectados. (h) Se utilizé microdiseccién de
captura con laser para recoger neuronas motoras o neuropilos circundantes de cortes lumbares de mono
inyectados y de control. Las células recogidas se analizaron para determinar los niveles de SOD1 mediante qRT-
PCR. Las neuronas motoras recogidas de animales tratados con AAV9-ARNhc-SOD1 (n=3) tuvieron una reduccion
del 95 + 3 % en el ARN dirigido a SOD1. Las no neuronas tuvieron una reduccion del 66 + 9 % en el ARN dirigido
a SOD1 en animales tratados con AAV9-ARNhc-SOD1. Barras de escala: b = 100 um; e = 50 um. SOD1:
Superdéxido dismutasa 1.

Figura 8. La infusion intratecal lumbar de AAV9-ARNhc-SOD1 conduce a una transduccién eficaz de neuronas
motoras y células no neuronales en la médula cervical, toracica y lumbar, que produce una reduccién de SOD1.
(a-c) El analisis de inmunofluorescencia de los tres segmentos de la médula espinal; cervical (a), toracica (b) y
lumbar (c), mostré una expresion potente de GFP (verde) dentro de las células con expresion de Chat (rojas), lo
que indica la transduccién de neuronas motoras. (d) Las cifras de células con expresion de GFP+/Chat* muestran
un gradiente caudal a rostral de transduccién de neuronas motoras que varia del 85 % de las células transducidas
en la regiéon lumbar a méas del 50 % en la regién cervical. (e) niveles de ARNm dirigido a SOD1 en homogeneizados
de cortes de médula cervical, toracica y lumbar analizados mediante qRT-PCR muestran una reduccién
significativa en la transcripcion de SOD1, que coincide con la transduccion de neuronas motoras. Los niveles de
SOD1 se normalizaron con respecto a B-actina y los animales inyectados con AAV9-ARNhc-SOD1 se compararon
con un control inyectado con AAV9-GFP-CB. Barras de escala: (a-c) = 50 pym; Barras de error: (d-e) = DT.

Figura 9. Disefio de una construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1. (a) La construccion original de AAV que
codifica ARNhc dirigido a SOD1 contiene una secuencia de ARNhc contra SOD1 humana bajo el promotor de H1
seguido del casete de expresion para GFP que incluye el potenciador de CMV, promotor de CBA, intrén SV40
modificado y secuencia transgénica de GFP seguida del terminador PolyA de bGH. El casete de expresion de
ARNhc dirigido a SOD1 y el casete de expresién de GFP estan flanqueados por ITR de AAV2 que garantizan el
empaquetamiento de la secuencia flanqueada completa en la capside de AAV9. (b) En la construccion clinica de
ARNhc dirigido a SOD1, el casete de expresion de GFP se reemplaza por un elemento de relleno que contiene
secuencias no codificantes en tandem de vacunas de ADN aprobadas por la FDA. ITR: Inverted Terminal Repeats,
repeticiones terminales invertidas; ARNhc, ARN horquillado corto; SOD1, superéxido dismutasa 1; CMV,
potenciador del citomegalovirus; CBA, promotor de B-actina de pollo; GFP, proteina fluorescente verde; pA de
bGH, terminador polyA de la hormona del crecimiento bovino.

Figura 10. Esquema de la construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1. Se colocan diferentes sitios de restriccion
en la construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1 que permiten la clonacién de multiples casetes de expresién
de ARNhc mientras se mantiene la distancia total entre las dos ITR.

Figura 11. La transfeccién in vitro de la construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1 reduce de manera eficaz la
proteina SOD1 humana en las células HEK293. Campos microscopicos representativos que muestran imagenes
de campo claro de control no transfectado (a), AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 transfectado (b) y células
HEK 293 transfectadas con vector lanzadera pJet de ARNhc dirigido a SOD1 (c,d), 72 horas después de la
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transfeccion. Las imagenes de fluorescencia correspondientes revelan la falta de fluorescencia de GFP de las
células HEK 293 transfectadas con pJet de ARNhc dirigido a SOD1 (g, h) en comparacion con las células
transfectadas con AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 (f). (i) El andlisis de transferencia Western de los
lisados celulares confirma la atenuacion eficaz de la proteina SOD1 humana en células transfectadas con pJet de
ARNhc dirigido a SOD1 en comparacion con las células de control no transfectadas. El analisis de
inmunotransferencia también confirma la eliminacién del transgén GFP de la construccién de pJet de ARNhc
dirigido a SOD1. (j) Cuantificacion de la regulacion a la baja in vitro de SOD1 por pJet de ARNhc dirigido a SOD1.
pJet de ARNhc dirigido a SOD1 reduce los niveles de proteina de SOD1 humana en casi un 50 % en células
HEK293 en comparacién con el control. Esta reduccién es similar a la lograda con la construccion de AAV que
codifica ARNhc dirigido a SOD1.

Figura 12. Esquema de la estrategia de clonacion para el vector clinico de AAV que codifica ARNhc dirigido a
SOD1. La construccién clinica de ARNhc dirigido a SOD1 se clon6 en el vector AAV-MCS-CB usando sitios
Kpn1/SPh1. La digestién doble con Kpn1/SPh1 del plasmido AAV-MCS-CB produce la liberacion del casete de
expresion del transgén completo de este vector, que se reemplaza adicionalmente con la construccién clinica de
ARNhc dirigido a SOD1 portadora del casete de expresion de ARNhc dirigido a SOD1 y la secuencia de relleno.

Figura 13. La construccién clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 reduce de manera eficaz los niveles
de SOD1 humana in vitro. Las células HEK293 se transfectaron con el plasmido clinico de AAV que codifica ARNhc
dirigido a SOD1 mediante el método de fosfato de calcio. Campos microscopicos representativos que muestran
imagenes de campo claro de control no transfectado, células transfectadas con AAV que codifica ARNhc dirigido
a SOD1 y construccion clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 respectivamente, 72 horas después
de la transfeccién (a-c). La eliminacion exitosa de GFP de la construccién clinica de AAV que codifica ARNhc
dirigido a SOD1 se confirm6 por la falta de expresion de GFP en células transfectadas con la construccién clinica
de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 (f, g). (g) Andlisis de transferencia Western de lisados celulares,
recogidos 72 horas después de la transfeccion confirmaron una regulacion a la baja eficaz de SOD1 en células
transfectadas con la construccion clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 en comparacién con el
control. Se us6 AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 como control positivo. (h) Cuantificacién de la atenuacién
in vitro de SOD1 por la construccion clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1.

Figura S1. La administracion de AAV9-ARNhc-SOD1 se tolera bien en ratones TN. Se inyectaron animales TN
hembras y machos con AAV9-ARNhc-SOD1 en P1 o P21 y se controlaron hasta los 6 meses de vida. (a,b) Los
ratones tratados tanto machos como hembras mostraron un aumento constante en la masa corporal en
comparacioén con los animales de control. (c, d) El rendimiento segun la prueba del cilindro giratorio y (e,f) la fuerza
de agarre de las extremidades traseras no se vieron afectados por el tratamiento en P1 o P21 en ambos grupos
en comparaciéon con los controles respectivos. n = 5 por grupo. TN, Tipo Natural; P1, dia posnatal 1; P21, dia
postnatal 21.

Figura S2. Hematologia y quimica sérica de animales TN tratados con AAV9-ARNhc-SODI. (a-m) Se extrajo sangre
de animales TN tratados en P1 (verde) o P21 (rojo) y de control (gris) a los 150 dias de vida para estudios de
hematologia. No se observaron diferencias significativas entre los animales tratados y los de control, (n-w) Las
muestras de suero recogidas a los 180 dias de vida de los mismos ratones no mostraron diferencias significativas
en el perfil quimico del suero. Media + ETM. n = 5 por grupo. P1, dia posnatal 1; P21, dia postnatal 21.

Figura S3. El tratamiento con AAV9-ARNhc-SODI en ratones con SOD1%93A reduce la astrogliosis. Se recogieron
cortes de la fase terminal del control y de los animales tratados con AAV9-ARNhc-SOD1 y se tifieron para detectar
GFAP, un marcador de activaciéon de astrocitos. Los ratones inyectados en P1 (b) y P85 (d) mostraron niveles
reducidos de astrogliosis en comparacion con los ratones de control (a), mientras que los ratones inyectados en
P21 (c) mostraron la reduccién maxima. Esto coincidié con el porcentaje de transduccion de astrocitos logrado en
estos ratones (Figura 1u). Sin embargo, no se observd ningun efecto sobre la reactividad de la microglia (e-h).
Barra = 100 um. P1, dia posnatal 1; P21, dia posnatal 21; P85, dia postnatal 85.

Figura S4. La inyeccion intravenosa de AAV9-ARNhc-SOD1 reduce de manera eficaz los niveles de proteina SOD1
mutada en las médulas espinales de los ratones con SOD1%37R, (a) Una vez iniciada la enfermedad, se inyecto
AAV9-GFP-CB o AAV9-ARNhc-SOD1 en ratones con SOD1S37R y se extrajeron las médulas espinales en la fase
terminal y se analizaron mediante transferencia Western para determinar los niveles de proteina SOD1 humana.
(b) La cuantificacion de a) muestra la inhibicion de SOD1 humana dentro de la médula espinal de ratones con
SOD1G37R (n = 4 por grupo). SOD1h, superdxido dismutasa humana 1; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa.

Figura S5. EI ARNhc 130 reduce eficazmente los niveles de SOD1 de mono in vitro. (a) Alineacién de secuencias
de laregion a la que se dirige el ARNhc 130 dirigido a SOD1 y una Unica falta de coincidencia con la secuencia de
mono. La secuencia del mono corresponde a la secuencia de SOD1 del macaco de la India (NM 001032804.1),
macaco cangrejero (secuenciado internamente) y mono verde africano. (b) El casete de expresién de ARNhc 130
se clond en un vector lentivirico y se usé para infectar células Cos-7. Los lisados se analizaron 72 horas después
de la infeccion mediante qRT PCR para determinar la SOD1. ARNhc 130 redujo los niveles de transcripcion de
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SOD1 en un 75 % en células Cos-7.
Ejemplos

La presente invencién se ilustra mediante los siguientes ejemplos. Si bien la presente invencién se ha descrito en
términos de varias realizaciones y ejemplos, se entiende que, a los expertos en la materia, se les ocurriran variaciones
y mejoras. Por lo tanto, solo deben imponerse a la invencion las limitaciones que figuran en las reivindicaciones.

Ejemplo 1

Patron de transduccion de AAV9 y persistencia en ratones con SOD1G%A

Primero se evalud la eficacia de la transduccién de AAV9 en un modelo de ratdn con SOD1%93A que desarrolla una
enfermedad de paralisis mortal. Se obtuvieron ratones con SOD1%%4 de alta reproduccion de Jackson Laboratories
(Bar Harbor, ME) y se criaron en el laboratorio de Kaspar. Los animales fueron genotipados antes del tratamiento para
obtener ratones que expresaran SOD1%%A y sus comparieros de camada de tipo natural. Solo se incluyeron ratones
hembra en los experimentos de SOD1G%A, A los animales se les inyect6 por via intravenosa el dia 1 o el dia 21
posnatal (que se denominaran P1 y P21, respectivamente) con AAV9 autocomplementario que expresaba GFP del
potenciador de CMV/promotor de B-actina (CB) (AAV9-GFP-CB) (n = 3 por grupo). Tres semanas después de la
inyeccion, se sacrificaron los animales y se examinaron las médulas espinales para determinar la expresién de GFP
(Figs. 1a-u).

Todos los procedimientos con animales descritos en el presente documento se realizaron de acuerdo con las
directrices del NIH y fueron aprobados por el Instituto de Investigacion del Hospital Infantil Nacional de EE. UU.
(Columbus, OH), Comités institucionales de cuidado y uso de animales de la Universidad de California (San Diego,
CA) o la Fundacién Mannheimer (Homestead, FL).

La eficiencia de transduccion fue alta en astrocitos SOD1%%A con GFP expresada en 34 + 2% y 54 * 3 %,
respectivamente, de astrocitos de materia gris espinal inyectados EN P1 y P21 (definidos por inmunorreactividad para
GFAP). Esta eficiencia fue similar a nuestro informe anterior de 64 + 1 % en animales de tipo natural inyectados en
P21'8, Las neuronas motoras fueron un tipo de célula destacado transducido en todos los niveles de la médula espinal
de animales con SOD1G%A inyectados en P1 (62 + 1 %), en comparacién con un direccionamiento significativamente
menor a las neuronas motoras en animales inyectados en P21 (8 + 1 %).

Aunque anteriormente los presentes inventores han informado que los astrocitos transducidos en las médulas
espinales de tipo natural persisten con la acumulacién continua de GFP durante al menos 7 semanas después de la
inyeccion'®, no se probo la longevidad de los astrocitos con SOD1 mutada (y su sintesis continua de genes codificados
por el episoma AAV9) durante una enfermedad similar a la ELA activa. Por lo tanto, los ratones con SOD1%94 fueron
inyectados en P1y P21 con AAV9-GFP-CB y recibieron un seguimiento hasta la fase terminal (~P130, n = 3 por grupo)
(Figs. Ic, d, h, i, m, n, r, s). El examen inmunofluorescente de las médulas espinales con SOD1%4A en fase terminal de
los animales inyectados en P1y P21 mostraron un numero comparable de astrocitos que expresaban GFP al que se
encontré 21 dias después de la inyeccion de AAV9 (P1: 42 + 2 %, P21: 61 + 2 %). Estos datos coinciden con la
supervivencia de los astrocitos transducidos mientras duré la enfermedad (~110 dias después de la inyeccién en P21)
en ratones con SOD1G9%A y que se mantiene la expresion del gen codificado por AAV9.

Ademaés, reconociendo que el dafio mediado por la mutacion de SOD1, incluida la activacion astrocitica y microglial y
los cambios en la primera fase en la barrera hematoencefélica que se desarrollan durante la enfermedad en ratones
con mutacién de SOD120, los presentes inventores probaron si este dafo afecté la transduccién de AAV9. Se
inyectaron ratones con SOD1¢%4A en P85 con AAV9-GFP-CB y se sacrificaron en la fase terminal (n = 3) (Figuras 1e,
i, 0, ). El analisis de la médula espinal revel6 que el patrén de transduccién observado en los animales P85 era similar
al de los animales tratados en P21 con astrocitos como el tipo celular destacado transducido a todos los niveles (51 =
6 % de células GFP+/GFAP+* en la materia gris lumbar).

Ejemplo 2

Desarrollo de una secuencia de ARNhc especifica de SOD1 humana

Para dirigirse especificamente al ARNm de SOD1 humana, se generaron y obtuvieron cuatro construcciones de
ARNhc dirigido a SOD1 humana a partir de la herramienta de disefo de Life Technologies. Las construcciones tenian
un minimo de cuatro faltas de coincidencia de bases en comparacién con la secuencia de ARNm de raton (Fig. 2a).
Los numeros de bases para las secuencias humanas mostradas corresponden al nimero de registro CCDS33536.1
de la base de datos NCBI CCDS. Estas construcciones se clonaron en pSilencer 3.1 (Genscript) bajo el promotor de
H1 humano y se probaron in vitro. El ARNhc 130 junto con el promotor de H1 se cloné adicionalmente en un vector
AAYV junto con una GFP indicadora bajo el promotor de B-actina de pollo para identificar las células transducidas. Se
transfectaron células 293 humanas con cada casete. Las células HEK-293 se mantuvieron en medio IMDM que
contenia FBS al 10 %, L-glutamina al 1 % y penicilina/estreptomicina al 1 %. Al alcanzar ~60 % de confluencia, las
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células se transfectaron con pSilencer 3.1 que contenia los ARNhc que se estaban probando. Los lisados proteicos
se prepararon 72 horas después de la transfeccion y se analizaron los niveles de SOD1 mediante transferencia
Western. Las cuatro secuencias redujeron los niveles de proteina SOD1 en > 50 % (Figs. 2b, c).

Se seleccion6 ARNhc130 para experimentos adicionales porque produjo la caida mas constante en tres experimentos
de transfeccién separados. Se clon6 en un vector AAV9 autocomplementario que también contenia un gen GFP cuya
expresion identificaria las células transducidas (denominado AAV9-ARNhc-SOD1). ElI AAV9-ARNhc-SOD1
autocomplementario se produjo mediante procedimientos de transfeccion transitoria utilizando un vector GFP-CB
basado en ITR de AAV2 bicatenario, con un plasmido codificante de la secuencia Rep2Cap9 como se ha descrito
previamente junto con un plasmido auxiliar adenovirico pHelper (Stratagene, Santa Clara, CA) en 293 células’®.

Para confirmar que el ARNhc podria inhibir la acumulacion de SOD1 humana, se inyectaron ratones con SOD1G%A (n
= 3) por via intravenosa con AAV9-ARNhc-SOD1 en P1 o P21. Para inyecciones de ratones neonatales, se utilizaron
crias con SOD1@%A 1-2 dias posnatales. Se inyecté un volumen total de 50 ul que contenia 5 x 10'" particulas viricas
resistentes a la desoxirribonucleasa de AAV9-ARNhc-SOD1 (Virapur LLC, San Diego, CA) a través de la vena temporal
como se ha descrito anteriormente®. Se verificd una inyeccién correcta notando la palidez de la vena. Después de la
inyeccion, se devolvieron las crias a su jaula. Los animales se sacrificaron tres semanas después de la inyeccion y las
médulas espinales se extrajeron y analizaron mediante inmunotransferencia para determinar la proteina SOD1 tanto
humana (mutada) como murina (de tipo natural). Las médulas espinales inyectadas en P1 y P21 mostraron
reducciones del 60 % y 45 % en la proteina SOD1 mutada, respectivamente (Figs. 2d, e). Los niveles de SOD1 murina
se mantuvieron sin cambios en respuesta a la atenuacion de SOD1 humana.

Ejemplo 3
AAV9-ARNhc-SOD1 es seguro y bien tolerado en ratones de tipo natural

Para determinar si la dosis alta de AAV9-ARNhc-SOD1 seria segura, se inyectaron ratones normales de ambos sexos
por via intravenosa en P1 o P21 (P1 = 5 machos, 5 hembras a 5 x 10" gv; P21 = 5 machos, 5 hembras a 2 x 10'?
genomas vectoriales (gv)) y luego se controlaron hasta los 6 meses de vida. Los ratones inyectados en P1 y P21
mostraron un aumento constante en la masa corporal similar a los ratones no tratados (Figura S1), Las pruebas de
conducta semanales no observaron diferencias significativas entre los grupos inyectados y de control en las
habilidades motoras (medidas con un cilindro giratorio), ni en la fuerza de agarre de las extremidades traseras. A los
150 y 180 dias de vida, se extrajeron muestras de sangre. Los hemogramas completos y diferenciales de los grupos
tratados y no tratados mostraron parametros quimicos sanguineos similares (Figura S2). Las muestras de suero de
ambos grupos no mostraron diferencias significativas en los niveles de fosfatasa alcalina, creatinina, nitrégeno ureico
en sangre, potasio, sodio y cloruro. Por ultimo, todos los animales fueron sacrificados con 180 dias de vida. Los analisis
histopatolégicos realizados por un anatomopatélogo con enmascaramiento al grupo de tratamiento no revelaron
alteraciones significativas en los animales tratados con AAV9-ARNhc-SOD1 en comparacion con los controles no
inyectados (datos no mostrados). Los presentes inventores concluyen que tanto la administracién de AAV9 como la
expresion sostenida de ARNhc fueron aparentemente seguras y bien toleradas.

Ejemplo 4

Prolongacién de la supervivencia de ratones con SOD1 G934 de
la reduccion mediada por AAV9 en SOD1 mutada incluso cuando se inicié a mitad de la enfermedad

Para probar la eficacia de la reduccion de SOD1 mediada por AAV9, se trataron cohortes de ratones con SOD1G9%A
con una sola inyeccion intravenosa de AAV9-ARNhc-SOD1 antes (P1,5x 10" gv, n =6y P21,2x 102gv, n=9) o
después (P85, 3 x 10'2 gv, n = 5) de iniciarse, reconociendo que muchos astrocitos, pero pocas neuronas motoras, se
transducirian en los dos puntos de tiempo posteriores. Para las inyecciones en la vena de la cola de adultos, se colocé
a los animales en una sujecién que situaba la cola de los ratones en una ranura iluminada y calentada. La cola se
limpi6 con alcohol y luego se inyect6 por via intravenosa AAV9-ARNhc-SOD1.

El inicio de la enfermedad (medido por la pérdida de peso por atrofia muscular inducida por la denervacion) se retrasé
significativamente en una mediana de 39,5 dias (Fig. 3a, c; no inyectados, 103 d; P1, 142,5 d; p < 0,05, prueba del
orden con signo de Wilcoxon) en la cohorte inyectada en P1, pero permanecié invariable con las inyecciones
posteriores (P21, 110 d; P85, 105 d). Los animales tratados en P1 y P21 mantuvieron su peso, tuvieron un mejor
rendimiento en la prueba del cilindro giratorio y la fuerza de agarre de las extremidades traseras en comparacion con
los controles de la misma edad, lo que indica que los animales tratados mantuvieron el tono muscular y la funcion
motora durante su supervivencia prolongada (Figs. 3f-h). La supervivencia se prolongé significativamente con la
inyeccion de AAV9 en las tres edades, produciendo tiempos de supervivencia de 30 a 51,5 dias mas que los ratones
con SOD1@9A que no recibieron la inyeccion (no inyectados, 132 d; P1, 183,5 d; P21, 171 d; P85, 162 d; Prueba del
orden logaritmico p =< 0,0001, 0,0003 y 0,001, respectivamente) (Figs. 3b, e). La definicién de la duracion de la
enfermedad como el tiempo desde el inicio hasta la fase terminal revel6 que el grupo de tratamiento en P21 habia
aumentado significativamente la duracion, indicativo de progresién lenta de la enfermedad, en comparacion con los
controles no inyectados (no inyectados, 29,5 d; P21, 49 d; prueba del orden con signo de Wilcoxon, p = 0,01), con
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tendencias hacia una progresién mas lenta en los animales inyectados en las otras dos edades (P1, 41d; P85, 40 d; p
=0,06y 0,12, respectivamente) (Fig. 3d). El porcentaje mas bajo de células no neuronales dirigidas en P1 frente a las
dirigidas en P21 (Figura lu) sugiere que se debe dirigir una cantidad minima de células no neuronales para retrasar la
progresién de la enfermedad en el modelo SOD1%%A de progresién rapida (Fig. 1u).

Ejemplo 5

Reduccion de SOD1 mutada en células infectadas con AAV9 en ratones con SOD 1693 tratados

Se utilizé la inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo que reconoce SOD1 humana, pero no murina, para
determinar los niveles de SOD1 mutada acumulados en la médula espinal en fase terminal de los ratones tratados y
de control. Los niveles de SOD1 humana en los cortes de la médula espinal en fase terminal fueron inversamente
proporcionales al aumento de la supervivencia (Figs. 4a-d). En la fase terminal, los animales inyectados con AAV9-
ARNhc-SOD1 en P1 (fig. 4b), P21 (Fig. 4c) y P85 (Fig. 4d) tenian niveles mas bajos de SOD1 mutada en comparacion
con los animales con SOD1%%A no inyectados (Fig. 4a). La expresion de SOD1 dentro de las neuronas motoras
transducidas (identificadas por células que expresan GFP y ChAT) se redujo en comparacién con las neuronas
circundantes que no se habian transducido para expresar GFP codificada por virus (Figs. 4h, |, p, t; flechas frente a
puntas de flecha). Por otra parte, las imagenes de inmunofluorescencia de la médula espinal en fase terminal revelaron
la reduccion correspondiente en la astrogliosis, pero no hay diferencia en la microgliosis en los animales tratados con
AAV9-ARNhc-SOD1 frente a los controles (Figura S3).

Ejemplo 6
Ralentizacion terapéutica de la progresion de la enfermedad con inyeccion periférica de AAV9 después del inicio

Para determinar si la reduccion de SOD1 mutada mediada por AAV9 retrasaria la progresion de la enfermedad, se
inyect6 AAV9-ARNhc-SOD1 a una cohorte de ratones con SOD1%37R6 por via intravenosa tras iniciarse la enfermedad
(edad promedio en el momento del tratamiento = 215 dias frente a la mediana de inicio de 197 dias en los animales
tratados; Prueba del orden logaritmico, p = 0,46; Fig. 5a). Ratones con ELA loxSOD1%37R portadores de un transgén
SOD1%87R mutado humano flanqueado por sitios lox p bajo su promotor endégeno, se mantuvieron como se ha descrito
anteriormente®”. Como control, se utilizé una combinacién de AAV9-GFP-CB (n=9) y comparieros de la misma camada
no inyectados (n = 12).

El analisis post hoc no mostr6 diferencias entre GFP y animales no inyectados, por lo tanto, los grupos se compilaron
como "control" en la Fig. 5. Los animales fueron evaluados semanalmente en cuanto al peso corporal y la fuerza de
agarre de las extremidades traseras y controlados hasta la fase terminal. El tratamiento con AAV9-ARNhc-SOD1 tras
iniciarse la enfermedad prolong6 significativamente la mediana de la supervivencia en 86,5 dias sobre los animales
de control (control, n = 21, 392 d; ARNhc dirigido a SOD1, n = 25, 478,5 d; Prueba del orden logaritmico, p < 0,0001).
La duracion de la primera fase de la enfermedad, definida por el tiempo desde el valor maximo de peso hasta el 10 %
de pérdida de peso, fue significativamente mas lenta (control, 89 d; Ratones tratados con ARNhc dirigido a SOD1,
162 dias; prueba del orden con signo de Wilcoxon, p < 0,01; fig. 5¢). También se observ6 una tendencia continua hacia
la desaceleracion de la segunda fase de la enfermedad (pérdida de peso del 10 % hasta la fase terminal) (control,
63 d; Ratones tratados con ARNhc dirigido a SOD1, 81 d; prueba del orden con signo de Wilcoxon, p = 0,1389; fig.
5d). La duracién general de la enfermedad tras el tratamiento con AAV9-ARNhc-SOD1 aument6 a los 239 dias del
inicio de la enfermedad frente a 173 dias en los ratones de control (prueba del orden con signo de Wilcoxon,
p < 0,0001; fig. 5e). De acuerdo con la progresién ralentizada, el tratamiento con AAV9 mantuvo la fuerza de agarre
en relacion con los animales con SOD1 mutada de control (Fig. 5g). La prolongacion de 86,5 dias en la supervivencia
superd la prolongacion de 62 dias observada en estudios transgénicos que utilizaron la expresién de Cre especifica
de los astrocitos para inactivar el transgén SOD1%37R mutado®, reflejando presumiblemente la transduccion eficaz de
AAV9 de astrocitos después del suministro periférico y la posible transduccién de otros tipos de células (especialmente
microgliales®) cuya sintesis de SOD1 mutada acelera la progresion de la enfermedad.

El examen histoldgico de animales en fase terminal tratados con SOD1G37R revelaron niveles similares de transduccién
de células intraespinales en animales tratados con AAV9-ARNhc-SOD1 o AAV9-GFP (Figura 6). La expresiéon de GFP
se observé predominantemente dentro de las neuronas motoras y los astrocitos de ambos grupos, y la expresion de
SOD1 disminuy6 de manera detectable solo en los animales que recibieron AAV9-ARNhc-SOD1 (Figs. 6k, o). El
inmunotransferencia de extractos de médula espinal entera de ratones SOD1%37R en fase terminal revelé una reduccion
del 80 % de los niveles de proteina hSOD1 en los animales tratados con AAV9-ARNch-SOD1 en comparacion con los
controles (Figura S4).

Ejemplo 7
Inhibicion mediada por AAV9 de SOD1 en primates no humanos

Para probar si los niveles de SOD1 podrian reducirse de manera eficaz utilizando AAV9 en la médula espinal de
primates no humanos, se inyecté AAV9 por via intratecal a través de una puncién lumbar. Se escogi6 este método
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frente a la administracién sistémica para disminuir la cantidad de virus necesaria y minimizar los efectos de la reduccion
de SOD1 en los tejidos periféricos. Para este estudio, se utilizaron macacos cangrejeros de un afo (Macaca
fascicularis) con un peso corporal promedio de 2 kg en la Fundacion Mannheimer. Antes y después de las inyecciones
se realizé un seguimiento regular de la salud general y el peso corporal para evaluar el bienestar de los animales.

La secuenciacién de ADNc copiado de ARNm aislado de mono verde africano (células COS) y del macaco cangrejero
verificé que el ARNhc 130 tenia una falta de coincidencia de una sola base con cualquiera de las secuencias (Figura
S5). El casete de expresién de ARNhc 130 se insertd en un vector lentivirico que luego se usé para transducir células
COS. Las células Cos-7 se mantuvieron en DMEM con FBS al 10 % y penicilina/estreptomicina al 1 %. Las células se
infectaron con un vector lentivirico que expresaba ARNhc 130 dirigido a SOD1 bajo el promotor de H1 y RFP bajo el
promotor de CMV. ElI ARN se extrajo de células infectadas y no infectadas 72 horas después de la infeccion utilizando
un kit RNAeasy (Qiagen). Se prepard6 ADNc con el kit de sintesis de la primera cadena RT? (SABiosciences). Los
niveles de transcripcién de SOD1 se analizaron mediante gRT-PCR, lo que revelé que el ARNm de SOD1 de mono
se redujo en ~75 % en células transducidas con ARNhc 130 en comparacién con las células de control transducidas
simuladas (Figura S5).

Se infundié el virus AAV9-ARNhc-SOD1 (1 x 10" gv/kg) junto con el agente de contraste a través de una puncion
lumbar en el espacio subaracnoideo de tres macacos cangrejeros macho y a un sujeto de control se le inyectd AAV9-
GFP-CB (1 x 10" gv/kg) (Fig. 7a). Cada inyeccién intratecal se realizd mediante punciéon lumbar en el espacio
subaracnoideo del saco tecal lumbar. Se volvié a suspender AAV9 con omnipaque (iohexol), un compuesto yodado
utilizado habitualmente en el entorno clinico. El iohexol se usa para validar la canulacién exitosa en el espacio
subaracnoideo y se administré a una dosis de 100 mg/kg. El sujeto se colocé en posicién de decubito lateral y se
identifico el sitio de inyeccion de la linea media posterior en el nivel L4/5 (debajo del cono de la médula espinal). En
condiciones estériles, se introdujo una aguja espinal con estilete y se confirmé la canulacién subaracnoidea con el flujo
de LCR claro de la aguja. Para disminuir la presion en el espacio subaracnoideo, se drenaron 0,8 ml de LCR, seguido
inmediatamente de una inyeccién con una mezcla que contenia 0,7 ml de iohexol (formulacion de 300 mg/ml)
mezclada con 2,1 ml de virus (2,8 ml en total).

No se identificaron efectos secundarios de los tratamientos. Dos semanas después de la inyeccion, se extrajeron las
médulas espinales para el andlisis de la expresién de GFP y los niveles de ARN de SOD1. Se observo la expresion
de GFP ampliamente en células neuronales y astrociticas en toda la materia gris y blanca de la médula espinal lumbar,
el &rea mas cercana al sitio de inyeccion (Figs. 7b-e). La inmunotransferencia de extractos de la médula espinal lumbar
revel6 una reduccién del 87 % en los niveles de proteina SOD1 de mono (Figs. 7f, g). A continuacién, se utilizé la
microdiseccion con captura laser para aislar el ARN total de las neuronas motoras, asi como de la glia en el neurépilo
cercano. El andlisis mediante RT-PCR cuantitativa utilizando cebadores especificos para SOD1 de mono (y
normalizados con respecto a la actina) confirmé una atenuacion del 95 + 3 % en el grupo de neuronas motoras y una
atenuacion del 66 £ 9 % en el grupo del neurépilo en comparacion con las muestras de un animal de control (Figura
7h).

A continuacién, se examino el nivel de transduccion celular en toda la médula espinal, incluidos los segmentos cervical,
toracico y lumbar. Se encontré que GFP se expresaba ampliamente dentro de todos los cortes analizados (Figs. 8a-
¢). Los recuentos de neuronas motoras revelaron un gradiente de caudal a rostral en la transduccion celular, mostrando
la region cervical mas del 50 % de las neuronas motoras GFP/Chat*, aumentando al 65 % en la regién toracica y
alcanzando un notable 80 % en la regién lumbar (Fig. 8d). Para determinar el nivel general de atenuacién de SOD1
logrado con este patrén de transduccion, se realizé la qRT-PCR para la SOD1 en cortes enteros homogeneizados de
segmentos de médula cervical, toracica y lumbar. Los resultados confirmaron una gran reduccion de SOD1 en los tres
niveles de la médula espinal, que variaba de una disminucion del 60 % en el segmento cervical, una disminucién del
70 % en la region toracica y una disminucién del 88 % en la region lumbar (Fig. 8e), de acuerdo con la proporcién de
células transducidas en cada region.

Analisis

Los ejemplos anteriores muestran que la administracién intravenosa de AAV9-ARNhc-SOD1 es segura y bien tolerada
en ratones de tipo natural, con la ausencia de reaccién adversa después de la evaluacién a largo plazo. Este enfoque
ha logrado una de las prolongaciones mas largas en la supervivencia jamas informada en el modelo de ELA en ratones
con SOD1G9%A de progresion rapida (aumento de la supervivencia en un 39 % cuando el tratamiento se inicia al nacer).
Y lo que es aun mas alentador, se observa una progresion de la enfermedad notablemente mas lenta incluso cuando
se aplica el tratamiento con AAV9 para reducir la sintesis de SOD1 mutada tras iniciarse la enfermedad en ratones
con SOD1G37R ampliandose asi significativamente la supervivencia. Por tanto, el paradigma de suministro vascular en
ratones representa una prueba de concepto de que la atenuacion de SOD1 mutada tras iniciarse la enfermedad puede
ser beneficiosa en modelos de ELA de progresién rapida y mas lenta en puntos pertinentes clinicamente de la
enfermedad. En conjunto, estos datos muestran que el direccionamiento y la inhibicion potentes de los niveles de
SOD1 mediante el suministro de ARNhc mediado por AAV9 son eficaces para ralentizar la progresion de la enfermedad
en modelos de ratén con ELA, incluso cuando el tratamiento se inicia tras iniciarse la enfermedad.

Multiples estudios recientes han presentado la hipétesis de que la SOD1 de tipo natural puede contribuir al (a los)
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mecanismo(s) patdégeno(s) que subyace(n) a la ELA esporadica a través del plegamiento incorrecto a través de una
via similar a la generada por la SOD1 mutada'# 3032, Incluido en esta cantidad de pruebas esta la demostracién de los
presentes inventores de que los astrocitos producidos por pacientes con ELA esporadica son toxicos para las neuronas
motoras cocultivadas y que la toxicidad se alivia mediante la reduccion mediada por ARNip en SOD1 de tipo natural®.
Estas pruebas crean la posibilidad de que una proporcion de pacientes con ELA esporadica también pueda
beneficiarse de la metodologia de reduccién de SOD1 mediada por AAV9 demostrada en el presente documento, que
es eficaz para retrasar la progresion de la enfermedad en ratones que desarrollan la enfermedad mortal similar a la
ELA por la expresion de mutaciones causantes de ELA en SOD1.

Por ultimo, para el traslado de una inhibicion mediada por AAV9 de la sintesis de SOD1 al entorno humano, se ha
determinado que la infusién directamente en el LCR a nivel lumbar en un primate no humano produce una reduccion
sustancial de SOD1 al dirigirse tanto a las neuronas motoras como a las células no neuronales. Este resultado brinda
un gran apoyo para extender estos esfuerzos a un ser humano adulto mediante la inyeccion directa en el LCR, como
se ha propuesto anteriormente3334, para 1) limitar el coste de la produccién virica, 2) reducir la posibilidad de que la
inhibicion crénica de SOD1 en la periferia pueda tener consecuencias perjudiciales y 3) reducir la exposicion virica al
sistema inmunitario periférico®®. Estos datos indican claramente que AAV9-ARNhc-SOD1 es un tratamiento para la
ELA.

Técnicas/métodos utilizados en los Ejemplos 1-7

Perfusion y procesamiento de tejidos. Los ratones de control y con SOD1694 tratados fueron sacrificados a los 21 dias
tras la inyeccién o al final de la misma para el analisis inmunohistoquimico. Los animales fueron anestesiados con
coctel de xilaceno/ketamina, perfundido por via transcardiaca solucién salina al 0,9 %, seguida de paraformaldehido
al 4 %. Se extrajeron las médulas espinales, se cortaron en bloques de tejido de 5-6 mm de longitud y luego se cortaron
en cortes transversales de 40 um de espesor en un vibratomo (Leica, Bannockburn, lllinois). Se mantuvieron los cortes
en serie en una placa de 96 pocillos que contenia paraformaldehido al 4 % y se almacenaron a 4 °C. Los ratones con
loxSOD1@37R en fase terminal fueron anestesiados con isoflurano y perfundidos con paraformaldehido al 4 %. Se
diseccionaron segmentos de la médula espinal, incluidos los segmentos cervical, toracico y lumbar. Después de la
crioproteccion con sacarosa al 20 %/paraformaldehido al 4 % durante la noche, se congelaron las médulas espinales
en isopentano a -65 °C, y se recogieron cortes coronales de 30 um en serie en flotacién libre utilizando un micrétomo
deslizante.

Para los estudios de seguridad, Los ratones tratados en P1, P21 y los de tipo natural de control fueron sacrificados a
los 180 dias de vida. Los animales se anestesiaron con un coctel de xilaceno/ketamina y se perfundieron con solucién
salina al 0,9 %. Se extrajeron diferentes tejidos y se almacenaron en formalina tamponada al 10 %. Estos tejidos fueron
procesados posteriormente, bloqueados y montados para tincion con hematoxilina y eosina por el Nucleo de
Morfologia del Hospital Infantil Nacional de EE. UU.

Los macacos cangrejeros a los que se inyect6 el virus se sacrificaron 2 semanas después de la inyeccién. Los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sédico a una dosis de 80-100 mg/kg por via intravenosa y perfundidos con
solucion salina. La diseccion del cerebro y la médula espinal se realizé de inmediato y los tejidos se procesaron para
el aislamiento del acido nucleico (congelacion rapida) o se fijaron posteriormente en paraformaldehido al 4 % v,
posteriormente, se crioprotegieron con sacarosa al 30 % y se congelaron en isopentano a -65 °C. Se recogieron cortes
coronales de 12 pm de la médula lumbar utilizando un criostato para la inmunotincién de flotacién libre.

Inmunohistoquimica. Las médulas espinales de los ratones se tifieron como cortes flotantes. Los tejidos se lavaron
tres veces durante 10 minutos cada vez en TBS, luego se bloquearon en una soluciéon que contenia suero de burro al
10 %, Triton X-100 al 1 % y penicilina/estreptomicina al 1 % durante dos horas a temperatura ambiente. Todos los
anticuerpos se diluyeron con la solucién de bloqueo. Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes: anti-
GFP de conejo (1:400, Invitrogen, Carlsbad, CA), anti-SOD1 de conejo (1:200, Cell signaling, Danvers, MA), anti-ChAT
de cabra (1:50 Millipore, Billerica, MA), anti-GFAP de ratén (1:200, Millipore, Billerica, MA), anti-GFAP de pollo (1:400,
Abeam, Cambridge, MA) y anti-lIbal de conejo (1:400, Wako, Richmond VA). Los tejidos se incubaron en anticuerpo
primario a 4 °C durante 48-72 horas y luego se lavaron tres veces con TBS. Después del lavado, los tejidos se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en los anticuerpos secundarios apropiados conjugados con FITC,
Cy3 o Cy5 (1:200 Jackson Immunoresearch, Westgrove, Pensilvania y DAPI (1:1000, Invitrogen, Carlsbad, CA). A
continuacion, los tejidos se lavaron tres veces con TBS, se montaron en portaobjetos y luego se cubrieron con PVA-
DABCO. Todas las imagenes fueron capturadas en un microscopio confocal de barrido laser Zeiss.

Para la tincion con DAB, se lavaron tres veces cortes de médula espinal de mono en TBS, se bloquearon durante 2 h
a temperatura ambiente en suero de burro al 10 % y Triton X-100 al 1 %. A continuacién, se incubaron los cortes
durante la noche a 4 °C con anticuerpo primario anti-GFP de conejo (1:1000 Invitrogen, Carlsbad, CA) diluido en
tampdn de bloqueo. Al dia siguiente, los tejidos se lavaron con TBS 3 veces, se incubaron con anticuerpo secundario
biotinilado anti-conejo (1:200 Jackson Immunoresearch, Westgrove, PA) en tampén de bloqueo durante 30 min a TA,
se lavaron 3 veces en TBS y se incubaron durante 30 min a TA con ABC (Vector, Burlingame, CA). A continuacion,
las cortes se lavaron 3 veces en TBS y se incubaron durante 2 min con solucion DAB a temperatura ambiente y se
lavaron con agua destilada. Después se montaron en portaobjetos y se cubrieron con cubreobjetos en medio de
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montaje. Todas las imagenes fueron capturadas con el Axioscopio Zeiss.

Cuantificacion de neuronas motoras y astrocitos. Para la cuantificacion de las NM, se marcaron cortes en serie de
médula espinal lumbar de 40 um de espesor, cada uno separado por 480 um, como se describe para la expresion de
GFP y ChAT. Los cortes tefiidos se montaron en serie en portaobjetos de rostral a caudal, y, a continuacién, se
cubrieron. Las cortes se evaluaron mediante microscopia confocal (Zeiss) con un objetivo de 40 aumentos Yy filtros
FITC y Cy3 simultaneos. Se realiz6 el recuento del nimero total de células que expresaban ChAT encontradas en los
cuernos ventrales con soma definido mediante un examen cuidadoso a través de toda la extension z de la seccion.
Las células marcadas con GFP se cuantificaron de la misma manera, mientras se verific la ubicacién junto con ChAT.
Para la cuantificacion de los astrocitos, como con las NM, las cortes en serie se tifieron para determinar la GFP, GFAP
y después se montaron. Mediante microscopia confocal con un objetivo de 63 aumentos vy filtros FITC y Cy5
simulténeos, se seleccionaron campos aleatorios en los cuernos ventrales de los cortes de la médula espinal lumbar
de animales inyectados en la vena de la cola. Los nimeros totales de células con expresion de GFP y GFAP se
contaron a partir de un minimo de al menos 24 campos por animal mientras se enfocaba a través de toda la extension
z de la seccién. Se examinaron cortes de la médula espinal de 3 animales por grupo para la cuantificacion de las NM
y los astrocitos.

Andlisis de inmunotransferencia. Se extrajeron las médulas espinales de ratones con SOD1%9A inyectados en P1y
P21, y de control 21 dias después de la inyeccion y de monos tratados y de monos de control 2 semanas después de
la inyeccion de AAV9-ARNhc-SOD1. Las médulas espinales se homogeneizaron y los lisados proteicos se prepararon
utilizando T-Per (Pierce) con un céctel de inhibidores de proteasa. Las muestras se resolvieron en SDS-PAGE de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-SOD1 de conejo (1:750,
Cell signaling, Danvers, MA), anti-SOD1 de raton (1:750, Millipore, Billerica, MA), anti-SOD1 de conejo (1:1000,
Abcam, Cambridge, MA), anti-actina de conejo (1:1000, Abcam, Cambridge, MA) y anti-GAPDH de ratén (1:1000,
Millipore, Billerica, MA). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-HRP de conejo (1:10000-1:50000) y anti-
HRP de ratén (1:10000). El analisis densitométrico se realiz6 utilizando el software Image J.

Microdiseccion por captura laser. Se recogieron cortes congelados de médula espinal lumbar de 12 om en portaobjetos
de membrana PEN (Zeiss, Munich, Alemania) y se tifieron con violeta de cresilo al 1 % (Sigma, St. Louis, MO) en
metanol. Los cortes se secaron al aire y se almacenaron a -80 °C. Después de descongelar, se extrajeron las neuronas
motoras en los 30 minutos posteriores a la tinciéon usando el microdisector de captura laser PALM Robo3 Zeiss) con
las siguientes configuraciones: Energia de corte: 48, Energia LPC: 20, Foco de corte: 80/81, Enfoque de LPC: 1,
Velocidad de posicién: 100, Velocidad de corte: 50. Se recogieron aproximadamente 500 NM por animal. Las células
no neuronales del asta ventral se recogieron de los mismos cortes después de extraer las neuronas motoras.

gRT-PCR. Se aislé el ARN de las células capturadas con laser o de cortes enteros de médula espinal de los segmentos
cervical, toracico y lumbar con el kit RNaqueous Micro (Ambion, Grand Island, NY) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. A continuacion, el ARN se transcribié inversamente en ADNc mediante el Kit de primera hebra RT2 HT
(SABiosciences, Valencia, CA). Se utilizaron 12,5 ng de ARN en cada reaccion de Q-PCR utilizando SyBR Green
(Invitrogen, Carlsbad, CA) para establecer la cantidad relativa de transcripcién endégena de SOD1 de mono en los
animales que habian recibido AAV9-ARNhc-SOD1 en comparacién con los animales que solo habian recibido AAV9-
GFP. Cada muestra se analizé por triplicado y la concentracién relativa se calculé usando los valores de ddCt
normalizados con respecto a la transcripcion de actina enddgena.

Andlisis de conducta y supervivencia. Los ratones con SOD1G%A tratados y de control fueron sometidos a un
seguimiento de los cambios en la masa corporal dos veces por semana. Los ratones con /oxSOD1G%7R fueron pesados
semanalmente. La coordinacion motora se registré utilizando un cilindro giratorio (Columbus Instruments, Columbus,
OH). Cada sesion semanal consisti en tres ensayos en el cilindro giratorio en aceleracién comenzando a 5 rpm/min.
Se registro el tiempo que cada raton permanecié en la barra. Tanto los ratones con SOD16%A como con loxSOD1G37R
fueron sometidos a una evaluacion semanal de la fuerza de agarre de las extremidades posteriores mediante un
medidor de fuerza de agarre (Columbus Instruments, Columbus, OH). Cada sesién semanal consistié en 3 (ratones
con SOD16%34) o 5 (ratones con loxSOD15%7R) pruebas por animal. El andlisis de supervivencia se realizé6 mediante el
analisis de supervivencia de Kaplan-Meier. La fase terminal se defini6 como un punto de muerte artificial cuando los
animales ya no podian "enderezarse" en los 30 segundos posteriores a su colocacion boca arriba. El inicio y la
progresion de la enfermedad se determinaron a partir del analisis retrospectivo de los datos. El inicio de la enfermedad
se define como la edad en la que el animal alcanza su peso maximo. La duracién de la enfermedad se define como el
periodo de tiempo entre el inicio de la enfermedad y la fase terminal. La duracién de la primera fase de la enfermedad
es el periodo entre el peso maximo y la pérdida del 10 % del peso corporal, mientras que la duracion de la segunda
fase de la enfermedad se define como el periodo entre la pérdida del 10 % del peso corporal hasta la fase terminal de
la enfermedad. Debido a la vida méas corta de los animales con SOD1G%A no se evalud la distincion entre la progresion
en la primera y en la segunda fase.

Para el analisis de toxicidad después de la inyeccién en P1 o P21, los ratones TN de control y tratados se sometieron
a analisis de conducta a partir de -30 dias de vida y se controlaron hasta los 6 meses. La masa corporal se registré
semanalmente, mientras que el rendimiento en la prueba del cilindro giratorio y la fuerza de agarre de las extremidades
traseras se registraron quincenalmente.
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Estudios de hematologia y suero. Se extrajeron muestras de sangre en tubos microtainer (BD) con EDTA (K2) de
ratones TN tratados y de control a los 150 dias de vida mediante puncién de la vena mandibular. Se extrajo sangre de
los mismos animales a los 180 dias de vida y se recogié la sangre en tubos microtainer con separador de suero. La
sangre se dejo coagular durante una hora y luego se centrifugé a 10.000 rpm durante 5 minutos. La fase superior
transparente (suero) se recogié y se congeld a -80 °C. Los andlisis hematolégicos y séricos fueron realizados por Ani
Lytics Inc, Gaithersburg, MD.

Analisis estadistico. Todas las pruebas estadisticas se realizaron mediante el paquete de software GraphPad Prism
(San Diego, CA). Los analisis de supervivencia de Kaplan Meier se analizaron mediante la prueba del orden
logaritmico. Las comparaciones de la mediana de la duracion de la enfermedad y los tiempos de supervivencia se
analizaron mediante la prueba del orden con signo de Wilcoxon.

Ejemplo 8

Desarrollo de una construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1

El vector AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 descrito en el Ejemplo 2 transporta ARNhc contra la secuencia de
SOD1 humana bajo el promotor de H1 (Figura 9a). El mismo vector también contiene un casete de expresion de GFP
que expresa GFP bajo un promotor de CBA. Los otros elementos reguladores presentes en este casete incluyen el
potenciador de CMV, Intrén SV40 y secuencia del terminador PolyA de bGH. En el presente documento, se muestra
que la administracién de AAV9 que codifica ARNhc dirigido a SOD1 produce una regulacion a la baja de SOD1 eficaz
junto con una expresiéon potente de GFP tanto in vitro como in vivo. No se observaron alteraciones significativas
después de la evaluacion a largo plazo de ratones de tipo natural a los que se administro el AAV9 que codifica ARNhc
dirigido a SOD1. Estos resultados sugirieron que no hay efectos colaterales evidentes debido a la expresion a largo
plazo del ARNhc dirigido a SOD1, ni a la sobreexpresion de GFP. Aunque no se encontré toxicidad de GFP en los
ratones del presente estudio, varios informes han demostrado la reaccion adversa de la sobreexpresion de GFP in
vitro e in vivo. Por lo tanto, para eliminar por completo la posibilidad de toxicidad de GFP, se modific6 la construccion
de ARNhc dirigido a SOD1 del Ejemplo 2 reemplazando el casete de expresién de GFP por una secuencia de relleno
no codificante mientras se mantenia el tamafo de la construccion de ADN total flanqueada por las ITR (Figura 9b).
Esto es importante ya que la distancia entre las dos secuencias ITR afecta en gran medida a la capacidad de
empaquetamiento de la construccion flanqueada en capsides de AAV9 [321-324].

Hasta la fecha, ninguna de las secuencias de relleno aprobadas por la FDA se puede obtener facilmente. Hay, sin
embargo, varias estructuras principales plasmidicas que estan aprobadas por la FDA para la administraciéon humana.
Se recogieron pequefos fragmentos de ADN de estos plasmidos que no corresponden a ninguna secuencia esencial
de ADN necesaria para la seleccién y replicaciéon del plasmido o los elementos de las unidades de transcripcién. Las
estructuras principales plasmidicas se enumeran en la Tabla 1. Los elementos de ADN de diferentes plasmidos se
organizaron en tdndem para generar una secuencia de relleno de 1607 pb completa (SEQ ID NO: 22). Por Ultimo, se
sintetiz6 una construccién de ADN que contiene el casete de expresién de ARNhc dirigido a SOD1, seguida de la
secuencia de relleno a partir de Genscript.

Tabla 1
Estructura Afeccién Intervencion Fase Identificador de
principal ClinicalTrials.gov
plasmidica
pVaxi Céncer de ADN recombinante-pVAX/L523S 1 NCT00062907
pulmén no
microcitico en la
primera fase
pCDNAS3 Hepatitis B Vacuna de ADN pCMVS2.S 1,2 NCT00536627
crénica
pUCMV3 Cancer epitelial | Vacuna de ADN de plasmido 1 NCT01322802

de ovario en fase | multiepitopo pUMVC3-hIGFBP-2
11

Tumor de células
germinativas de
ovario en fase lll
Cancer epitelial
de ovario en fase
v

Tumor de células
germinativas de
ovario en fase IV
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(continuacién)
Estructura Afeccion Intervencion Fase Identificador de
principal ClinicalTrials.gov
plasmidica
pBK-CMV Cancer de Vacuna contra el cancer de ADN 1 NCT00199849
prostata plasmido NY-ESO-1
Cancer de vejiga
Céncer de
pulmén no
microcitico
Cancer de
esofago
Sarcoma
pGA2 Infecciones por Vacuna de ADN de plasmido 1 NCT00043511
VIH pGA2/JS2

La construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1 tiene ARNhc contra SOD1 humana bajo el promotor de H1, seguido
de la secuencia de relleno no codificante. Esta construccion esta disefiada de manera que se pueden agregar multiples
casetes de expresion de ARNhc al vector final mediante la eliminacion simultanea de la secuencia de relleno. Se
agregaron sitios de endonucleasas de restriccion a la secuencia de relleno para que se pudiera eliminar una parte del
relleno al agregarse otro casete de expresion de ARNhc (Figura 10). Esta eliminacion y adicion simultaneas de
secuencias de ADN ayudaria a mantener el tamano éptimo de la construccion completa entre las ITR (~2,0 kb) para
lograr un empaquetamiento eficaz.

La construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1 de Genscript se clon6 en el vector lanzadera pJetl.2 a través de
EcoRV. Este clon original se seleccion6 mediante diferentes endonucleasas de restriccién disefiadas dentro de la
construccion para confirmar el clon correcto. La digestion doble con Kpn1/Sph1 de pJet de ARNhc dirigido a SOD1
confirmd la presencia de la construccion completa (2023 pb), mientras que la digestion con Xbal confirmé la presencia
del casete de expresion de ARNhc dirigido a SOD1 (414 pb) y el elemento de relleno, junto con la estructura principal
de pJet (~3000 pb). La digestion doble con EcoRV/Pme1 también revel6 la presencia del elemento de relleno.

Ejemplo 9

La construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1 reduce de manera eficaz los niveles de proteina SOD1 humana in
vitro

Para determinar la eficacia de la construccién de ARNhc dirigido a SOD1 sintetizada de novo para regular a la baja
los niveles de SOD1, se transfectaron células HEK293 con el plasmido pJet de ARNhc dirigido a SOD1 mediante el
método de fosfato de calcio. Se utilizé el plasmido AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 como control positivo. El
andlisis de inmunofluorescencia de las células HEK293, 72 h después de la transfeccién, revel6 la falta de
fluorescencia de GFP natural de las células transfectadas con pJet de ARNhc dirigido a SOD1 en comparacion con
las células transfectadas con AAV9 que codifica ARNhc dirigido a SOD1. El analisis de inmunotransferencia de los
lisados celulares de estas células reforzé la confirmacion del reemplazo satisfactorio de GFP del plasmido pJet de
ARNhc dirigido a SOD1. Es importante destacar que pJet de ARNhc dirigido a SOD1 dio como resultado una regulacion
a la baja eficaz de los niveles de proteina SOD1 (> 50 %), similar al plasmido AAV que codifica ARNhc dirigido a
SOD1. Véase la Figura 11.

Ejemplo 10

Generacion de la construccion clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1

La construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1 se clon6 adicionalmente en un vector AAV.CB.MCS mediante los
sitios Kpn1/Sph1 para generar plasmido clinico de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 (Figura 12). AAV.CB.MCS
se generd a partir del plasmido AAV.CB.GFP obtenido de merion Scientific reemplazando la GFP por un sitio de
clonacion multiple (MCS, Multiple Cloning Site). La clonacién de la construccion clinica de ARNhc dirigido a SOD1 en
los sitios Kpn1/Sph1 la ubica entre las dos ITR de AAV2, lo que facilita el empaquetamiento de la construccion en las
capsides viricas de AAV9. Véase la Figura 12.

El plasmido clinico de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 se examind con endonucleasas de restriccion para

confirmar la presencia del casete de expresion de ARNhc dirigido a SOD1 (digestion de Xbal), secuencia de relleno
(digestion doble de EcoRV/Pmel) y también secuencias ITR intactas (digestion de Smal).

Ejemplo 11

La construccién clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 reduce de manera eficaz los niveles de proteina
SOD1 humana in vitro
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El plasmido clinico de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 se transfecté en células HEK293 para determinar su
eficiencia de atenuacion. Al igual que el plasmido pJet de ARNhc dirigido a SOD1, las células transfectadas con la
construccion clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 carecian de cualquier expresion de GFP como fue
evidente por la inmunofluorescencia (Figura 13a-f) y el ensayo de inmunotransferencia (Figura 13g). Mas importante
aun, la construccion clinica de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 redujo eficazmente los niveles de proteina
SOD1 humana en las células HEK293 en mas del 50 % (Figura 13g,h). En conjunto, estos resultados confirmaron la
generacion satisfactoria del vector clinico de AAV que codifica ARNhc dirigido a SOD1 con casete de expresion de
ARNhc dirigido a SOD1 funcional y la eliminacién completa del casete de expresion del transgén.
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REIVINDICACIONES
1. Un dependoparvovirus recombinante que comprende el ADN que codifica el ARNhc dirigido a la superdxido
dismutasa 1 (SOD1) que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 4, una secuencia horquillada y una secuencia
complementaria a SEQ ID NO: 4, en donde el genoma del virus carece de un gen rep y carece de un gen cap.

2. El dependoparvovirus recombinante de la reivindicacion 1, que comprende ademdas un promotor unido
operativamente al ADN que codifica el ARNhc dirigido a la superédxido dismutasa 1 (SOD1).

3. El dependoparvovirus recombinante de la reivindicacion 2, en donde el promotor es un promotor de H1.

4. El dependoparvovirus recombinante de la reivindicacion 3, en donde el promotor de H1 comprende los nucleétidos
966 a 1064 de SEQ ID NO: 20.

5. El dependoparvovirus recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende ademas una
secuencia de relleno.

6. El dependoparvovirus recombinante de la reivindicacion 5, en donde la secuencia de relleno comprende la SEQ ID
NO: 22.

7. El dependoparvovirus recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el genoma del virus es
un genoma autocomplementario.

8. El dependoparvovirus recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende una capside
derivada de AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10, AAV-11, AAV-rh74.

9. El dependoparvovirus recombinante de la reivindicacion 8, en donde la capside es una capside de AAV9.

10. Una composicion que comprende el dependoparvovirus recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones
1-9 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. La composicién de la reivindicacion 10, para usar junto con un agente de contraste.

12. La composicion de la reivindicacion 11, en donde el agente de contraste es iobitridol, iohexol, iomeprol, iopamidol,
iopentol, iopromida, ioversol o ioxilano.

13. Un dependoparvovirus recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 o una composicién de una
cualquiera de las reivindicaciones 10-12 para usar en el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

14. El dependoparvovirus recombinante o la composicién para el uso de la reivindicacion 13, en donde la ELA es
familiar.

15. El dependoparvovirus recombinante o la composicion para el uso de la reivindicacion 14, en donde la ELA esta
provocada por una o0 mas mutaciones en la superdxido dismutasa 1 (SOD1).

16. El dependoparvovirus recombinante o la composicion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 13-15,
en donde el dependoparvovirus recombinante o la composicion es para la administracién sistémica.

17. El dependoparvovirus recombinante o la composicion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 13-15,
en donde el dependoparvovirus recombinante o la composicion es para la administracién intratecal.

18. El dependoparvovirus recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para usar en terapia.
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Figura 9
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Figura complementaria 2
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