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DESCRIPCION

Virus AAV/UPR-plus, proteina de fusién UPR-plus, método de tratamiento genético y su uso en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington, entre
otras

Campo técnico de la presente invencion

La presente invencion incluye un vector adenoasociado (AAV), que comprende un genoma viral recombinante donde
dicho genoma comprende un casete de expresién que comprende una regién reguladora de la transcripcién especifica
para tejidos neuronales unida de forma operativa a un polinucleétido de interés que codifica una proteina de fusién,
en el que la proteina de fusién comprende la forma activa de la proteina de unién a X-Box 1 (XBP1s), la forma activa
del factor de transcripcion activador 6 (ATF6&f) y una secuencia puente o enlazadora.

Antecedentes y descripcion de la técnica anterior

La investigacion cientifica sobre enfermedades del SNC ha despertado gran interés en los Ultimos afios, especialmente
sobre enfermedades relacionadas con trastornos cognitivos y motores. El tratamiento de enfermedades relacionadas
con problemas neurodegenerativos no cuenta actualmente con planteamientos terapéuticos genéticos para reducir los
sintomas.

En la busqueda del tratamiento de estas enfermedades motoras y cognitivas se han identificado dos factores de
transcripcién denominados XBP1 y ATF6. Estan implicados en los mecanismos biolégicos y moleculares para mejorar
los procesos de agregacion y plegamiento de proteinas. Principalmente, la nueva proteina de fusién tiene como
objetivo activar la transcripcién de clisteres de genes implicados en la mejora del plegamiento de proteinas. A
continuacion, reducir su agregacién reprogramando la transcripcion de genes especificos implicados en el plegamiento
de proteinas, tales como las chaperonas. El fenémeno de agregacién de proteinas es una caracteristica comun en las
enfermedades neurodegenerativas y una causa de muerte neuronal selectiva.

Las terapias farmacolégicas existentes hoy en dia son solo paliativas, ya que estan enfocadas a reducir los sintomas
de los pacientes que padecen estas enfermedades y no consiguen frenar la muerte selectiva de las neuronas. En
general consisten en terapias farmacolégicas que regulan los niveles de neurotransmisores alterados a causa de la
muerte de grupos neuronales fundamentales, que aseguran el correcto funcionamiento del cerebro. Un ejemplo de
este tipo de terapia es la administracion de L-dopa y sus derivados farmacolégicos a pacientes con Parkinson. Este
compuesto es capaz de restaurar los niveles de dopamina en los pacientes, pero no detiene la muerte selectiva de las
neuronas dopaminérgicas que provocan esta enfermedad. La presente propuesta se centra en frenar la muerte
neuronal mediante terapia génica y producir un tratamiento eficaz y definitivo para este tipo de patologia.

Existen otras patologias relacionadas con enfermedades neuromotoras tales como la enfermedad de Huntington,
donde sus tratamientos son limitados o inexistentes. Esta enfermedad es una patologia neurodegenerativa hereditaria
dominante causada por una mutaciéon del gen IT15, que codifica la proteina huntingtina. La mutacién da como
resultado la expansién de un segmento de poliglutamina en el extremo N-terminal de la proteina, que genera
agregados de proteinas en las neuronas espinales medias (MSN) de la region estriada. Esto desencadena
degeneracién neuronal y sintomas caracteristicos de la enfermedad, tales como pérdida progresiva del control de los
movimientos musculares voluntarios (corea), sintomas psiquiatricos y demencia (Atwal, 2007).

Hasta la fecha, la propuesta para el uso de una proteina de fusion sintética no se ha abordada en general. Existen
publicaciones tales como los documentos W02004/111194 y W02006/028889, que apuntan a la formacién de
proteinas recombinantes que codifican para la XBP1, elF2a, S51A y ATF (formas posteriores a la delecién mediante
empalme), separadas, no como una proteina de fusion, lo cual no busca optimizar la mejora en el control de las
enfermedades neurodegenerativas en un solo constructo.

Por otro lado, existen documentos individuales que apuntan a la disminucién endégena de XBP1, como se presenta
en la patente US2013197023, que se correlaciona con una mayor capacidad de plegamiento del reticulo
endoplasmatico (RE) necesaria para mantener la homeostasis celular. Esta regulaciéon negativa individual de la
expresién de XBP1 se ha implicado en la generacién de neuroproteccion en la enfermedad de Huntington y la
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), como se presenté en la solicitud de patente W0O2010/008860.

Otra patente relevante respecto a la medicion del estrés del RE, donde esta implicado el factor de transcripcion XBP1,
es la patente japonesa JP2007129970.

En general, este desarrollo se refiere a la sintesis y viabilidad de un nuevo péptido conformado por XBP1s, un péptido
enlazador y ATF6f para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas tales como la Enfermedad de Parkinson
y la Enfermedad de Huntington, sin limitarse Gnicamente a estas.

Una de las patentes que se acerca a este planteamiento es la solicitud de patente chilena 3590-2014, que presenta
un método de tratamiento genético para mejorar la memoria con un virus recombinante AAV/XBP1S-HA. Este
tratamiento acerca el péptido XBP1s-HA a mejorar una funcién cognitiva, pero no a tratar una enfermedad. Por otro
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lado, no se habla de una proteina de fusién funcional que implique la XBP1s dentro de sus componentes.

El documento W(02016106458 divulga el virus AAV/XBP1S-HA, su método de terapia génica y su uso en la
optimizacién y mejora del aprendizaje, la memoria y las capacidades cognitivas.

El documento US2017360961 divulga el virus AAV/XBP1S-HA, su método de terapia génica y su uso en la
optimizacién y mejora del aprendizaje, la memoria y las capacidades cognitivas.

El documento WO2017059554 divulga un método para el tratamiento genético utilizando el virus aav-xbp1s/gfp y su
uso en la prevencion y el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica.

Zuleta A. et al., Biochemical and Biophysical Research Communications, vol. 420, num. 3, (2012), pags. 558 - 563,
divulga que la administracién mediada por AAV del factor de transcripcion XBP1s en el cuerpo estriado reduce la
agregacion de huntingtina mutante en un modelo de ratén de la enfermedad de Huntington.

Sado M. et al., Brain Research, Elsevier, Amsterdam, NL, vol. 1257, pags. 16 - 24, describe un efecto protector contra
los insultos relacionados con la enfermedad de Parkinson mediante la activaciéon de XBP1.

Byrd, A. E. et al., Cells., (20120000}, vol. 1, nim. 4, pags. 738 - 753 divulga que los procesos estan detalladamente
regulados y describe una caja de herramientas celular para afinar la expresién y actividad de XBP1.

Acharya, A. et al., Journal of Structural Biology, (20060800}, vol. 155, nim. 2, pags. 130 - 139 divulga la identificacion
experimental de familias B-ZIP homodimerizadoras en Homo sapiens.

Newman J. R. et al., Science, (20030600}, vol. 300, n.® 5628, paginas 2097 - 2101, divulga una identificacién
exhaustiva de las interacciones de BZIP humanas con conjuntos de superhélices.

Yamamoto, K. et al., Developmental Cell, (20070900}, vol. 13, n.2 3, pags. 365 - 376, divulga que la induccion de
transcripcion de proteinas de control de calidad er mamiferos esta mediada por la accién Unica o combinada de ATF6a
y XBPI.

Shoulders, M. D. et al., Cell Reports, (20130400}, vol. 3, nim. 4, pags. 1279 - 1292, divulga la activacién independiente
del estrés de la XBP1s y/o ATF6 divulga tres entornos de proteostasis del RE funcionalmente diversos.

Resumen de la invencion

Estudios recientes indican que la alteracién cronica de la homeostasis de las proteinas en el RE (reticulo
endoplasmico) es un evento patologico transversal que se observa en practicamente todas las enfermedades
neurodegenerativas asociadas a los trastornos por plegamiento de proteinas, tales como la enfermedad de Alzheimer,
la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica, entre otras.

Diferentes condiciones interfieren con la sintesis de proteinas y el proceso de plegamiento en el lumen del RE, lo que
resulta en una acumulacién anormal de proteinas mal plegadas. Esta afeccién, llamada estrés del RE, puede
estimularse por la expresion de determinadas proteinas mutantes, asi como por la alteracién en el proceso de sintesis
y maduracién de proteinas. En respuesta a este fendmeno, se activa una cascada de sefializacién intracelular
integrada llamada UPR. La activacion de la UPR da como resultado diferentes cambios en la expresion génica que
tienen un efecto global sobre la homeostasis de las proteinas, disminuyendo, por ejemplo, los niveles de agregacién
anormal y mal plegamiento de proteinas resultantes de:

(i) una mayor expresion de chaperonas y foldasas;
(i) un mejor control de la calidad de las proteinas; y
(iii) la eliminacion masiva de proteinas defectuosas.

El objetivo inicial de la UPR es recuperar el equilibrio proteico, manteniendo la viabilidad celular. Sin embargo, el estrés
cronico del RE da lugar a la muerte celular por apoptosis, fenémeno observado en varias patologias
neurodegenerativas.

La fase inicial de la UPR esta mediada por tres "sensores de estrés" del RE:

1) PERK (proteina cinasa activada por ARN bicatenario [PKR] tal como la cinasa del reticulo endoplasmico);
2) ATF6 (factor de transcripcién activador 6); y

3) IRE1 (cinasa que requiere inositol 1)

Cada uno de estos sensores transmite informacion sobre el estado de plegamiento en el lumen del RE al nicleo
mediante el control de factores de transcripcion especificos, donde destaca la XBP1 (proteina de unién a X-Box-1).
La XBP1 regula una serie de genes implicados en el control de calidad de las proteinas, el plegamiento, entre otros
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procesos. Estas tres vias adaptativas actuan al unisono, manteniendo la homeostasis de las proteinas y la
supervivencia celular. A diferencia de las respuestas dependientes de ATF6 y XBP1, la sefializacién mediada por el
sensor PERK también se ha asociado con efectos proapoptoticos. Estas definiciones previas han colaborado en el
desarrollo de este proyecto para definir el impacto de la UPR en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas,
ademas de disefiar nuevos modelos animales para medir estas respuestas.

Pruebas anteriores han descrito que una ganancia en la funcion XBP1 ralentiza el proceso neurodegenerativo en
modelos animales de tres enfermedades neurodegenerativas: la enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson
y esclerosis lateral amiotréfica. Por otro lado, también se ha determinado que la carencia del factor de transcripcion
ATF6 provoca una pérdida de resistencia a la muerte neuronal en modelos preclinicos de la enfermedad de Parkinson.
Estos antecedentes indican la importancia de estos factores de transcripcidon en los procesos neurodegenerativos
debido a la formacion de agregados proteicos toxicos. Por lo tanto, UPRplus® se basa en la fusion de dos
componentes activos de la UPR, tal como son la XBP1, el ATF6 y un péptido enlazador.

Actualmente UPRplus se ha desarrollado y presenta actividad de transcripciéon especifica de un grupo (cluster) de
genes relacionados con la UPR. UPRplus es una proteina de fusién y potencialmente puede participar en el proceso
de aliviar la carga de los agregados proteicos toxicos en las neuronas.

La invencion se expone en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

Un primer aspecto de la presente invencién esta relacionado con incluye un vector adenoasociado (AAV), que
comprende un genoma viral recombinante donde dicho genoma comprende un casete de expresion que comprende
una region reguladora de la transcripcién especifica para tejidos neuronales unida de forma operativa a un
polinucleétido de interés que codifica una proteina de fusién, en el que la proteina de fusion comprende la forma activa
de la proteina de unién a X-Box 1 (XBP1s), la forma activa del factor de transcripcién activador 6 (ATF6f) y una
secuencia puente o enlazadora.

Depo6sito de microorganismos

El plasmido pAAV_ATF6f-LFG-XBP1s-HA fue depositado el 7 de octubre de 2015 en la Organizacién Internacional de
Depositos Bioldgicos, Instituto de Investigaciones Agropecuarias de Chile (INIA), con el nimero de dep6sito RGM
2232.

El plasmido pAAV_ATF6f-LF-XBP1s-HA fue depositado el 7 de octubre de 2015 en la Organizacién Internacional de
Depésitos Biologicos, Instituto de Investigaciones Agropecuarias de Chile (INIA), con el nimero de depésito RGM
2231.

El plasmido pAAV_ATF6f-L4H4-XBP1s-HA fue depositado el 7 de octubre de 2015 en la Organizacién Internacional
de Depésitos Biologicos, Instituto de Investigaciones Agropecuarias de Chile (INIA), con el nimero de depésito RGM
2233.

El plasmido pAAV_XBP1s-LFG-ATF6f-HA fue depositado el 7 de octubre de 2015 en la Organizacién Internacional de
Depésitos Biologicos, Instituto de Investigaciones Agropecuarias de Chile (INIA), con el nimero de depésito RGM
2235.

El plasmido pAAV_XBP1s-LF-ATF6f-HA fue depositado el 7 de octubre de 2015 en la Organizacién Internacional de
Depésitos Biologicos, Instituto de Investigaciones Agropecuarias de Chile (INIA), con el nimero de depésito RGM
2234,

El plasmido pAAV_XBP1s-L4H4-ATF6f-HA fue depositado el 7 de octubre de 2015 en la Organizacién Internacional
de Depésitos Biologicos, Instituto de Investigaciones Agropecuarias de Chile (INIA), con el nimero de depésito RGM
2236.

Descripcion detallada de la invencion

Cabe destacar que la presente invencién no se limita a la metodologia, compuestos, materiales, técnicas de
fabricacién, usos y aplicaciones en particular descritos en la presente memoria, ya que estos pueden variar. También
debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria se utiliza con el Gnico propésito de describir una
representacion concreta y no pretende limitar la perspectiva y el potencial de la invencion. La materia objeto
reivindicada queda abarcada en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

Cabe destacar que las formas en singular utilizadas en el uso y el método, tal como se expresa en el conjunto de

reivindicaciones y a lo largo del texto, no excluye las formas en plural, a menos que sea dentro de un contexto que lo

implique claramente. Asi, por ejemplo, la referencia a un "uso o método" es una referencia a uno o mas usos o métodos

e incluye equivalentes conocidos por quienes tienen conocimiento de la materia objeto (técnica). De forma parecida,
" "

para mencionar otro ejemplo, la referencia a "una etapa", "un estadio” o "un modo" es una referencia a uno o mas
etapas, estadios 0 modos y puede incluir subetapas, subestadios o submodos, implicitos y/o consecuentes.
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Todas las conjunciones deben entenderse en el sentido menos restrictivo y mas inclusivo posible. Asi, por ejemplo, la
conjuncion “0” debe entenderse en su sentido l6gico ortodoxo, y no como “o excluyente”, a menos que el contexto o
el texto asi lo requiera o lo indique expresamente. Las estructuras, materiales y/o elementos descritos en la presente
memoria también deben entenderse como referencias a equivalentes funcionales para evitar enumeraciones
exhaustivas e interminables.

Las expresiones utilizadas para indicar aproximaciones o conceptualizaciones deben entenderse como se expresan
en la presente memoria, a menos que el contexto requiera una interpretacién diferente.

Todos los nombres y términos técnicos y/o cientificos utilizados en la presente memoria tienen el significado comun
que les atribuye una persona comin, capacitada en estas materias, salvo que expresamente se indique lo contrario.

La presente invencion describe vectores basados en los serotipos AAV2, AAV6E, AAV7, AAVE, AAV9, AAV10, AAV10,
AAV11 y AAV pseudotipificados y a partir de virus adenoasociados capaces de mediar eficazmente la transferencia
de genes al sistema nervioso central.

La administracion sistémica de estos vectores también da lugar a un suministro de genes eficaz tanto al cerebro como
a la médula espinal. Se describe en la presente memoria que el vector AAV2 con regiones proximales del promotor
del factor de transcripcion UPRplus permite la generacion de una respuesta inespecifica en un cluster de factores en
el cerebro y la columna. En particular, la administracion local del vector AAV2, que comprende una serie de casetes
de expresién en los que los genes heterdlogos XBP1s y ATF6f estan bajo el control del promotor CMV, lo que mejora
las capacidades motoras y cognitivas en individuos que padecen enfermedades neurodegenerativas. (Figuras 16/17
y 17/17 y figura 17/17).

I. Definicién de términos y expresiones generales

Los términos "virus adenoasociado”, "virus AAV", "viribn AAV", "particula viral AAV" y "particula AAV" tal como se
utilizan en la presente memoria son intercambiables. Se refieren a una particula viral compuesta por, por lo menos,
una proteina de la capside de AAV (preferiblemente todas las proteinas de la capside de un serotipo de AAV concreto)
y un polinucleotido del genoma de AAV encapsulado. Si la particula comprende un polinucleétido heterélogo (es decir,
un polinucleétido distinto de un genoma de AAV nativo tal como un transgén que se administrara a una célula de
mamifero) flanqueado por repeticiones terminales invertidas del AAV, que tipicamente se denomina “vector de
particulas de AAV” o "vector AAV”. AAV se refiere a virus que pertenecen al género Dependovirus de la familia
Parvoviridae. El genoma del AAV tiene aproximadamente 4,7 kilobases de largo y estda compuesto por acido
desoxirribonucleico monocatenario (ADNss) que puede contarse como positivo 0 negativo. El genoma comprende
repeticiones terminales invertidas (ITR) en ambos extremos de la cadena de ADN y dos marcos de lectura abiertos
(ORF): REP y CAP (replicasa y capside). El marco REP consiste en cuatro genes superpuestos que codifican las
proteinas REP (REP 78, Rep 68, Rep 52 y Rep 40) necesarias para el ciclo de vida del AAV. El marco CAP contiene
nucleétidos superpuestos de 20 secuencias de proteinas de la capside: VP1, VP2 y VP3, que interactdan entre si para
formar una capside de simetria icosaédrica.

El término "virus adenoasociado IRT" o0 "AAV IRT", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la repeticion
de terminal invertida presente en ambos extremos de la cadena de ADN de un genoma de virus adenoasociado. Se
requieren secuencias IRT para la multiplicacion eficaz del genoma de AAV. Otra propiedad de estas secuencias es su
capacidad para formar una bifurcacién. Esta caracteristica contribuye a su autocopia, lo cual permite la sintesis
primaria independiente de la segunda cadena de ADN. Las IRT también demostraron ser necesarias tanto para la
integracién del ADN de AAV nativo en el genoma de la célula huésped como para el rescate de la célula huésped, asi
como para la encapsulacion eficaz del ADN de AAV combinado con la generacién de su ensamblaje completo.

El término “AAV2”, tal como se utiliza en la presente invencidn, se refiere al serotipo 2 del virus adenoasociado con
una secuencia gendmica como se define en el nimero de acceso a GenBank AF043303.1, que se encuentra en el
siguiente sitio web: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF043303.1.

Actualmente, se han comunicado aproximadamente 11 serotipos de AAV humanos y aproximadamente 100 serotipos
de AAV de primates que pueden utilizarse como vectores. Cada serotipo representa ventajas y desventajas con
respecto a estabilidad, productividad, inmunogenidad, biodisponibilidad, tropismo, etc. Sin embargo, muchos
laboratorios han desarrollado vectores pseudotipicos, es decir, AAV modificados que contienen proteinas de cubierta
de diferentes serotipos, para obtener las ventajas de diferentes serotipos o evitar las desventajas de algunas proteinas
de cubierta de algunos serotipos. A modo de ejemplo, en ocasiones se utiliza en la presente invencion un virus AAV2/6,
en el que se mezclan las caracteristicas de los dos serotipos virales.

El término "vector de AAV", tal como se utiliza en la presente invencién, también se refiere a un vector que comprende
uno o mas polinucleodtidos de interés (o transgenes) que estan flanqueados por secuencias de repeticidon terminales
(ITR) de AAV. Dichos vectores de AAV pueden replicarse y empaquetarse en particulas virales infecciosas cuando
estan presentes en una célula huésped que se ha transfectado con un vector que codifica y expresa los genes REP y
CAP (es decir, las proteinas REP y CAP de AAV), y donde la célula huésped se ha transfectado con un vector que
codifica y expresa una proteina del marco de lectura del adenovirus E4orf6. Cuando un vector de AAV se incorpora
en un polinucleétido mas grande (por ejemplo, un cromosoma u otro vector tal como un plasmido que se utiliza para
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clonar o transfectar), entonces el vector de AAV tipicamente se denomina "provector”. El provector se puede "rescatar”
mediante replicacién y encapsulacién en presencia de las funciones de empaquetamiento de AAV vy las funciones
auxiliares necesarias suministradas por E4orf6.

El serotipo del vector AAV proporciona la especificidad del tipo de célula donde expresara el transgén dado el tropismo
de cada serotipo.

El término “sitio de unién especifico para la regién reguladora de la transcripcion UPRplus” como se utiliza en la
presente memoria, se refiere a una secuencia de acido nucleico que funciona como un promotor (es decir, regula la
expresién de una secuencia de acido nucleico seleccionada, unida de forma operativa al promotor), y que afecta a la
expresién de una secuencia de acido nucleico seleccionada en las células de tejidos especificos, tales como las
neuronas. El sitio de unién especifico para el elemento regulador de la transcripcion del tejido neuronal puede ser
constituyente o inducible.

El término "gen CAP" o "gen CAP de AAV", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un gen que codifica
una proteina CAP. El término “proteina CAP”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un polipéptido
que tiene actividad de por lo menos una actividad funcional de la proteina CAP de un AAV nativo (VP1, VP2, VP3).
Ejemplos de actividades funcionales de las proteinas VP1, VP2 y VP3 incluyen la capacidad de inducir la formacién
de la capside, facilitar la acumulacién de ADN de cadena simple, facilitar el empaquetamiento del ADN de AAV en la
capside (es decir, encapsulacion), unirse a receptores celulares y facilitar la entrada del virus en un huésped.

El término "capside", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la estructura en la que esta empaquetado
el genoma viral. Una capside consiste en una estructura oligomérica con subunidades estructurales de proteinas CAP.
Por ejemplo, el AAV tiene una capside icosaédrica formada por la interaccién de tres proteinas de la céapside: VP1,
VP2y VP3.

El término "composicién celular”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un material de tipo compuesto
que comprende las células descritas en la presente memoria y por lo menos otro componente. La composicion puede
formularse como una formulacién Unica o puede presentarse como formulaciones separadas de cada uno de los
componentes, que pueden combinarse para el uso conjunto como una preparacién combinada. La composicion puede
ser un Kit de piezas, donde cada uno de los componentes se formula y empaqueta individualmente.

El término "promotor constituyente”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un promotor cuya actividad
se mantiene a un nivel relativamente constante en todo un organismo, o durante la mayoria de los estadios
experimentales, con poca o ninguna consideracion por las condiciones ambientales y externas de la célula.

El término “casete de expresion”, tal como se utiliza aqui, se refiere a una construccion de acidos nucleicos, generados
sintéticamente o por recombinacion, con una serie de elementos especificos de los &cidos nucleicos, que permiten la
transcripcién de un acido nucleico concreto en una célula diana.

El término "genes que desempefian funciones de soporte", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a
genes que codifican polipéptidos, que realizan funciones en el AAV que son dependientes para la replicacion (es decir,
"funciones de soporte"). Las funciones auxiliares incluyen funciones que resultan necesarias para la replicacién de
AAV, incluidos estos fragmentos implicados en la activacion de la transcripcion del gen de AAV, los estadios
especificos del empalme del ARNm de AAV, la replicacion del ADN de AAV, la sintesis de productos CAP y el
ensamblaje de la capside de AAV. Las funciones virales accesorias pueden obtenerse a partir de cualquiera de los
virus auxiliares conocidos tales como adenovirus, virus del herpes, lentivirus y virus vaccinia. Las funciones auxiliares
incluyen, entre otras, el lentivirus WHYV.

El término “unido de forma operativa’, como se describe en la presente memoria, se refiere a la relacion funcional y
ubicacién de una secuencia promotora con respecto a un polinucleétido de interés (p. €j., un promotor o potenciador
esta unido de forma operativa a una secuencia codificadora que afecta a la transcripcidon de esa secuencia). En
general, un desarrollador unido de forma operativa esta adyacente a la secuencia de interés. Sin embargo, no es
necesario que un potenciador esté adyacente a la secuencia de interés para controlar su expresion.

El término "administrado localmente", tal como se utiliza en la presente memoria, significa que los polinucledtidos,
vectores, polipéptidos y/o composiciones farmacéuticas de la invencién se administran al sujeto en o cerca de un sitio
especifico.

Los términos "vehiculos farmacéuticamente aceptables”, "diluyentes farmacéuticamente aceptables”, "excipiente
farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo farmacéuticamente aceptable" son intercambiables en la presente memoria
y se refieren a un sélido, semisélido o liquido de relleno, diluyente o material de encapsulacion no téxico, o una
formulacion auxiliar para cualquier tipo convencional. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable es fundamentalmente
no toxico para los recipientes utilizados en las dosis y concentraciones y es compatible con otros ingredientes de la
formulacién. El nimero y la naturaleza de los vehiculos farmacéuticamente aceptables dependen del método de
administracién deseado. Se conocen vehiculos farmacéuticamente aceptables y pueden prepararse mediante
métodos técnicos bien conocidos.
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El término “promotor”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un acido nucleico que controla la
transcripcion de uno o mas polinucleétidos, ubicado aguas arriba de la secuencia del o los polinucleétidos, y que se
identifica estructuralmente por la presencia de una ARN polimerasa dependiente. El sitio de unién al ADN, los sitios
de iniciacién de la transcripcién y cualquier otra secuencia de ADN, incluidos, entre otros, los sitios de unién al factor
de transcripcion, los sitios de unién a proteinas represoras y activadoras, y cualquier otra secuencia de nucleétidos,
conocida en la técnica por actuar directa o indirectamente en la regulacién de la cantidad de transcripcion del promotor.
Un promotor "especifico de tejido" se activa solo en determinados tipos de células o tejidos diferenciados.

El término "polinucleétido”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una molécula de acido nucleico, ya
sea de ADN o ARN, que contiene desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, respectivamente. El acido nucleico puede
ser bicatenario, monocatenario o contener partes de una secuencia bicatenaria o monocatenaria. El término
"polinucledtido” incluye, entre otras, secuencias de acido nucleico con capacidad de codificar un polipéptido y
secuencias de acido nucleico que son parcial o totalmente complementarias a un polinucleétido endégeno de la célula
o sujeto tratado por él de una manera que, después de la transcripcion, genera una molécula de ARN (p. €j., microARN,
ARNhc, ARNpi)} capaz de hibridar e inhibir la expresion de polinucleétidos endégenos.

El término “puente o enlazador”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia de
polinucleétidos continua o discontinua, ya sea de ADN o de ARN, que permite la separacién fisica de secuencias
objetivas, posicionandolas de manera adecuada para que puedan ser traducidas y transcritas.

El término “cadena” en la presente memoria se refiere a una secuencia de nucleétidos continua (que incluye o no los
nucleétidos naturales o no naturales modificados). Las dos 0 mas cadenas pueden ser, o cada una puede ser parte
de, moléculas separadas, o pueden estar interconectadas de forma covalente, por ejemplo, mediante un acoplamiento
(por ejemplo, un enlazador tal como polietilenglicol), para formar una molécula. Por lo menos una de las cadenas
puede incluir una regién que sea suficientemente complementaria a un ARN diana.

Una segunda cadena del agente de ARNbc, que comprende una regién complementaria a la cadena antisentido, se
denomina "cadena de sentido". Sin embargo, también se puede formar un agente de ARNip a partir de una Unica
molécula de ARN que es por lo menos parcialmente autocomplementaria, formando, por ejemplo, una estructura de
horquilla o de ojal, que incluye una regién duplex. Estos ultimos se denominan en lo sucesivo ARN de horquilla corta
o ARNhc. En dicho caso, el término "cadena" se refiere a una de las regiones de la molécula de ARN que es
complementaria a otra region de la misma molécula de ARN.

El término "genoma viral recombinante”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un genoma de AAV
en el que por lo menos un casete de polinucledtidos no expresivo se inserta en el genoma de AAV nativo.

El término "gen rep" o "gen rep de AAV", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un gen que codifica
una proteina Rep. El término "proteina Rep", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un polipéptido
que tiene por lo menos una actividad funcional de una proteina rep nativa de AAV (p. ej., Rep 40, 52, 68, 78). Una
"actividad funcional" de una proteina Rep (p. g]., Rep 40, 52, 68, 78) es cualquier actividad asociada con la funcién
fisiologica de la proteina, incluida la facilitacién de la replicacion del ADN mediante el reconocimiento, unién y corte
del origen de la replicacion del ADN de AAV, asi como de la actividad helicoidal del ADN. Las funciones adicionales
incluyen la modulacion de los promotores de la transcripcion de AAV (u otros heterélogos) y la integracién especifica
del sitio del ADN de AAV en un cromosoma del huésped.

El término “sujeto”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un individuo, planta, mamifero o animal, tal
como un ser humano, un primate no humano (p. gj., chimpancé u otros simios y otras especies de monos), un animal
(p- €j., aves, peces, ganado, ovejas, cerdos, cabras y caballos), un mamifero (p. ej., perros y gatos) o un animal de
laboratorio (p. €j., roedores, tales como ratones, ratas, ratones con genes silenciados (ratones desactivados), ratones
que sobreexpresan un gen (ratones transgénicos y cobayas). El término no indica una edad o sexo en particular. El
término "sujeto” incluye un embrién y un feto.

El término "administrado sistémicamente" y "administrado sistémicamente”, tal como se utiliza en la presente memoria,
significa que los polinucleétidos, vectores, polipéptidos 0 composiciones farmacéuticas de la presente invencién se
administran a un sujeto de forma no localizada. La administraciéon sistémica de los polinucleétidos, vectores,
polipéptidos o composiciones farmacéuticas de la invencién puede llegar a varios 6rganos o tejidos en todo el cuerpo
del sujeto, o puede llegar a nuevos 6rganos o tejidos especificos. Por ejemplo, la administracién por via intravenosa
de una composicion farmacéutica de la invencién puede dar como resultado la transduccién en mas de un tejido u
Organo en un sujeto.

El término "elemento regulador de la transcripcion”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un
fragmento de &cido nucleico capaz de regular la expresién de uno o mas genes. Los elementos reguladores de
polinucleétidos de la invencién incluyen un promotor.

El término "transduccién”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere al proceso mediante el cual una
secuencia de nucleétidos extrafios se introduce en una célula en un vector viral.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2976 594 T3

El término "transfeccién”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la introduccién de ADN en las células
eucariotas diana.

El término "vector”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una construccion capaz de administrar vy,
opcionalmente, expresar uno o mas polinucleétidos de interés en una célula huésped. Ejemplos de vectores incluyen,
entre otros, vectores virales, vectores de expresion de ADN o ARN desnudo, vectores de plasmidos, césmicos o fagos,
vectores de expresion de ARN o ADN asociados con agentes condensadores catiénicos, vectores de expresion de
ADN o ARN encapsulados liposomales y determinadas células eucariotas, tales como las células productoras. Los
vectores pueden ser estables y autorreplicantes.

No existen limitaciones en cuanto al tipo de vector que se puede utilizar. El vector puede ser un vector de clonacién,
adecuado para la propagacién y para la obtencién de polinucleétidos, constructos genéticos o vectores de expresion
incorporados en varios organismos heterélogos. Los vectores adecuados incluyen vectores de expresion procariéticos,
vectores de fagos y transportadores y vectores de expresién eucariotas basados en vectores virales (p. ej., adenovirus,
virus adenoasociados tales como retrovirus y lentivirus), asi como vectores no virales tales como pSilencer 4,1-CMV.

El término “UPRplus”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a secuencias que consisten en XBP1s,
ATF6f, un promotor, una secuencia de conexién o puente y un epitopo de identificacion.

Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria (por ejemplo, los métodos y composiciones del virus
AAYV con los insertos mencionados anteriormente) se pueden utilizar con cualquier dosis y/o formulacién descrita en
la presente invencion, asi como con cualquier via de administracién descrita en la presente memoria.

Para el término "habilidades terapéuticas o de tratamiento cognitivo y motor", nos referimos a pruebas cognitivas y
motoras realizadas en diferentes especies y/o sujetos con una patologia tal como se define en la presente memoria.

El término "ADNc' o "ADN complementario” se refiere a una secuencia de ADN que complementa perfectamente una
secuencia de ARN utilizada para formar una sintesis de la PCR-TR.

La frase "silenciamiento de un gen diana" se refiere al proceso mediante el cual una célula que contiene y/o expresa
un producto concreto del gen diana cuando no esta en contacto con el agente, contendra y/o expresara por lo menos
el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o menos del producto de dicho gen cuando esta en contacto
con el agente, en comparacion con una célula parecida que no ha estado en contacto con el agente. Este producto
génico diana puede ser, por ejemplo, un ARN mensajero (ARNm), una proteina o un elemento regulador.

El término "complementario" tal como se utiliza en la presente memoria indica un grado suficiente de
complementariedad de modo que tiene lugar una unién estable y especifica entre un compuesto y una molécula de
ARN diana. La unién especifica requiere un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica
del compuesto oligomérico a secuencias no diana, en condiciones en las que se desea la union especifica, es decir,
en condiciones fisiolégicas en el caso de pruebas in vivo o tratamientos terapéuticos, o en el caso de pruebas in vitro,
en las condiciones en que se hayan realizado las pruebas.

El término "sitios de restriccion” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la secuencia de nucleétidos a
la que se une y corta o escinde una enzima de restriccién especifica de dicha secuencia.

Ligandos

Las propiedades de un virus, incluidas sus propiedades farmacolégicas, pueden verse influenciadas y adaptadas, por
ejemplo, mediante la introduccién de ligandos. Ademas, las propiedades farmacolégicas de un agente viral se pueden
mejorar mediante la incorporacion de un ligando en una formulaciéon de agente y un virus.

Los ligandos se pueden unir a una amplia variedad de entidades, tales como ligandos que se unen a un agente viral,
0 se pueden usar como conjugado o aditivo de formulacién; por ejemplo, con el vehiculo de una subunidad
monomérica unida al ligando. Los ejemplos se describen a continuacion en el contexto de una subunidad monomérica
unida a un ligando, pero ese es solo el preferido, y las entidades pueden acoplarse en otro lugar con un virus.

Un ligando altera la distribucién, direccidén o vida (til del agente viral en el que esta incrustado. En las modalidades
preferidas, un ligando proporciona una mejor afinidad por una diana seleccionada; por ejemplo, una molécula, célula
o tipo de célula, un compartimento (tal como un compartimento de célula u érgano, un tejido o region del cuerpo), en
comparacién con una especie en la que dicho ligando esta ausente.

Los ligandos pueden mejorar las propiedades de transporte, hibridacién y especificidad de la molécula diana en el
virus.

Los ligandos en general pueden incluir modificadores terapéuticos, por ejemplo, para mejorar la absorcién de la
molécula en el individuo; compuestos de diagnéstico o grupos de indicadores, por ejemplo, para controlar la
distribucion; agentes reticulantes; fracciones que confieren resistencia a reacciones inmunes; y nucleobases naturales
o inusuales.
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Los ejemplos generales incluyen moléculas lipofilas, lipidos, lectinas (p. gj., hecigenina, diosgenina), terpenos (p. €j.,
triterpenos, sarsasapogenina, friedelina, acido litocolico derivado del epifriedelanol), vitaminas, carbohidratos (p. €j.,
dextrano, pululano, quitina, quitosano), polimeros sintéticos (p. €j., oligolactato de 15-mer) y naturales (p. €j., de peso
molecular bajo y medio), inulina, ciclodextrina o acido hialurénico), proteinas, agentes de unién a proteinas, moléculas
de unién a integrinas, policationes, péptidos, poliaminas, y miméticos de péptidos. Otros ejemplos incluyen células
epiteliales o ligandos de receptores de &cido folico, tales como transferrina.

El ligando puede ser una molécula sintética o recombinante de origen natural, tal como un polimero sintético (por
ejemplo, un poliaminoacido sintético). Ejemplos de poliaminoacidos incluyen polilisina (PLL), acido poliaspartico L-
aspartico, poliacido L-glutdmico, copolimero de estireno-anhidrido de acido maleico, copolimero poli-(lactico-co-
glicélico) de éter divinilico-anhidrido maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)-metacrilamida (HMPA), polietilenglicol
(PEG), alcohol polivinilico (PVA), poliuretano, poli(2-acido etilacrilico), polimeros de N-isopropil-acrilamida o
polifosfaceno. Los ejemplos de poliaminas incluyen: polietilenimina, polilisina (PLL), espermina, espermidina,
poliamina, poliamina pseudopeptidica, poliamina peptidomimética, poliamina dendrimera, arginina, amidina,
protamina, fracciones catiénicas, p. €j., lipido catiénico, porfirina catiénica, sal cuaternaria de una poliamina o un
péptido alfa-helicoidal.

Los ligandos también pueden incluir grupos directores, por ejemplo, un agente director de una célula o tejido, tal como
tirotropina, melanotropina, proteina tensioactiva A, carbohidrato de mucina, un poliaminoacido glicosilado, bifosfonato,
poliglutamato, poliaspartato, un péptido Arg-Gly-Asp (RGD) o un mimético del péptido RGD.

Los ligandos pueden ser proteinas, por ejemplo, glicoproteinas o lipoproteinas tales como lipoproteinas de baja
densidad (LDL), o albumina, tal como seroalbimina, o péptidos, tales como moléculas que tienen una afinidad
especifica por un coligando, o anticuerpos, tales como un anticuerpo que se une a un tipo de célula especifica. Los
ligandos también pueden incluir hormonas y receptores hormonales. También pueden incluir especies no peptidicas,
tales como cofactores, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina,
manosa multivalente o fucosa multivalente.

El ligando puede ser una sustancia, tal como un farmaco, que puede aumentar la absorcion del agente viral dentro de
la célula; por ejemplo, alterando el citoesqueleto de la célula o sus microtubulos, microfilamentos y/o filamentos
intermedios.

En un sentido, un ligando es un lipido o una molécula basada en lipidos. Este lipido o molécula a base de lipidos esta
preferiblemente unido a una proteina del suero, tal como la seroalbimina.

De forma alternativa, se pueden empaguetar virus.

La preparacién de soluciones de virus inyectables, descrita en la presente memoria, se realiza diluyendo la
concentracién de virus necesaria en PBS (tampén de fosfato salino), que se formula de la siguiente manera.

1.- Disolver la dosis viral (previamente diluida en PBS 1x) en 800 ml de agua destilada con:
8 g de NaCl

0,2 g de KCl

1,44 g de Na2HPO4

0,24 g de KH2POq4

2.- Ajustar el pH a 7,4 con HCI.

3.- Ajustar el volumen a 1 L con agua destilada adicional H20.

4.- Esterilizar y autoclave.

Disefio y seleccién

Generacion de variantes de moléculas UPRplus.

Uno de los objetivos de esta patente es generar las seis variantes de un ADN recombinante, compuesto por las
secuencias humanas de la forma activa de XBP1, denominada XBP1s y la forma activa de ATF6, denominada ATF6f.
Las variantes UPRplus incluyen dos variables en su disefio: el orden de las moléculas XBP1s y ATF6f (XBP1s-ATF6f
y ATF6f-XBP1s) y el péptido de unién (también conocido como enlazador) entre ambas secuencias. Los enlazadores
utilizados son los siguientes:

- Enlazador flexible de glicina 19-AA ("GFL");
- Enlazador de hélice alfa 25-AA ("AHL4");y
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- Enlazador flexible ("FL") 50-AA.

Se ha demostrado que estos tres tipos de uniones o puentes proporcionan la flexibilidad y distancia adecuada entre
las proteinas unidas por sus extremos a fin de lograr una interaccién entre ellas. La generacion y evaluacién de
estos tres enlazadores entre las moléculas de XBP1s y ATF6f permitieron ampliar las posibilidades de generar un
factor de transcripcién funcional activo, que adopta una geometria tridimensional adecuada para unir los elementos
especificos del gen.

Ademas, para detectar mejor la expresion de estas proteinas quiméricas, se afiadié la secuencia de la proteina del
péptido de hemaglutinina (HA) (entre otras, sin limitarse a este epitopo) en el extremo carboxilico terminal de todas
las proteinas.

La estrategia de clonacion utilizada gener6 las secuencias de ADN de XBP1s, ATF6fy los tres enlazadores diferentes
mediante sintesis de novo, incluidos los sitios de restriccion para el enlace posterior al vector de expresion pAAV. Este
vector de expresion se utilizd para generar particulas virales anteriores a la seleccién de la variante UPRplus con
mayor actividad neuroprotectora in vitro.

Mediante sintesis de novo se obtuvieron dos conjuntos de secuencias génicas. Estos incluian la secuencia HA en el
tercer extremo y, dependiendo del enlazador, los diversos sitios de restriccion que se muestran a continuacion:

Conjunto 1 XBP1s-enlazador-ATF6f

SnaBl_XBP1s-LFG-ATF6&f Fsel

BspEl_XBPS1s-LF-ATF6f Kpnl

BspEl_XBPs-L4H4-Atf6f _Kpnl

Conjunto 2 ATF6-enlazador-XBP1

SnaBl_ATF6-LFG-XBP1s_Fsel

Kpnl_ATF6-L4H4-XBP1s_Sfil

Kpnl_ATF6-LF-XBP1s_Sfil

Las secuencias de ARNm utilizadas para este fin se describen en las tablas VIl y VIII, ATF6fy XBP1s, respectivamente.

Las secuencias de ARNm de los enlazadores o puentes se describen en la Tabla IX, que muestra los enlazadores
LGF, L4H4 y LF.

Junto con la generacién de estas 6 variantes UPRplus, se produjeron las versiones individuales de la XBP1s y ATF6f
asociadas a AAV (tablas XI y XIl, respectivamente), clonadas en el vector de expresién pAAV para
comparar correctamente la actividad de UPRplus con respecto a la expresion individual de estos factores de
transcripcion.

La expresion de estas secuencias utiliza el mismo promotor de las variantes UPRplus y presenta el péptido HA, a
diferencia de estudios previos realizados con el factor de transcripcion XBP1s y ATF6f, que no contenian estos
elementos.

Una vez obtenidas estas secuencias mediante sintesis de novo, se unieron al vector de expresion pAAV a través de
los sitios de restriccién mencionados anteriormente. Se secuenciaron las 8 versiones del ADN recombinante generado,
confirmando que las secuencias eran correctas y congruentes con los resultados previstos.

La sintesis de novo de las secuencias mencionadas anteriormente y el enlace de estas secuencias al vector pAAV se
realizaron por parte de la empresa GENEWIZ en los Estados Unidos.

Las secuencias obtenidas en los plasmidos se pueden ver como mapas en las figuras 1/17, 2/17, 3/17, 4/17,5/17 y
6/17.

Para confirmar estos plasmidos se realizé un analisis de restriccion de las secuencias obtenidas mediante digestién
del ADN plasmidico utilizando la enzima de restriccion EcoR1.

Los tamafios de fragmentos obtenidos en los ensayos de enzimas de restriccion fueron los previstos, como se muestra
en la figura 7/17.

Un analisis del alcance biomédico para su uso terapéutico aportd un método eficaz e innovador para tratar
enfermedades neurodegenerativas, en las que el uso de esta tecnologia arrojé resultados sorprendentes en su
aplicacion.
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Para explorar la implicacién UPRplus, se generaron las seis variantes de ADN recombinante descritas en los parrafos
anteriores. Codifican secuencias humanas de la forma activa de XBP1, denominada XBP1s, y de la forma activa de
ATF6, denominada ATF6f, unidas por diferentes enlazadores y unidas a un epitopo para la hemaglutinina (HA), entre
otros posibles epitopos.

Con respecto al desarrollo del virus adenoasociado (AAV), éste comprende el genoma viral recombinante que incluye
un casete de expresion con un elemento regulador de la transcripcion unido de forma operativa al polinucleétido de
interés. El tipo de serotipo de AAV aporta parte de la selectividad del tejido en el que se expresara el polinucledtido
de interés, sin ser excluyente.

Elvirus adenoasociado (AAV) incluye cualquier serotipo conocido de los 42 tipos y se obtiene a partir de los parvovirus.
En general, los diversos serotipos de AAV son secuencias genémicas significativamente homélogas en términos de
aminoacidos y acidos nucleicos, que proporcionan funciones genéticas idénticas, proporcionan bacterias Vibrio que
son fundamentalmente idénticas en términos funcionales y fisicos, y su replicacién y ensamblaje utilizan practicamente
los mismos mecanismos.

En la presente invencién en particular, se utilizé AAV de serotipo 2 (tales como los mencionados en el nimero de
acceso a GenBank ((AAV2) NC_001401.2, (AAV6) AF028704.1, NC006260 (AAV7), NC006261 (AAV8), AX753250.1
(AAV9), (AAV10), (AAV11) y AAV pseudotipados, como se presenta para AAV2 en la Tabla X.

Para los virus AAV10 y AAV11, no se dispone de una secuencia completa ya que difieren en las proteinas de la
capside.

El genoma de AAV normalmente comprende un actuador en cis 5 y una secuencia repetida invertida en el terminal 3
y un casete de expresion. Las secuencias ITR o LTR tienen una longitud de 141 pares de bases. Preferiblemente, la
secuencia completa
de las LTR se utiliza en la molécula y solo se permiten ligeras modificaciones de las secuencias. Como se describe
en la presente memoria, el genoma recombinante del AAV comprende la quinta y tercera LTR del AAV. Como se
describe en la presente memoria, la quinta y tercera LTR de AAV se obtienen a partir del serotipo 2 de AAV. Ademas,
como se describe, el genoma recombinante de los AAV carece del marco de lectura abierto Rep y Cap.

Por otro lado, las ITR pueden provenir de otros serotipos de AAV.

El AAV comprende una capside de cualquier serotipo. En particular, para la presente invencion, se prefieren las
capsides derivadas de los serotipos 2, 6, 7, 8, 9y 10. Sin embargo, se prefiere la capsida de AAV del serotipo 2.

En algunas implementaciones, una cap de AAV para su uso en el método descrito en la presente memoria puede
generarse mediante mutagénesis (es decir, inserciones, eliminaciones o sustituciones) de una de las cap de AAV o
sus acidos nucleicos codificadores. En algunas producciones, como se describe en la presente memoria, el limite de
AAV es por lo menos el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 99 % o0 mas parecido a uno o mas de los limites de
AAV mencionados anteriormente.

En algunas implementaciones, la cap de AAV es quimérica y comprende los dominios de dos, tres, cuatro o mas de
las cap de AAV mencionadas anteriormente. En algunos disefios, la cap de AAV es un mosaico de los monémeros
VP1, VP2, VP3y proviene de dos o tres AAV diferentes o0 de un AAV recombinante (rAAV). En algunas producciones,
una composicion de rAAV comprende mas de una de las CAP anteriores.

En algunas implementaciones, una CAP de AAV para su uso en una composicion de rAAV esta disefiado para
contener una secuencia heteréloga u otra modificacion. Por ejemplo, una secuencia peptidica o proteica que confiere
orientacién selectiva o la evasién inmunitaria puede manipularse genéticamente a partir de una proteina Cap. De
forma alternativa, o, ademas, la Cap puede modificarse quimicamente de modo que la superficie del rAAV presente
modificaciones quimicas especificas, tales como polietilenglicolatos, que pueden facilitar la evasién inmunitaria. La
proteina Cap también puede generarse mediante mutaciones guiadas (p. €j., para eliminar su receptor de unién natural
0 para enmascarar un epitopo inmundgeno).

Como se describe en la presente memoria, el vector AAV puede contener un promotor con la adicién de por lo menos
una secuencia diana de por lo menos una secuencia de SnaBl_XBP1s-LFG-ATF6f_Fsel; o BspEl XBPS1s-LF-
ATF6f _Kpnl; o BspEl_XBPs-L4H4-Atf6f_Kpnl; o SnaBI_ATF6-LFG-XBP1s_Fsel; o Kpnl_ATF6-L4H4-XBP1s_Sfil o
Kpnl_ATF6-LF-XBP1s_Sfil que se puede seleccionar de las tablas siguientes: Tabla | (XBP1s-LFG-ATF6f) o Tabla Il
(BspEI_XBPS1s-LF-ATF6f_Kpnl) o Tabla Ill (BspEl_XBPs-L4H4-Atf6f Kpnl)} o Tabla IV (ATF6-LFG-XBP1s) o Tabla V
(ATF6-L4H4-XBP1s) o Tabla VI (Kpnl_ATF6-LF-XBP1s_Sfil), obtenidas de GenBank.

Como se describe en la presente memoria, el vector AAV contiene un promotor con la adicién de por lo menos una de

las secuencias diana de SnaBl_XBP1s-LFG-ATF6f_Fsel; o BspEl_XBPS1s-LF-ATF6f_Kpnl; o BspEl_XBPs-L4H4-
Atfef_Kpnl; o SnaBl.
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Como se describe en la presente memoria, el vector de AAV contiene un promotor con la adicién de por lo menos una
secuencia diana que es el 85 % homologa con una secuencia diana seleccionada de las tablas mencionadas
anteriormente.

Como se describe en la presente memoria, el vector de AAV contiene un promotor con la adicién de por lo menos una
secuencia diana que es el 70 % homoéloga con una secuencia diana seleccionada de las tablas mencionadas
anteriormente.

Como se describe en la presente memoria, el vector de AAV contiene un promotor con la adicién de por lo menos una
secuencia diana, que es un equivalente funcional de una secuencia diana seleccionada de las tablas mencionadas
anteriormente.

El elemento regulador de la transcripcion puede comprender un promotor y, opcionalmente, una regién potenciadora.
El promotor se selecciona preferiblemente de esta lista: CMV, PGK1, CAMKII, THY1, GAD34 entre otros. No es
necesario que el potenciador sea especifico del tejido neuronal.

En una implementacién, el promotor es especifico, por ejemplo, del citomegalovirus, también conocido como CMV.

En una implementacién, el promotor es especifico, por ejemplo, de la proteina fosfoglicerato cinasa 1, también
conocida como PGK1.

En una implementacién, el promotor es especifico, por ejemplo, calcio calmodulina cinasa 2, también conocida como
CAMKII.

En una implementacién, el promotor es especifico, por ejemplo, también conocido como Thy1.

En una implementacion, el promotor es especifico, por ejemplo, el de la descarboxilasa del acido glutamico 34, también
conocido como GAD34, que normalmente opera en las neuronas GABAérgicas.

En otra implementacion, el casete de expresidén que forma parte del AAV de la presente invencién también comprende
un elemento regulador posterior a la transcripcion. En una implementacién preferida, el elemento regulador posterior
a la transcripcion es el elemento regulador posterior a la transcripcion del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE)
o variantes funcionales y fragmentos del mismo y el PPT-CTS o variantes funcionales y fragmentos mismos. En una
implementacién particular, el elemento regulador posterior a la transcripcion es el WPRE.

El casete de expresién que forma parte del AAV segun la invencién comprende un "polinucleétido de interés". En una
realizacion preferida, el polinucleétido de interés codifica una proteina que actla sistémicamente. En otra
implementacion, el polinucledtido de interés codifica una proteina que actia dentro de una neurona. En una
implementacién preferida, la proteina que actia dentro de esa neurona es: XBP1s-LFG-ATF6f; o XBP1s-LF-ATF6f; 0
XBP1s-LF-ATF6f; 0 XBP1s-L4H4-ATF6f; 0 ATF6f-LFG-XBP1s; 0 ATF6-L4H4-XBP1s o ATF6f-LF-XBP1s, incluyendo
cualquiera de sus isoenzimas que varian en ubicaciones subcelulares.

El limite de tamafio del empaquetamiento del vector de AAV se limita al tamafio del genoma de AAYV de tipo silvestre,
cuyo tamafio varia segun el estereotipo de AAV (concretamente, entre 4087 y 4767). Por ejemplo, el AAV-2 nativo
tiene un tamafio de genoma de 5382. En algunas formas de realizacién, la capacidad de clonacién del vector de ARN
recombinante puede ser limitada, y una secuencia codificadora deseada puede implicar la sustitucién completa de 4,8
kilobases del genoma del virus. Por lo tanto, los genes de gran
tamafio pueden no ser adecuados para su uso en un vector AAV recombinante estandar en algunos casos. El experto
medio distinguira que existen opciones en la técnica para superar una capacidad de codificacion limitada. Por ejemplo,
los dos genomas /RT AAV puede hibridarse para formar concatémeros de cabeza a cola, casi duplicando la capacidad
del vector. La insercién de los sitios de empalme permite la eliminacion de los /RT después de la transcripcién. Otras
opciones para superar una limitada capacidad de clonacién resultaran evidentes para el experto en la materia.

Como objetivo siguiente, se sometié a prueba la expresién de estas variantes en una linea celular humana. Esta
prueba se explica a continuacién, pero no se reivindica. Para llevar a cabo este objetivo, las células derivadas del
neuroblastoma SHSY5Y se sustituyeron por células HEK293, debido al bajo porcentaje de transfeccion (30 %) de las
células SHSY5Y. Las células HEK293 corresponden a una linea celular embrionaria de rifién humano, que presenta
un alto porcentaje de transfeccién (80 %) por el método del CaPOa.

Las células HEK293 se transfectaron con las 6 variantes UPRplus. Como control, se incluyeron las versiones
individuales de la XBP1s y ATF6f humanas (Tablas Xl y XlI, respectivamente) que se clonaron en el mismo vector de
expresion. También se incluy6 la expresion de dos versiones correspondientes a la secuencia de XBP1 en el ADN de
raton existente en el laboratorio.

Las células HEK293 se transfectaron mediante el método de CaPQO4 con los respectivos ADN recombinantes y
después de 48 horas de expresién se realiz la extraccién de proteinas con tampén RIPA y la cuantificacion del total
de proteinas.
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Posteriormente se detectaron diferentes proteinas por medio de inmunoelectrotransferencia (WB), utilizando los
anticuerpos anti-HA, anti-XBP1 y anti-ATF6.

El analisis de WB mostré que estas proteinas se expresaron correctamente, ya que fue posible detectar todas las
variantes UPRplus con el anticuerpo anti-HA como se muestra en la figura 8/17. El epitopo de la hemaglutinina (HA)
esta presente en el extremo C-terminal de todas las variantes UPRplus y, por lo tanto, se utilizé como una primera
aproximacién. Los pesos moleculares obtenidos fueron aproximadamente ~100 kDa para las variantes UPRplus y
~50 kDa para las proteinas individuales.

El tamafio molecular obtenido para la version individual de la XBP1s clonados en la expresion viral de las variantes
UPRplus no difiere en comparacién con las versiones de XBP1s de ratdn ya caracterizadas y determinadas en el
mismo ensayo (Figura 8/17, carriles 8 y 11). Los pesos moleculares obtenidos segun la migracién electroforética fueron
superiores a los pesos moleculares previstos (véase la figura 8/17), tanto para las proteinas UPRplus como para las
proteinas individuales.

Por otro lado, la expresién de la XBP1s humana se detecto6 en todas las variantes UPRplus (carriles 1 a 6, figura 9/17)
asi como en la variante individual (carril 8, figura 9/17) mediante el anticuerpo anti-XBP1 143F (Biolegend). Dado que
este anticuerpo solo reconoce la forma humana de la XBP1s, no fue posible detectar la expresion de la secuencia de
ratén de la XBP1s (carriles 9, 11 y 12, figura 9/17).

Finalmente, la proteina ATF6f presente en las variantes UPRplus también se detecté con un anticuerpo anti-ATF6
(abCam) como se muestra en la figura 10/17. Este anticuerpo reconoci6 las versiones humanas y de ratén de ATF6f
(Figura 10/17).

Para determinar la ubicacion subcelular de estas proteinas en las células HEK293, se llevaron a cabo ensayos de
inmunofluorescencia indirecta (como se describe en la presente memoria, pero no se reivindica) en las células que
expresan proteinas UPRplus y sus versiones individuales. Se utilizaron los mismos anticuerpos descritos
anteriormente, utilizados en el analisis de WB. Se detect6 la expresion del epitopo HA, de las proteinas XBP1y ATF6
(Figuras 11/17, 12/17 y 13/17) en las células HEK293 transfectadas de forma transitoria con las diferentes variantes
UPRplus y también en las células transfectadas con las versiones individuales de las proteinas XBP1s y ATF6. A partir
de estos resultados, determinamos que la ubicacién subcelular de las 6 variantes UPRplus corresponde a un patron
nuclear que se hizo evidente tras el comarcado con la sonda Hoechst, que tifie especificamente los nicleos de las
células (Figuras 11/17, 12/17 y 13/17). Para determinar la especificidad del anticuerpo anti-HA, se incluyeron como
control negativo las células que se transfectaron de forma transitoria con el plasmido mXBP1s/EGFP correspondiente
a la secuencia de ratén de la XBP1s (Figura 11B/17).

También se determiné que el anticuerpo anti-XBP1 reconoce especificamente la proteina XBP1 mediante
inmunofluorescencia en todas las variantes UPRplus. La especificidad del anticuerpo anti-XBP1 se determiné
mediante la ausencia de la marca en las células transfectadas con ATF6 individualmente o en las células no
transfectadas. (Figura 12A/17). Con este ensayo, fue posible detectar la secuencia de raton de la XBP1s utilizando el
anticuerpo anti-XBP1 (Figura 12B/17). Este ensayo no se reivindica.

La expresion de ATF6 también fue corroborada mediante inmunofluorescencia en las células HEK293 transfectadas
con las variantes UPRplus. La deteccion de la proteina ATF6 se observo en todas las variantes proteicas UPRplus,
excepto en las células que se transfectaron con XBP1s individualmente, lo cual se utilizé6 como control negativo (Figura
13/17). Este método no se reivindica.

Posteriormente a la localizacién subcelular de la expresion de estas proteinas en las células HEK293 transfectadas,
se evalud la activacién del elemento promotor en respuesta a la respuesta de la proteina desplegada, "UPR", mediada
por el virus pAAV-UPRplus, utilizando indicadores acoplados a la actividad Luciferasa. Este método no se reivindica.

Este analisis de la actividad de transcripcion de las variantes de pAAV-UPRplus se llevé a cabo utilizando el sistema
de indicadores de la Luciferasa bajo el control del elemento UPR, denominado "UPRE", que responde preferiblemente
al heterodimero entre ATF6f y XBP1s. Con esta finalidad, se transfectaron conjuntamente las células HEK293 con los
plasmidos pAAV-UPRplus 1 a 6 junto con el plasmido indicador de la luciferasa-UPRE. Ademas, se transfecté un
plasmido codificador de la Renilla, que se utiliz6 como control interno del ensayo para determinar el porcentaje de
células que expresan todos los plasmidos, ya que expresa constitutivamente una molécula quimioluminiscente
(Promega, sistema de ensayo de indicadores Dual-Luciferase®). Después de 48 horas de expresion, se midi6 la
luminiscencia obtenida en un luminémetro. Los niveles de activacion del elemento de respuesta a UPR por las
variantes pAAV-UPRplus se compararon con los generados por la transfeccién del plasmido codificador para la forma
activada de la XBP1s, denominada pAAV-XBP1s, y la forma activa de la ATF6, denominada pAAV-ATF6f, y la
transfeccion conjunta de ambos plasmidos (pAAV-XBP1s y pAAV-ATF6f). También se incluyé como control positivo
del experimento la transfeccion del plasmido pCDNA3-mXBP1s correspondiente a la versién de la secuencia de ratén
de la XBP1s. La transfeccion del vector vacio pCDNA3 también se incluyé como actividad inicial del sistema de
actividad de transcripcion XBP1/ATF6 de los factores de transcripcion XBP1/ATF6. Este método no se reivindica.
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La figura 14/17 muestra la actividad de transcripcion de las 6 variantes UPRplus y de los controles relevantes. Los
valores mostrados representan el promedio de tres experimentos independientes. Como se muestra en la Tabla XIlI:

Tabla XIII:

Plasmido Experimento 1| Experimento 2 |Experimento 3| Promedio SEM
PAAv_ATF6f-LFG-XBP1s-HA  [101,1517 99,62383 125,4241 108,73321 [8,357091867
PAAv_ATF6f-LF-XBP1s-HA 88,52831 119,747 191,8758 133,3837033 [30,60308089
PAAv_ATF6f-L4H4-XBP1s-HA {79,35313 77,71852 71,44357 76,17174 2,410717813
PAAv_XBP1s-LFG-ATF6f-HA  [17,81713 12,53527 21,4335 17,26196667 [2,583652391
PAAv_XBP1s-LF-ATF6f-HA 15,62922 11,8496 23,48904 16,98928667 (3,428142203
PAAv_XBP1s-L4H4-ATF6f-HA [9,228968 11,24907 10,3266 10,26821267 (0,583883502
PAAv_ATF6f-HA 120,188 122,1534 139,6209 127,3207667 |6,17618165
PAAv_XBP1s-HA 47,8104 47,95798 46,66553 47.,47797 0,408447887
PAAv_ATF6f-HA + 100 100 100 100 0
PAAv_XBP1s-HA
pPCDNA3_mXBP1 77,29633 120,5979 116,0251 104,6397767 [13,73530344
pPCDNA3 4,874095 6,953351 4,208801 5,345415667 |0,826588582

La actividad maxima (100 % de la actividad de transcripcién) se determiné como los valores de activacion alcanzados
por las variantes XBP1 y ATF6f transfectadas conjuntamente, y en base a este valor se normalizaron las actividades
de cada una de las variantes en cada experimento no reivindicado.

Los resultados obtenidos muestran una actividad de transcripcién de las variantes 1-3 parecida a la afeccion de la
coexpresion de XBP1s y ATF6f. Estas variantes son capaces de unirse a la regién promotora UPRE y lograr activar
la expresion del indicador de la Luciferasa. Las variantes 4-6 presentaron niveles de actividad de transcripcion en torno
al 20 % con respecto al control de la coexpresion ATF6f/XBP1s, por lo que es probable que no consigan unirse a la
region promotora UPRE o que la estructura que adopta esta proteina quimérica altere su unién a la secuencia de ADN.

Ademaés, se determiné que las variantes individuales son capaces de activar la region promotora UPRE y que la ATF6f
presenta una mayor actividad que la proteina XBP1s.

Estos resultados verifican que tres de las variantes mixtas de "ATF6f-XBP1s", las asignadas como 1, 2y 3, mantienen
la propiedad activadora de la UPR, lo que indica que la estrategia propuesta en el proyecto es viable y posiblemente
sea capaz de activar genes diana relacionados con la actividad de transcripcion del heterodimero ATF6f/XBP1s.

La etapa siguiente en este desarrollo fue evaluar la activacion de las dianas de transcripcién de la UPR mediadas por
la expresién de pAAV-UPRplus.

Se usaron células HEK293 para llevar a cabo este estudio (descrito en la presente memoria, pero no reivindicado),
las cuales se transfectaron con los plasmidos codificadores para las seis variantes de pAAV-UPRplus y las variantes
individuales de pAAV-XBP1 y pAAV-ATF6f. Ademas, se incluyé la transfeccion conjunta de ambas variantes (pAAV-
XBP1s y pAAV-ATF6f), afeccién que se consideré como la méxima activacion alcanzada por el heterodimero en estas
pruebas experimentales.

Tras 24 horas de expresion, se midié la activacion de la transcripcion de genes asociados a la via UPR mediante la
cuantificaciéon de los niveles de ARNm de un grupo de genes descritos como dianas de transcripcion moduladas por
el heterodimero ATF6f-XBP1s mediante la técnica de PCR en tiempo real. Este método no se reivindica.

En cuanto a la informacién general no reivindicada, los genes analizados durante este estadio del proyecto se
describieron en un estudio reciente (Shoulders et al., 2013), que determind, mediante secuenciacion masiva, los genes
regulados diferencialmente por XBP1s y/o ATF6 en las células HEK293. En este estudio se generaron células HEK293
que son capaces de expresar los factores de transcripcién XBP1s y/o ATF6f de forma diferencial e inducida mediante
la adiciéon de farmacos que controlan la expresion de estas proteinas. Este sistema es capaz de expresar XBP1
mediante la adicion de doxiciclina, ATF6f mediante el farmaco trimetoprima (TMP) y ambas proteinas (heterodimero)
mediante la incubacién con ambos farmacos.
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Los genes descritos que se expresan diferencialmente mediante estos factores de transcripcién se muestran en la
Tabla XIV siguiente:

Table XIV:
XBP1 ATF6 XBP1 /ATF6
Erdj4 HspA5 (BiP) Creld2
Sec24D HerpUD Edem1
Stt3a Pdia4 Hyou1
SeliL Sulf1

La Tabla XIV anterior presenta los genes regulados por XBP1 y/o ATF6 en las células HEK293 inducibles.

En base a esta informacién, se generaron secuencias de oligonucleétidos para determinar los niveles de expresién de
los genes que se muestran en la Tabla XIV usando PCR en tiempo real en las células HEK tratadas con el farmaco
tunicamicina, que induce el estrés del reticulo endoplasmico (RE). Este método no se reivindica.

Con este ensayo no reivindicado pudimos probar la eficacia de amplificaciéon de estos genes y corroborar que estos
genes se activan en respuesta a la afeccion del estrés del RE.

Como se muestra en la figura 15/17, se determiné que los genes se amplificaron eficazmente y también se confirmé
que aumentan su expresion en respuesta a la afeccién del estrés del RE.

Posteriormente, se compararon los niveles de ARNm de algunas de las dianas de transcripcion de la UPR, obtenidas
a partir de las células HEK293 transfectadas con cada una de las seis variantes de pAAV-UPRplus, pAAV-XBP1s o
pAAV-ATF6f individualmente, y transfectadas conjuntamente con ambas variantes (pAAV- XBP1 y pAAV-ATF6f). Los
métodos utilizados para ello no se reivindican.

Los genes que se eligieron para el analisis fueron los asociados con la activacion del heterodimero. Los genes elegidos
fueron: CRELD2, un gen asociado a la degradacion de proteinas desplegadas asociadas al proceso RE 5 llamado
ERAD (degradaciéon de proteinas asociadas al reticulo endoplasmico), HYOU1, relacionado con el proceso de
plegamiento de proteinas, y EDEM 1, asociado a ERAD y SULF1, una enzima secretada implicada en la formacion de
la matriz extracelular. Ademas, se determiné la activacion de BIP, asociada con el plegamiento de proteinas y la
HERPUD implicada en el proceso ERAD. Para los ARN mensajeros asociados con la expresion del heterodimero tal
como Creld2, Edem1, Hyou1 y Sulf1, se observa que las variantes 1, 2 y 3 son capaces de activar este grupo de genes
en comparacién con las variantes 4, 5 y 6. (Figura 16/17). Ademas, en el caso de la expresion del gen SULF1, la
variante UPRplus3 presenta una mayor activacion que la obtenida cuando se coexpresan las variantes XBP1s y ATF6f.

Este resultado nos muestra que las proteinas quiméricas UPRplus son capaces de activar genes asociados con la
respuesta de la proteina desplegada. Ademas, los niveles de activacién alcanzados por las variantes 1, 2 y 3 son
parecidos o superiores a los obtenidos al coexpresar ambas proteinas (Figura 16/17). Respecto a la chaperona Bip y
los genes HERPUD asociados con la ERAD, también observamos que las variantes 1, 2 y 3 UPRplus son capaces de
activar preferiblemente estos genes, alcanzando unos niveles de induccién parecidos a los que se obtienen al
coexpresar estos factores de transcripcion. Los resultados obtenidos corresponden al promedio de tres experimentos
independientes.

Vias de administracion

Las vias de administracién del virus estan sujetas a su paso a través de la barrera hematoencefalica para infectar las
neuronas diana.

Para lograr este objetivo, se han definido principalmente dos vias de administracién que no se reivindican en la
presente memoria.

La primera de estas vias es la via nasal. En general, los farmacos administrados por via nasal pueden entrar en el
flujo sanguineo a través de la circulacion general, pueden penetrar directamente al cerebro o, en algunos casos,
pueden seguir ambas vias. Sin embargo, muchos de los factores que controlan el flujo del farmaco a través de cada
una de estas vias no estan completamente definidos. En general, existen tres vias por las que puede circular un
farmaco administrado en la cavidad nasal. Estas vias incluyen la entrada a la circulacién sistémica directamente desde
la mucosa nasal, la entrada al bulbo olfatorio mediante transporte axonal a través de las neuronas y la entrada directa
al cerebro. A continuacion, se resumen las pruebas que respaldan el papel de cada una de estas vias en una variedad
de sustratos modelo para los diferentes tipos de virus.
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Vias de transporte seguidas de varios solutos virales mediante administracion nasal.

Soluto Modelo animal Via de administracion Via recorrida
Virus p ., . .
Raton Inoculacién nasal Nervio olfatorio
Virus de la hepatitis , . N . .
P Raton Gotas nasales Directa, sistémica, nervio olfatorio
Virus del herpes simple , . . .
P P Raton Inoculacién nasal Nervio olfatorio
Virus de la encefalitis , .
Ratén Gotas nasales Directa

Neumococo

Esta tabla no pretende ser exhaustiva por naturaleza, sino mas bien resaltar algunos de los diferentes tipos de solutos
que se ha demostrado que siguen una o mas vias.

Otras vias de administracion a las células del SNC son:

Inyeccion directa en compartimentos fluidos, tales como el humor vitreo del ojo; o hacia el liquido cerebral de la
columna vertebral a través de diferentes vias, intraventricular o intratecal (**), para su administracién al plexo coroideo,
las capas ependimarias/meningeas, y desde alli al cerebro adyacente a través de procesos que se extienden dentro
de estas capas; y su paso a través de la barrera hematoencefalica o barreras hematotumorales mediante inyeccién
intraarterial combinada con una interrupcion osmética o farmacolégica temporal.

El término (**) intratecal (intra + teca, “dentro de una vaina”) es un adjetivo que se refiere a algo que se produce o se
introduce en un espacio anatomico o espacio potencial dentro de una vaina, mas habitualmente la membrana
aracnoidea del cerebro o la médula espinal.

Calculo de la dosis

Seglin Ulusoy et al, la titulacion de vectores requiere un intervalo entre 10° y 103 copias del genoma (GC) por ml con
una dosis comprobada de 10'° a 102 gc/ml. Por otro lado, para cualquier relacién de dilucion de los vectores a valorar,
estos deben tener un intervalo medio-bajo de 10" ge/ml, lo que da como resultado la desaparicién de la toxicidad.
Esta informacién se proporciona como informacién general y no se reivindica.

Dosis en humanos:

El intervalo de la dosis en humanos se encuentra entre 10° y 10°° unidades virales/kg de peso corporal, sin restringir
este intervalo a la aplicacion en diferentes grupos de edad o con volimenes de distribucién modificados por edad o
patologfa. La dosis reivindicada del virus esta entre 10° a 103 copias del genoma (GC) por ml de compuesto.

La mayor concentracion o cantidad de una sustancia, encontrada mediante experimento u observacién, que no
provoca ninguna alteracion negativa detectable de la morfologia, capacidad funcional, crecimiento, desarrollo o
duracion de la vida de los organismos diana, distinguibles de las observadas en organismos normales (de control) de
la misma especie y cepa en las condiciones de exposicion definidas.

Método de aplicacion (descrito en la presente memoria, pero no reivindicado)

Los vectores rAAV2 se inyectaron bilateralmente en el NS usando una jeringa Hamilton de 5 ul equipada con un capilar
de vidrio con un diametro de punta de aproximadamente 60 a 80 micrometros. Se inyectaron dos microlitros del tampén
que contenia las concentraciones apropiadas de particulas virales a una velocidad de 0,4 pl/minuto. La aguja se retiré
lentamente 5 minutos después de finalizar la inyeccion.

Descripcion de las figuras
Figura 1/17

Esta figura muestra un mapa de restriccién del plasmido pAAV-XBP1s-LFG-ATF6f, con 7701 pb y la representacion
de los elementos genéticos presentes en el ADN recombinante generado.

Figura 2/17

Esta figura muestra un mapa de restriccion del plasmido pAAV-XBP1s-LF-ATF6f, con 7809 pb y la representacion de
los elementos genéticos presentes en el ADN recombinante generado.
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Figura 3/17

Esta figura muestra un mapa de restriccion del plasmido AAV-XBP1s-L4H4-ATF6f, con 7719 pb y la representacion
de los elementos genéticos presentes en el ADN recombinante generado.

Figura 4/17

Esta figura muestra un mapa de restriccion del plasmido AAV-ATF6f -LFG-XBP1s, con 7701 pb y la representacién de
los elementos genéticos presentes en el ADN recombinante generado.

Figura 5/17

Esta figura muestra un mapa de restriccion del plasmido pAAV-ATF6f-L4H4-XBP1s, con 7719 pb y la representacién
de los elementos genéticos presentes en el ADN recombinante generado.

Figura 6/17

Esta figura muestra un mapa de restriccion del plasmido pAAV-ATF6f-LF-XBP1s, con 7809 pb y la representacion de
los elementos genéticos presentes en el ADN recombinante generado.

Figura 7/17

Esta figura muestra una fotografia de la prueba de restriccion de las variantes UPRplus. Se realizd una digestién de
ADN plasmidico (este método se describe en la presente memoria, pero no se reivindica) con la enzima de restriccion
EcoR1 durante dos horas a 37 °C.

Los fragmentos obtenidos se establecieron en un gel de agarosa al 1 %. Se utilizaron dos tipos de marcadores de
tamario de peso molecular. Los tamafios se muestran en los extremos de la fotografia del gel:

1. pAAV_ATF6f-LFG-XBP1s-HA
pAAV_ATF6f-LF-XBP1s-HA
pAAV_ATF6f-L4H4-XBP1s-HA
pAAV_XBP1s-LFG-ATF6f-HA
pAAV_XBP1s-LF-ATF6f-HA
pAAV_XBP1s-L4H4-ATF6f-HA
pAAV_ATF6f-HA

© N o g ~ 0 D

pAAV_XBP1s-HA

Tamafios previstos después de la digestién con Eco R1:
1. 3.895, 1.928, 1.531, 347 tamafio total: 7.701

. 3.895, 1.928, 1.639, 347 tamario total: 7.809

. 3.895, 1.928, 1.549, 347 tamafio total: 7.719

.4.262, 1.928, 818, 693 tamafio total: 7.701

. 4.264, 1.928, 926, 693 tamafio total: 7.809

. 4.264, 1.928, 836, 693 tamafio total: 7.719

. 3.895, 1.928, 693 tamaino total: 6.516

w0 N o o A WoN

. 4.262, 1.928, 347 tamafio total: 6.537
Figura 8/17

Esta figura muestra la expresién de las variantes UPRplus en las células HEK293 y su deteccién mediante el epitopo
de HA: Las células HEK293 se transfectaron de forma transitoria con las variantes UPRplus. Se utilizaron plasmidos
codificadores como control para el XBP1s-HA, ATF6-HA y el XBP1s/GFP. Ademas, se incluyd un extracto de células
no transfectadas (NT). Después de 48 horas de expresién, se extrajo el total de proteinas y se detecto el epitopo de
HA utilizando el anticuerpo anti-HA de Covance (dilucién 1:1.000). Se utilizo6 mXBP1-HA como control positivo. Se
utilizé Hsp90 como control de carga. Los métodos utilizados aqui no se reivindican.
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Los tamarfios se muestran en los extremos de la fotografia del gel:
1. pAAV_ATF6f-LFG-XBP1s-HA peso molecular previsto 83 kDa

. pAAV_ATF6f-LF-XBP1s-HA peso molecular previsto 87 kDa

. pAAV_ATF6f-L4H4-XBP1s-HA peso molecular previsto 82 kDa
. pPAAV_XBP1s-LFG-ATF6f-HA peso molecular previsto 83 kDa

. pAAV_XBP1s-LF-ATF6f-HA peso molecular previsto 87 kDa

. pAAV_XBP1s-L4H4-ATF6f-HA peso molecular previsto 82 kDa
. pAAV_ATF6f-HA peso molecular previsto 43 kDa

. pPAAV_XBP1s-HA peso molecular previsto 43 kDa

© 0 N o O b~ wWN

. pPAAV_mXBP1/GFP peso molecular previsto 40 kDa
10. NT

11. pAAV_mXBP1s-HA peso molecular previsto 43 kDa
12. pAAV_mXBP1s-HA peso molecular previsto 43 kDa
Figura 9/17

Esta figura muestra la expresién de las variantes UPRplus en las células HEK293 y la deteccién de XBP1s en las
mismas. Las células HEK293 se transfectaron de forma transitoria con las variantes UPRplus y con los plasmidos
codificadores para XBP1s-HA, ATF6-HA, XBP1s y mXBP1s. Ademas, los extractos de las células no transfectadas
(NT) se utilizaron como control. Después de 48 horas de expresion, se exirajo el total de proteinas y se detecto la
proteina XBP1 utilizando el anticuerpo anti-XBP1 de Biolegend, 143F (dilucién 1:1.000). Se utilizé Hsp90 como control
de carga. Los métodos utilizados aqui no se reivindican.

Identificacion de los carriles de gel:
1. pAAV_ATF6f-LFG-XBP1s-HA

. pPAAV_ATF6f-LF-XBP1s-HA

. PAAV_ATF6f-L4H4-XBP1s-HA

. pPAAV_XBP1s-LFG-ATF6&f-HA

2

3

4

5. pAAV_XBP1s-LF-ATF6f-HA

6. pAAV_XBP1s-L4H4-ATF6f-HA
7. pAAV_ATF6f-HA

8. pAAV_XBP1s-HA

9. pAAV_mXBP1/GFP

10. NT

11. pAAV_mXBP1s-HA
12. pAAV_mXBP1s-HA
Figura 10/17

Esta figura muestra la expresién de las variantes UPRplus en las células HEK293 y la deteccion de ATF6. Las células
HEK293 se transfectaron de forma transitoria con las variantes UPRplus y con los plasmidos codificadores para
XBP1s-HA, ATF6-HA, XBP1s, mXBP1s. Ademas, se utilizaron células no transfectadas (NT) como control. Después
de 48 horas de expresién, se extrajo el total de proteinas y se detectd la proteina ATF6 utilizando el anticuerpo anti-
ATF6 de abCam (dilucién 1:250). La expresion de la proteina ATF6 de ratdn se utilizd como control positivo. Se utilizd
Hsp90 como control de carga. Los métodos utilizados aqui no se reivindican.
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Identificacién de los carriles de gel:
Figura 11/17

Esta figura muestra dos grupos de fotografias, A y B, donde se puede observar la distribucion subcelular de las
variantes UPRplus en las células HEK293. No se reivindican los métodos utilizados para lograr estas fotografias.

El grupo identificado como (A) presenta las células HEK293 que se transfectaron con las diferentes variantes UPRplus,
fijadas después de 48 horas de expresion y se tifieron conjuntamente con anticuerpo anti-HA (rojo, panel superior) y
Hoechst (azul, panel central)} en cada afeccién. La superposicion de imagenes se muestra en el panel inferior de cada
afeccion.

El grupo identificado como (B) presenta las células HEK293 que se transfectaron con mXBP1s/EGFP, se fijaron
después de 48 horas de expresion y se tifieron conjuntamente con el anticuerpo anti-HA (rojo), fluorescencia intrinseca
EGFP (verde) y Hoechst (azul).

La barra inferior de cada fotografia corresponde a 10 ym.
Figura 12/17

Esta figura muestra dos grupos de fotografias, Ay B, que presentan la distribucion subcelular de las variantes UPRplus
en las células HEK293. No se reivindican los métodos utilizados para lograr estas fotografias.

(A) Las células HEK293 se transfectaron con las diferentes variantes UPRplus, se fijaron después de 48 horas de
expresién y se tifieron conjuntamente con el anticuerpo anti-XBP1 (rojo, panel superior) y tincién de Hoechst (azul,
panel central) en cada afeccion. La superposicion de imagenes se muestra en el panel inferior de cada afeccion.

(B) Las células HEK293 se transfectaron con mXBP1s/EGFP, se fijaron después de 48 horas de expresion y se tifieron
conjuntamente con el anticuerpo anti-XBP1 (rojo), fluorescencia intrinseca EGFP (verde) y tincion de Hoechst (azul).

La barra inferior de cada fotografia corresponde a 20 pm.
Figura 13/17

Esta figura analiza la distribucion subcelular de las variantes UPRplus en las células HEK293. No se reivindican los
métodos utilizados para lograr estas fotografias.

Las células HEK293 se transfectaron con las diferentes variantes UPRplus, se fijaron después de 48 horas de
expresién y se tifieron conjuntamente con el anticuerpo anti-ATF6 (rojo, panel superior) y la tincién de Hoechst (azul,
panel central) en cada afeccion. La superposicion de imagenes se muestra en el panel inferior de cada afeccion.

La barra inferior de cada fotografia corresponde a 20 pm.
Figura 14/17

Esta figura presenta un grafico de barras que representa la actividad de transcripcién de las variantes UPRplus. No
se reivindican los métodos utilizados para producir esta figura.

Las células HEK293 se transfectaron de forma transitoria con tres plasmidos diferentes:
- los vectores que codifican las variantes UPRplus;
- el vector que porta la region promotora UPRE que controla la expresion de luciferasa; y
- el plasmido codificador de renilla, como control interno.

Los controles positivos utilizados fueron los plasmidos codificadores para ATF6-HA, XBP1s-HA y la transfeccion
conjunta de ATF6-HA/XBP1s-HA. Asimismo, el vector vacio pCDNA3 transfectado se utiliz6 como control negativo.
Después de 48 horas de expresion, se determiné la actividad de transcripcion mediante un ensayo de luciferasa.

Se llevd a cabo la medicion de la luminiscencia y se normalizé con la actividad de la renilla.

El grafico (panel superior) representa el promedio de tres experimentos independientes y los valores son la media y
el error estandar de la media (SEM).

La tabla (panel inferior) muestra los valores obtenidos en cada experimento para cada afeccién experimental.
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Figura 15/17
Esta figura muestra un analisis de la expresion de genes diana UPR en las células HEK293 donde:

Los niveles de ARNm de las dianas de transcripcion asociadas a la UPR se analizaron mediante PCR en tiempo real
a partir de ADNc obtenido de las células HEK293 en las condiciones iniciales y se trataron con 1 pg/ml de tunicamicina
durante 8 horas.

Todas las muestras se normalizaron con los niveles de expresion del gen de B-actina constitutivamente activo.
No se reivindican los métodos utilizados para producir esta figura.
Figura 16/17

Esta figura muestra un analisis de la expresion de genes diana UPR en las células HEK293 transfectadas con pAAV-
UPRplus donde:

Los niveles de ARNm de las dianas de transcripcion asociadas a UPR se analizaron mediante PCR en tiempo real a
partir de ADNc obtenido de las células HEK293 transfectadas con los plasmidos codificadores para las seis variantes
de pAAV-UPRplus y las variantes individuales de XBP1s y ATF6f, y la transfeccién conjunta de ambas variantes
(pPAAV-XBP1s y pAAV-ATF6f).

Todas las muestras se normalizaron con los niveles de expresion del gen de B-actina constitutivamente activo.
1. pAAV_ATF6f-LFG-XBP1s-HA

. pPAAV_ATF6f-LF-XBP1s-HA

. PAAV_ATF6f-L4H4-XBP1s-HA

. pPAAV_XBP1s-LFG-ATF6&f-HA

2

3

4

5. pAAV_XBP1s-LFATF6f-HA

6. pAAV_XBP1s-L4H4-ATF6f-HA
7. pAAV_ATF6f-HA

8. pAAV_XBP1s-HA

7+8. pAAV_ATF6f-HA + pAAV_XBP1s-HA

GFP. pAAV-EGFP

No se reivindican los métodos utilizados para producir esta figura.

Figura 17/17

Esta figura presenta un analisis de agregacién proteica de la proteina poliQ79 (ejemplo de aplicacion) frente a la
expresién UPRplus donde:

(A) Las células N2A se transfectaron conjuntamente de forma transitoria con los vectores pAAV-UPRplus, pAAV-
XBP1s o pAAV-ATF6, y con el vector pEGFP-poly-Q79. La expresion de la proteina se analizé mediante
inmunoelectrotransferencia, después de 24 horas (panel derecho) y 48 horas (panel izquierdo) de expresién. Se utilizé
HSP90 como control de carga.

(B) Estas mismas muestras se analizaron mediante un ensayo de filtro con trampa después de 24 horas (panel
derecho) y 48 horas (panel izquierdo) de expresion.

(C) Grafico que representa la cuantificacion de la agregacion proteica de la proteina poliQ79 mediante
inmunoelectrotransferencia después de 24 horas (panel derecho) y 48 horas (panel izquierdo) de expresion. Se
muestran la media y el error estandar de los tres experimentos independientes.

(D) Grafico que representa la cuantificacion de la agregacién proteica de poliQ79 usando el filiro con trampa después
de 24 horas (panel derecho) y 48 horas (panel izquierdo) de expresiéon. Se muestran la media y el error estandar de
los tres experimentos independientes.

No se reivindican los métodos utilizados para producir esta figura.

Ejemplo de aplicacion: los métodos descritos a continuacién no se reivindican.
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Las enfermedades de Parkinson y Huntington estan relacionadas con la formacién de agregados proteicos que
provocan la muerte neuronal selectiva, preferiblemente en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra. Para
observar estos efectos, se realizd una prueba de inmunoelectrotransferencia, como se muestra en la figura 17/17,
donde:

se sembraron 3x10% células N2A en pocillos de 30 mm. Después de 24 horas, se transfectaron conjuntamente los
vectores pAAV-UPRplus, pAAV-XBP1s o pAAV-ATF6 y se utilizé el vector pEGFP-poly-Q79 con el método Effectene.
Se mezclaron 0,6 pg de cada vector mas 3,2 pl de potenciador y 100 pl de tampén EC. La mezcla se agité con un
vértex durante 15 segundos y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiadieron 8 ul de Effectene
(Qiagen), se agitd con vortex durante 10 segundos y se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos. La
solucién se mezclé con 500 pl de medio DMEM SFB al 10 % y se afiadi6 a la placa de cultivo por goteo cubriendo
toda la superficie.

Después de 24 o 48 horas de expresion, las células se retiraron de la placa de cultivo mediante un raspador celular,
se recogieron y se centrifugaron a 2.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El precipitado se volvié a suspender en un
tampon PBS con tritén al 1%, complementado con un inhibidor de proteasa (Roche). Las células se sonicaron 3 veces
durante 5 segundos en hielo y, finalmente, se determiné la concentracion de proteina en cada muestra utilizando el
ensayo de proteinas BCA (Pierce, Rockford, IL) (Zhang et al. 2014).

Las muestras de proteinas se prepararon utilizando 25 ug del total de proteinas, se mezclaron con tampén de carga
4X (Tris-HCI 0,2 M [pH 6,8], SDS 10 %, azul de bromofenol 0,05 % y glicerol 20 %) y luego se calentaron durante 5
minutos a 95 °C, que se cargaron en geles desnaturalizantes al 8 %. El gel separador de poliacrilamida al 8 % se
prepard con Tris-HCI 380 mM [pH 8,3], acrilamida-bis-acrilamida 8%, SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,1 %y TEMED
0,06 %. El gel de poliacrilamida compresor se preparo con Tris-HCI 60 mM [pH 6,8], acrilamida-bis-acrilamida 4 %,
SDS 0,1 %, persulfato de amonio 0,1 % y TEMED 0,06 %.

La electroforesis se llevo a cabo en un tampén de migracién (Tris 25 mM, glicina 250 mM y SDS 0,1 %) a una tensién
constante de 100 V. La migracioén electroforética se detuvo cuando el frente azul abandoné el gel. Posteriormente, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF en un tampon de transferencia (Tris 25 mM, glicina 250 mM y
metanol al 20 %) a una tensién constante de 100 V durante 2 horas y 30 minutos en hielo. Luego se incub6 la
membrana en la solucién de bloqueo (5 % de leche en PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion
constante. Finalmente, las membranas se incubaron con cualquiera de los anticuerpos siguientes, diluidos en leche al
5% en PBS-Tween 0,02%; anti-GFP 1:1.000 (Santa Cruz) o anti-HSP90 1:3.000 (Santa Cruz), durante 16 horas a 4 °C
en agitacion constante. Al dia siguiente, las membranas se lavaron 3 veces durante 5 minutos con PBS-Tween al
0,1 % y posteriormente se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacién constante con los anticuerpos
secundarios pertinentes: anti-HRP de conejo o anti-HRP de raton (Invitrogen) diluidos 1:3.000 (leche al 5 % en PBS-
Tween 0,02 %). Una vez transcurrido este periodo, las membranas se lavaron con PBS-Tween 0,1 %, esta vez 3
veces durante 5 minutos. Finalmente, el andlisis de proteinas se realiz6 utilizando el kit de sustrato para
inmunoelectrotransferencia (Pierce) y el sistema de deteccion de imagenes Chemidoc (Biorad).

Para confirmar los datos obtenidos anteriormente, se llevd a cabo un ensayo de filtro con trampa, donde se usaron
25 ug del total de proteina mezclada con tampon PBS-SDS 4X para llevarlo a cabo.

Estas muestras se cargaron en una placa de 96 pocillos acoplada a una bomba de vacio que contenia filtros de acetato
de celulosa. Después de afiadir las muestras, se aplicd vacio para retener solo las especies de alto peso molecular
en el filtro. Posteriormente, los filtros se incubaron en una solucién de bloqueo (5 % de leche en PBS) durante 1 hora
a temperatura ambiente y en agitacion constante. Posteriormente fueron incubadas con el anticuerpo anti-GFP 1:1.000
(Santa Cruz), diluido en leche al 5 % en PBS-Tween 0,02 % durante 16 horas a 4 °C con agitacion constante. Al dia
siguiente, los filtros se lavaron 3 veces durante 5 minutos con PBS-Tween 0,1 % y posteriormente se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacién constante con el anticuerpo secundario anti-HRP de ratén
(Invitrogen) diluido 1:3.000 (5 % de leche en PBS-Tween 0,02 %).

Después de este periodo, las membranas se lavaron con PBS-Tween 0,1 %, esta vez 3 veces durante 5 minutos.
Finalmente, el analisis de proteinas se realizé utilizando el kit de sustrato para inmunoelectrotransferencia (Pierce) y
el sistema de deteccién de imagenes Chemidoc (Biorad).

Conclusiones:

Con la expresion de las proteinas UPRplus, XBP1s y ATF6f durante 24 horas se logré reducir el porcentaje de
agregacion de la proteina poliQ79-EGFP en la célula N2A. La expresion de las proteinas UPRplus, XBP1s y ATF6f
logré reducirse al 23,2 %, 47 % y 51,4 %, respectivamente, el porcentaje de agregacion determinado mediante WB.

El efecto antiagregacion también se determiné mediante |a técnica de filtro con trampa, en cuyo caso la expresion de
las proteinas UPRplus, XBP1s y ATF6f cayo al 15,1 %, 15 % y 39,1 % respectivamente, después de 24 horas.

Ademas, se evalud el efecto antiagregacién de la expresion de las proteinas XBP1s, ATF6f y UPRplus utilizando WB
después de 48 horas. Se observé que la agregacion de poliQ79 disminuy6 significativamente solo con el tratamiento
UPRplus (disminucion del 47 %).
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Ademas, con la técnica de filtro con trampa se observé que la expresion de las proteinas XBP1s, ATF6f y UPRplus
disminuy¢ la agregacion proteica de poliQ79-GFP a 48,5 %; 65,6 % y 24 % respectivamente, con respecto al control,
después de las 48 horas.

Materiales y métodos
Produccién de los vectores adenoasociados

Las particulas del virus AAV serotipo 2 (AAV2/6) se produjeron mediante la transfeccion de células 293-AAV (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) y se purificaron en un gradiente de iodixanol seguido de cromatografia de afinidad en
columna. El nimero de particulas de AAV que contiene el genoma en la suspension, asi como la infectividad de la
suspension del vector en las células HEK293T, se determinaron mediante ensayos TaqgMan qPCR.

Preparacion de los plasmidos adenovirales (pAAV) para las 6 variantes:

Para el desarrollo de esta diana se sintetizaron de novo las secuencias de XBP1s, secuencias de ATF6f humano y los
respectivos enlazadores y se clonaron en el plasmido adenoviral pAAV-CMV-MCS, que expresa el transgén bajo el
promotor CMV. La secuencia de la etiqueta HA (Figura 17/17 A} se incluyé en todos los constructos generados, lo que
luego nos permitié identificar las células transducidas. Como control se utilizé el plasmido adenoviral vacio pAAV-
CMV-MCS.

Para confirmar la expresiéon de los constructos generados transfectamos las células HEK con los diferentes
constructos, después de 48 horas de la transfeccion realizamos la extraccidon de proteinas que fueron evaluadas
mediante WB utilizando un anticuerpo anti-HA.

Como se muestra en la figura 10/17, detectamos una banda con el peso molecular previsto para las variantes UPRplus
(130 kDa) junto con los controles de expresion para pAAV-XBP1s-HA (55 kDa), pAAV-ATF6f-HA (55 kDa) y pCDNA-
mXBP1s (55 kDa).

PCR en tiempo real

Se aislé todo el ARN de las células HEK 293 transfectadas con los diferentes plasmidos. Después de la
homogeneizacién en PBS, se siguid el protocolo de extraccién de ARN con trizol recomendado por el fabricante. El
ADNC se sintetizo con un kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems). Se utilizé SYBR
Green y el sistema QPCR Mx3005P (Stratagene) para la PCR-TR cuantitativa. La cuantificacién relativa del ARNm se
calculé mediante el método del ciclo de umbral comparativo con B-actina como control. Los cebadores de las
secuencias se obtuvieron de la base de datos PrimerBank (Tabla XV).

Tabla XV
Erdj4 5'-GGAAGGAGGAGCGCTAGGTC-3’ 5'-ATCCTGCACCCTCCGACTAC-3
HspAS5 {BiP}  5-GCCTGTATTTCTAGACCTGCC-3' 5 -TTCATCTTGCCAGCCAGTTG-3'
HerpUD 5 -AACGGCATGTTTTGCATCTG-3' 5'-GGGGAAGAAAGGTTCCGAAG-3'
Hyou 1 5-GCAGACCTGTTGGCACTGAG-3' 5'-TCACGATCACCGGTGTTITC-3’
Pdiad 5-AGTGGGGAGGATGTCAATGC-3’ 5 -TGGCTGGGATTTGATGACTG-3’
Sec24D 5-AGCAGACTGTCCTGGGAAGC-3’ 5-TTTGTTTGGGGCTGGAAAAG-3'
SellL 5'-ATCTCCAAAAGGCAGCAAGC-3 5'-TGGGAGAGCCTTCCTCAGTC-3'
Stt3a 5-TTCAACCTGGGTGACCAGTG-3 5'-CATGACCTTCGCATCCTCTG-3'
Sulfl 5-ATTCAAGGAGGCTGCTCAGG-3' 5-TGTCATGCGTGAAGCAAGTG-3'

Inmunoelectrotransferencia

Esta técnica se describe en detalle en el experimento 1.

Cultivos

Las células Neuro2A y HEK293T se obtuvieron a partir de ATCC y se cultivaron en el medio DMEM complementado
con suero bovino al 10% o 5%, respectivamente, y antibidticos (10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de

estreptomicina), a 37 °C y el 5 % de CO-.

Ensayos

Ensayo de filtro con trampa: se aplican 25 ug del total de proteina a una placa de 96 pocillos acoplada a una bomba
de vacio (aparato de microfiltracion, bio-rad, www.bio-rad.com/en-us/applications-technologies/protein-blotting-

equipment-cells-power-supplies#3) que contiene filtros de acetato de celulosa.
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Después de afiadir las muestras, se aplicé vacio para retener solo las especies de alto peso molecular en el filtro. A
continuacion, los filtros se incubaron en una solucion de bloqueo (5 % de leche en PBS) durante 1 hora en agitacién
a temperatura ambiente. A continuacién, se incubaron con el anticuerpo anti-GFP 1:1.000 (Santa Cruz), diluido en
leche al 5 % en PBS-Tween al 0,02 % durante 16 horas a 4 °C en agitacion. Al dia siguiente, los filtros se lavaron 3
veces durante 5 minutos con PBS-Tween al 0,1 % y, a continuacién, se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacién constante con el anticuerpo secundario anti-HRP de ratén (Invitrogen) diluido 1:3.000 (leche al
5 % en PBS-Tween 0,02 %).

Método con Effectene: Este método consiste en un método de transfecciéon de plasmidos en las células eucariotas,
que es descrito y estandarizado por el protocolo del fabricante (Qiagen) (www.qgiagen.com/es/shop/assay-
technologies/transfection-reagents/effectene-transfection-reagent/).

Este protocolo consiste en mezclar 0,6 ug de cada vector mas 3,2 ul de potenciador y 100 pl de tampén EC. La mezcla
se agita con un vértex durante 10 segundos y se incuba a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion,
se afiadieron 8 ul de Effectene, se agitdé con vortex durante 10 segundos y se incubé a temperatura ambiente durante
15 minutos. Esta solucién se mezcla con 500 yl de medio DMEM FBS al 10 % y se afiade a la placa de cultivo por
goteo de 30 mm cubriendo toda la superficie.

Estadistica

Los datos se expresan como media y SEM. Dependiendo de los experimentos, los resultados se compararon
estadisticamente mediante la prueba de la t de Student o la prueba de Mann-Whitney, ANOVA de dos factores, seguido
de la prueba de Holm-Sidack o la prueba de Bonferroni como prueba post-hoc, o ANOVA de un factor de Kruskal-
Wallis en rangos, seguido de la prueba de Dunn o la prueba de Bonferroni como prueba post-hoc.
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Tabia Vil

Q34TSR 11182130 Factor de transoripeion activador § de Homeo sapions

{atfg}, ARNm

slansunasssanciusogtigeoguoaneaignagioncoiitiageongagacictitacagacigeat

o
gaagaiiggpaticigelctoiigoigaactoggiistiicacagacacigaigannigosatigossgoagons
sgagacpistyrasaasiigaizaictigatiigatiigpatitosigeciiggnagioagacatiigapanat
caagasconsnicigiacapiiaangaiaiaagocagaacicagocaciiictocagostontoaagiiatic
agiviogictecioggitagipmeiiaiicticascicagenigiocigaggaatipnatiyiciintagiicica
gafgtctocootiicoitalatgpipasnaciclasiagiviotclivagoguageoacigaaggasgataagent
sleantggiocisggascaagacipansniggacigacicasagasassaaticagoigasicasaacyt
waslicageesaagectitatigeicoageageaccraagacicasacanacicnagipicoagoanaas
centcatisticagacagirosasgeiiaigocatipguassgongraacennitaicagitacaacoigen
cecaclaasggeonangatitigagicicagentacigiyatacaactivaagtacsisgagticigeonioly
cicagesagiooligrigitaoipyammgicacassgeiveciastiorngiunigeaipigaiacagesaett
sagegasiageesagiyaaiggasasctiivcgipaciaaacoigicclacsaaglaccaigagassipiog
ghoagalatgogeaggagacsgoaacgtaigatoassasiogagaatnogoiintoagiciogeany
asgasgassgaatalatpeirpnnitamappogsaiisaagueigoocinicagaaancgageaasigs

spapsgasssiggascasigaagogpoegeigaagiiginicagsnaseeasaauelia

60



ES 2976 594 T3

Tabla Vil

> 1 18640872:48-1178  Proteina de unidn a x-box 1 de Homo saplens {xbp1),

varignte de transcripeion 2, ARNm

a%@gtgg‘:ggtggcgQacgmgcxgaacmggmgamggasmcctsa&gttm; wioigtegaaneagoss
RS GRS G ERPE R EERES T S ER IR DI D RN ORI E I e v
ceggaggrageragugossIuciitcItagRrgcgossgegRragoprattacgtatdgagorseg
[pgAcAINPgCyAnRIgNssacigararatagagiageagclagacigotagaalgassgan
ggriegasigagigagciggsscagosapigiagailiagaagasgagaacoasaasciiigelagraa
siocagetitacgagagranacicatggectighagiigagasccagyagitangaoagegeiinaugalygs
{gonciggtigcignngagosgeongaagesaaggmaigasgigaggonagigoocggaicipeigant
sopageaggigtaggescagiigionnercioongsacaiciocecaiggaticlgaogaiatigaciolica
gmﬁeﬁgagtistgaia?wigﬁgggmms:fggammﬁggé(:ﬁaagmaigiisﬁcaaatgmﬁ&mwga
gerlgotagesiguaggagsicocasgagaitlantoagaagganteagitctiancagaaiosatiiataigt
cagtggogscgicatoagooragsipgsageosisatyaaciasticgitipaecasstaialacrasgese
sfagtaiiagagatacocicigagacagagagensageiantginatnyigranatogaggaageaccicle
sgenocioagagsatgatiscoigastioatigicieagigangyasgascoiiaganyatpanciogine
sgsgdigogtsoicasatoipiiatrcagonasigoreassgroniotivcigoniaciagatgaiiacagt
gactgigariacggaagiorcittorcostivagigacaigieaiicigoliggiglanaccaticligggagas

saoftigeoanigasciciionensgoigatiagigin
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Tabia X

eniazador LFG:

claggtogtontogteygutagioptugticgagtoptugtogluggrageageyg

enfazador L4H4:

BRI E D s s I BE DB e e s G T G B e T sy T Bt e e e F A T

SYCHALHFER

anfazador LF:

clattiasiasagaacascasasigogiiiatgasstactacatotaccgasiclaaaigasgaacaacglas

fgoittalacaaingoiaasapaigatecgiopeasioggogaasitiantaguugaagigaasasadiaant

gatgrgcasgogaeggsy

62



ES 2976 594 T3

Tabla X

Virus adencasociado 2, genoma complata

GanBack; AFQEIRL3.1

QRIGEN
£ PIRGICRET QUYETRTGEON COTTOBTER TTEHTTRABGE CNTORNRRET ARRSRTCHE
A COACHUCOES SEITTRTCOHN GRCOHUCTTRS STUAGTURAING SAGSRNHCAY AQKERUABTE
13 GOORATTOOR TOATAGRGR TTLCTRGANE (ETURAGTLY TEACGRTHART TALETUATSS
18 ROTTRRGUAG TTRCRITATY AGRRGTUACH FRAGHITTIT AURATHTITT BQSSHAETNAY
243 ERETOARGE BEGEIATITA AGRCORARTGAGRACRCANG GEITUCATTE THRARGBRGNGS
F01 BOMITHARCE SGRAGHTGHT ATOUUGRGNET TITACHRGSY TOTRATTSAR GYOTCQAUGS
I AQCTTSALES RCATUTRONS GRCATTTUTR ACRRCTTTET QARCIRGRTE GRUGAGRSEE
AT ARTGRGAQATY GUOATDCRBAT TRTGARCATER ATCTHARTOY GRTTIAGLAY GURTSQRCTTR
AR SCBOIGNCERA SNAABTENAG DRERACTITE THRACHESS T GORCURTETRR AGTARGHIGS
343 COTABGONTT TTTATTTETS CASTITRAGS SEGEAGAGAS TTROITOCAQ STRCANETHL
U TCBTREAAAS CARCOGHBATE SAATCORTRE TITTEREALE TTTORTGAAY CARERTICSRE
81 SASAATTOAT TTAGAGASTY TRULGUEHEN TORGLCHAC TITROIARAS TROTTOEENR
{3 TERCARAGHE TREARATHIE BUCHUABGHNN SUAMIAAGHT THTHERINGAS TRCTALATAS
Y COAATTALTY GOTOCUTAAR ACRCABNTTH AGUTRCAUTE GRUITGEOATT AATATREGSAN
831 SNTATITARS DRECTHTTE AKELTCHLGE AGERTRAAIA G VBT HCERNE CHXCSTUTEA
Y COTRGHTARTE BCSSANBCAS BAOTABARRES SEGAGARRTUR (MATTOOAKT TUTRATRNEG
WY CORTGATRAG STRARRAAIT WAGHKARGEGY ACHTRBAROT SR TCHBRITER QT
1927 ATGRIGRTITAC TTUBUSBAAREG DAATHHRTEU AGTABKALTA SBHTCQTTATRE ATCTCUTTOS
BT HTRCURCTER CRACTLGUHS TECUAAATIR AGGEICOTT BRACARTEHG (BRAAMIRTIR
AT TGRRCEUIAC TASRALTOTE CUCHACTACE TRETHONCES RCHIETEHN GAXGANATYY
IR0Y CUAGUAATCN MATTTATASS ATTTTNGRAL TAAACIMNYTA RO TROUCAS TATGOBRAYY
4283 COOTTTIOY GROATRIBGEOL ATRARARRGT TUGGUASGBAS RACSCTATE TRASTEITTR
1321 GUNITRORAL TRECGAGSAGACRARTATOS COGAGRLIAT ABCTUDREANY ATELNUTICY
1381 ATATRTERGT RRADTETRCT AATARBAALT THOUTICAR CHATTRTOT SRGSAGATER
447 TEATOWGETH GHAGRAGIIR ARGATTACTG CUARGRETEART SOATTERGIC ARSRALATIS
150 TONOAEOAAG CRAABBTROHG BTHRACGAGA AATACARGTS STUARCTNAG ATAGATCAGR
1847 CTORUATHRT SO TERGNTNT AARATAATR TIROGCOAT GATTRATEES AATTUAACER

$E3Y QOTTORRRCA LCABCAGOT THRCAMRAUN GUATETTCAA ATTHRRSITC ACORGOCEER
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158 TERATCATRA CYTTEARARG BTRRCCAATE ANABATTORR ARSOTTTTTN CORTGIGNAR
TR ARGATIACHT GRUTHARGTR BANCRTUSAT TOTAGOTHAR ASSISHETONA GOCAMARN
1 GICUOBCONE CARTORIGUA GATATASGTE AGURTASANT BOTOLSOTAD TORIITAUGS
13 AGUCARTURAT TCANAGHT BRAGETIONS TOARLTAONG SSAGCHROTHY CRABAIARAY
1821 QITATCATOR CRTCRICATE AXTUTEATRS BITTICONTER CANACARTED DAGAGANTRA
T ATTAGARTIC ARASTATOTRD TIOASTUANR GATADRRRGK TTRITTASAG TRETTIGONG
WY TRTCARRKIN TREBSQONTY TG INGTOA SARAGHUIRTA TCARARALTE TEATAORTIY

R RTTATATORT GHGUARSSGTE CCAMMACHRCTY SCACTECITE QSATRTSATY ARTUTHRRTY
2381 TRGATRAUTE CATOTITRAR TRAATARATES TTTAMTNAS STR FGRCTRC SO THOTTAY

228 CYTCRAGS T RELTCSAGER QATTUTATET MRS TOAKTRA GATAGTHOTS SRANETORAR
e TCTORGIAE DACCALCASA BECAGTAGAG CUSIRTRAGE ATNSCAGTAG BEGTUITES
¢1 SITOOTAHAT SCRAGTSCUT COUSOEOTYD SELCAT TG ACAAGRGANA SOSBRTTAAN
AU GAROTAGALE BRGRGALTNT GHAGTACTAT SAARCITACH ARLCROTRGUT URATAGURSS
2381 RATGHANCIURT ACOTRRANTS SARCOATHNY GATHRGRAGYT TTOARGAGRNY CUTTRAAGRS
2R GHTARBTINT TUXGBRCAS COTCREAGER QLABTRTIOC ANROUASIAR TRGTGTIRTT
I GARGOTCETON GUUTHRTTES BGSARITHTT SAGSDERCTY URGEAMASRR BRAGEOGATA
284 QATCRCTUTE CUFTGRAGIC AGARTIUIG TORGRARCLRG BRARBGURSHE CUARTRAJSYT
0 GUASGASARR QATTARATTY THGTRAGRLT BHAGARTNAR ACTRAGTACT TOARLURTAR
BT CUTCTOREAR AGDCATTAGE ARUANTATRT GGTNTROUAS DTARRTRGIAT GOCTATRRS
2R AGTRGORRCAT CASTRGUAGS CARTAACIAG RORGUAHANG QAU TORTAR T TCOSSR
ZEY ARTTECATT GOEATTOOAL ATORATORO GENAGHI TR TEACTHRTAR QATDOGAACS
A THHFBLCCTRC CLATUTARAR CHINTAGI TR TACSAAUASA TITOCAGRCS AYTAGHAGER
MR TRETGATA AFEBETAUTY TR TAUAGRS ARCURTTERG BOTRTTT IS STEIRAGSER
S TIRCATTAUR SOTTTINAGE SCATRACTHG CHRRGBRITUA TUAKCAMIAR CTSRBBATYC
R TEBRACCLARBA GARITNRATTT CRAGRIN T SAUATTORAS TORRRGANOT CATGRAGRAT
1gs WANVOTATRAR SEINEATTEC CRATARCOTT AULRSLACHS TTUAGRTETT TAUTIRITUS
3241 SRGTACTART TEOCATACUT COTCRBUTEN GURCATIAAT SIATERCTURS SUQOTINGSS
AW BOACBDGYET TATGRRIGON ACRRTRIGEA TATUTOATOS TURSORAGHT QALTCSHONR
358 STARTACHRT OTICATTTTR UTOLQTOUAS TaTITICOTY STRAGATEDT BEUTARGHGA
I AMRATTTTA GCTTTAGTTR CAGTTTHIAG SAOKTTCOTY TOOACHIRCHX CTACRCTONM

S5 RORCAGAGTR THURLORTCY CRTGAATINY CTRATRGACS SINTACIITEYA TIACTYOAGY

%

54T ABRACARATA CTOTARGTIG SATCENCAGKH CAHNTCASIGT TINASTITIN TRAGRITASA
3N GUGEMAITEANA TTRUREANCA QINTARRARE THUCTIOUTE SR TETS CRGUNAGIAG
TS DTRIFTATEAS SIRRCATOTED REATARGARRT ARTANTHAAT ACTOUTGRSS TROGBRATNK
3P ARGTACGALC TEIRERODAG SBACTUTNTE TTGRATRGHG SROCHTNTAT BOTARDBLCSD
3T AAGBARCBATER AHFARASFTT TEIINCTCMT ASDERGEITR TORTITITAS RAAGOSRAJNBG
A TOAGARKRAR CARATUTOLA QATTHHARASN GYTATEATTS CAGRUGAMIR SRRATTAGR
355 ACRARTRATR GUATERCTAL SORGTAGTAT ROTYOHNTAT CYASKAASAT COARRBAGGG
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05T BACHIADARE CHGRTACTOL ATARTRTCSAC SATACARZGNS THITTOCAIG DATHRGTAG
1 NAGGATARNRYR ATQTETACUY THAGGREBOOT ATOTAOINAS SGRATIORANS CARBRANRGHRR
S0 SATTTTEACK COTCHICOLT CATGRATREA TIIGRANTTA S&QESCETES TQCACSIRTYY
4343 CYRRTEARDA AUACHCOHNT RGGTRCAART HUTTRGASCA CUTTERGTRC DGEIRAAETYY
A3 GREITCRTTCA TCATACAGTA CTOQSIGIRGA CAGIRTCAGES BRGAGRTERS. TORGAGLTG
A28 CATSAGEARR AGARCARSATG CTERSKTCOTN GRAZTIONARY ACACTTIORA STARSATARG
3321 TRTGTTRATR TOGROTITAD TOTHAACAN Y ASTERORTET ATTCAGAGRC TRGUCTCLRYY
SRR IEFGLANCHEST ACOTRACTOR TARICTOTAN THICTTOTIR ATOBATASRC CRYTSATYC
$441 EITTEAGTIS RRACTTTRETE TUTGOGTATY TETTTOTTAY STAGTTYOLA TEOSTACHTS
A5 GATARTTARC ATGVCTARTY SMATCATTAAC TACSAGHRAL CUCTAGTHRRY BEAGTTRECC
4861 ADTROITETE TOROQHCTEG SIROGTOACT IANGLOGOGE GRCGARSIOT COCOTEACHE

831 BEBEGUITTTR CEQEORGCRGE CTCARTEAGT CABTCABLRON BUAKSTAGGR AGTOROCAS
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Tabia X

SARVXRP R

googgaiconstigaolnggectaagugngaatigicacgacaaaccotivosgaaasociagigalons
sHgaacacincaiaigegociogologolcacigrggrogeroggssragescgeaoicoaucRac
siigglopronggodtvagigagugagogagegcscagagagronrisnoncagatcigalataatopaty
aaticaageticagrigtiogagicintagigioucainsaioginigipisigaizoninagaitatgiotivatiy
tagoagogliciaacgacaaiaigioalatgaigeastoiongiecssicigrinignigecgentaginagne
&gmmg&wczo;}cxaEss:ass:{:s:gsz::{&;,af:g;tgmﬁga@gggm@atgafmag§aatssgc¥t‘a{:agm
asgoighecogistocgopagsigtalsigloagaguiicacogivaiCatcaasoIoRORaGRILSS
agagccikagigatacgectaiiainggiinatglonigataatoniggitictagaogicaggignoantitog
grosaaipigogogasascieiatiigiisitBiciassiacativaasiakinteoguicaigagacasianc
sutgataspigotivasindniigrasnsgeragagtatganiniicaacatiiongigiogonciatinonitint
Tagreaittiguolicnigtiingaicacseageascgaiggigenagaasagainnigasgaicagiingat
geargagigaatiscatcgraciggatcicasragraninagaicctipagaptitingnoncgaagaangiyt
foranigaigagractitinasgiicigriaiginaogoggintiatorcgiatigeogocgagosagagosscic
ggimgccgeai&aaaiaﬁaimgaaztgas?’égwgsgtactsamag?mc&ga%agamﬁi@ggé&g}g
catgacagirngageativigoagigoigacaiaaccatgagigstaassigogucceantiaoiivigane
acgaleggrgsstsgasguagtiascogoiitiyearaseaiigoyatosicianctiogontigatoghiy
geRacoagaguigarigasgecaliscnrascgasuggonipastoargigtcigingosatggrany
szogiigograssctativaciygogeatisciiacicliagolioncganannaaisalagaciyostonseg
cggainsagiigragnacnantintpopnicggconticagarigaeigpiiatigoipsizaaiolggsancy
glasgogigoiokgoggistontigeaguaciyguccsgaingioaguenicncpiatngtagiintotacs

cpacggsuagicagrasciaiggaimangaaningscagsirgigagainngigectoncigaliany
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catigglearigiongatcsagitacioatatatacttizgaipaiicasacionitiasiicasoggaicis
guieaysicoiitinetanicatgarcassatocciamgipngitogionautgagoptoagacoxeg
ogaaragricarsgeaivtiigeauirotiticipogoginaltlgrigoconItIIRRRICLate
golacoagegciaiiigiiphopaaicasgaguiaccasciciiicopaagivactpgeticaguagage
geagsiancasaianigionlictagigtagucgiaghiogrocascaciivasgasciclitagoacopontae
slzcotogricigniastonigiiacoagigooiqaigecagippegataagiogiviotiacngraiipganten
agangalaglisooggeinagnogtagoggicggaoigastaugaogiionigacacagoncegnling
agoegsasgacnissucogaacinagatavclacagsgigageatigagasagogosampotionegaagy
AT B e AL YN LU S HR MRS (R (s A VI TS T IV TE R T e e e TRt e
ausessacgeoinyishtiatagizoigicganiffogovatciciyactigagopingaiiitigiosigoiegie
SPCLICTERgReiriggaasRangrcagrRatGrgRoitirogaticeigyontittgoiggestiiige
tranaigiciincipegiintcncigaticiitnoalaacsgiativoogactiipagigagcigatacogaioge
SResgstgassgatogagegeatsosgiongisagsgangasgoggangagcacstosatacgiaass

aoslviccosgriatigarcgaticaiaaigcaggivacoiggotiatogaaatiaalasgactoactalag

e

o

geagaroggeagaitaioraioRdgrRooRGORGUNANIGHIGROITUONGENRIaGOGIaEt
SRRACIATORIgRoNOICIaTalcaQInRgOIa o URGRERatagRGaggaagigancastintaicn
staquaalicctigingiinatigalisavocgotaigoivotiaictataniiogorcicggataogiauaticga

actaggeaatignaigssganivigelianggtisguoniitipogtigatingogaigiaogauncagalatan
gogliiganatigaiistigeciagtislizadagionicastizogogpivaliaghvatagoncainlaipgagiln
cgcptiavaizacacgnisnsiggooogucinosigacsgoncascgantacsgoatatigacginaats

sigsopiaigtivconiagisacgronatagngaciiicoaigrogivasiuggiagagiatitangyisaatty
secaniipgragiacaicsagigiatonisigreangiangaeoncialigacgiconigacgplanalnpess
goniggostivigecosgtacaigacoiiatgggacitociactiggongiaoaictangiaiingioniogetatt
avcsiggigaigoosiiinereginoalcsalggsosineaisgoagiigacicacgquaattivesagivte

cacsesaiigrogianiyguagtigitippeascaaaitasopguaciiiscaansigtoghacsache
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gorcoafigacgraanigaorsisssigincgsiageagpiciatainagragsgeiioinnciaacia
gagaacz:\:ac&gsiias:i‘gg;cti&§'cgaaﬁiiﬁammgzéc%cas:‘i&taggg;&gac&aa@aﬁggstagxg‘i&a
saciizagoticatguciatynioniosigpoagrogegorgasceiggoogaograsconcianagitcige
Heigloggagoagossgosteogoogeoggagonerggorggoraggencigengoioalgigiongne
BESET N TREE R E RPN IO ST IR NG U O D IR EIE ENES TN R (e T My s
cpeacsigageoaegesgpagssgargcigRasagosacmassacagngiaguaprinagaeiyue
sgagalogessgaagucitgastgagigagoisacaaagigolagaiitagasgragaganioss

zsaszmﬁitgc&zsg&aa&ﬁﬂ&gﬁ%ﬁiacgaga§éaaat:tcai’ggmﬁgmgﬁgaga&maggagﬁaaggaﬂa
grgotigpageingetpreniypigoigangagaaggoigsagueaagyuuesiysagigaggocagly
geoggaickreigagiongongeanuinraggeocagitghwonceivoagasnaiotocacaioyaiicty

gogatntigacicttivagativagagicigatatocigipnincatioiascasciiggacncagivatyiictios

asigonclivorengagoeigoragorigeagiagciconagapaiciacncagaagganceagtivatian
sagealscoitatoigicagiyganacaionivagocaagoigpangroniinsigascisativgitigacea
setslatactasgrocciagiotiagagaianccioigagacagagagresagriaaigioghgimaaste

gogoaagtacintragenesinaganusigaleatonignaicatigiclcaginaaggaagancoigiag
aagaigecoivgiorggageinnyaicicssateiputifoniccagoracigocoaaagoesicionigne
actggatgetincagigacigiggatacganastionciorecaliongigaeaigontaiotyotiintans
coaticiggoanaciiigerasipacioiicncoagoigatisgighvinconatzognigiivengalia

sgeasigtaragagorscataacsciyggoonciitorcigacnataacatigosingagoatageaingune

%
~

aagigcsaaiccageanadiggoascogiitaniagagggencgtisaacunguigatcacaiogacig
goctintagiigonagessinigiigiocscoinncnogigocticoigasncigganagiproaninonacigl
solficniaianssigaggeaaiieingoatigiviuegiapgivicatictaticiggoraaisgauiages
CRESRCRGUIRRIGSossaigspangacantagoaggonigocigeagugicagglogadiciaga
gostoogasssaacchenataccitoccaigasociganacalasasigaaigranipigiciiascigl

Hsligeagoiataaiggiiacassiasagoanisgtatcacnaaicacanainnagoatiiiticacigostt
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slagtigiggiigitonancioataagiaiciistostgitiggnteccogeggiagogaongoaciagiong
spitssisagciagesgaictiosacciaantotacgatiipacogeiitsataainogacegganaion
totagtancaagstastiocicacgacarcigaaniyeagessaaaaciiigasscacigicigagyotigs
ganigaaccaagateeanaciossssagugresatiocasggaganttacaiiaagipeonagoiggost
saciteagiclrcarscastraginionugsasciccaiogratagaaeosstaconcrgaccinaagacgs
sgiaciocaasagoitgagsasianiogaguigociagscggraeagaianioogiggagicatatgasg
cpangaoigaggacugaasggrosiiioaiiicigiggsioacicansegoasgotolncogagugacgagt
setocaitpagciootigoageagneogngaagegneaiciicogritacglaacigainaigacegs
HERSHRREHENHERNS GG UR PR SRS G UEP R S C D P SRS S AR
cagotigagasiacocoogicogatictoggigongegaiogoaggoseogoctogaonaanaigiyogely
guacgresggRreengiogergeragoggeoncannaacogaaaiacnagiaipcagatetigreoges
tecasgaciateligesagasaasangagiograguagnicatoasaaatiitsastpyctagagactiate
R e IR IR R ERE IS SR E RS RS SIS HRE R EH R E S HERS R HE e R R
grofeaacioangracRggcgaagigcicciaagogoasggocionnantotrecasonaciiccans
cugrageiopmusivaagastsacyircigoagocagiinsaniastivasggorrgeasggocraiag
soogivaagaggotaggoosgngggaactacatacgyeaciantigigiicigoggeasaccagigeg
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REIVINDICACIONES

1. Un vector adenoasociado (AAV), que comprende un genoma viral recombinante donde dicho genoma comprende
un casete de expresion que comprende una regién reguladora de la transcripcion especifica para tejidos neuronales
unida de forma operativa a un polinucleétido de interés que codifica una proteina de fusién, en el que la proteina de
fusién comprende la forma activa de la proteina de unién a X-Box 1 (XBP1s), la forma activa del factor de transcripcion
activador 6 (ATF61) y una secuencia puente o enlazadora.

2. Un vector adenoasociado, segun la reivindicacién 1, en el que el serotipo del AAV se selecciona de un grupo que
comprende AAV2, AAV6, AAV7, AAVS, AAV9, AAV10, AAV11 y AAV pseudotipificados, preferiblemente en el que el
serotipo del AAV es AAV2 o un vector pseudotipado de AAV 2/6.

3. Un vector adenoasociado, segln las reivindicaciones 1 0 2, en el que la region reguladora de la transcripcion incluye
una region promotora seleccionada entre el grupo que comprende CMV, PGK1, CAMKIl, THY1 y GADG34,
preferiblemente en el que la regién promotora seleccionada del grupo es CMV.

4.Un vector adenoasociado, segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende una regién
codificadora de un sitio de respuesta inmunitaria seleccionada entre el grupo de Ha, Flag, Gfp, His y Myc,
preferiblemente en el que la regién codificadora de un sitio de respuesta inmunitaria es Ha.

5. Un vector adenoasociado, segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el casete de
expresién comprende una regioén reguladora posterior a la transcripcion, preferiblemente en el que la region reguladora
posterior a la transcripcién es el elemento regulador posterior a la transcripcion del virus de la hepatitis de la marmota
(WHP).

6. Un vector adenoasociado, segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que:
(i} la secuencia puente comprende la secuencia LFG, L4H4 o LF como se muestra en la tabla IX; y/o

(i) la secuencia diana que se va a transcribir es la secuencia XBP1s-LFG-ATF6f como se muestra en la Tabla |, la
secuencia XBP1s-LF-ATF6f como se muestra en la Tabla Il, la secuencia XBP1s-L4H4-ATF6f como se muestra en la
Tabla Ill, la secuencia ATF6-LFG-XBP1s como se muestra en la Tabla 1V, la secuencia ATF6-L4H4-XBP1s como se
muestra en la Tabla V o la secuencia ATF6-LF-XBP1s como se muestra en la Tabla VI.

7. Un vector adenoasociado, segun las reivindicaciones 1 a 7, en el que el polinucleétido de interés codifica una
proteina de fusion codificada por la secuencia XBP1s-LFG-ATF6f como se muestra en la Tabla |, la secuencia XBP1s-
LF-ATF6f como se muestra en la Tabla |l, la secuencia XBP1s-L4H4-ATF6f como se muestra en la Tabla I, la
secuencia ATF6-LFG-XBP1s como se muestra en la Tabla IV, la secuencia ATF6-L4H4-XBP1s como se muestra en
la Tabla V o la secuencia ATF6-LF-XBP1s como se muestra en la Tabla VI.

8. Una composicion farmacéutica que comprende un vector adenoasociado como se describe en cualquier
reivindicacién anterior y los excipientes farmacéuticamente aceptables.

9. Una composicion farmacéutica, segun la reivindicacion 8, que comprende una dosis del virus en un intervalo entre
102y 10'3 copias del genoma (GC) por ml de compuesto.

10. Una composicion farmacéutica, segun la reivindicacién 9, para su uso en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson y/o de Huntington.

11. Una composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 10, en el tratamiento de un mamifero, mas
preferiblemente en el que el mamifero es un ser humano; preferiblemente en el que el vector adenoasociado o la
composicion farmacéutica se administra sistémica o localmente.

12. Un polinucleotido, que comprende un casete de expresion flanqueado por las ITR de un virus adenoasociado,
donde dicho casete de expresion comprende un promotor, una region codificadora para la respuesta inmunitaria y un
polinucleétido de interés que codifica una proteina de fusion; en el que la proteina de fusién comprende XBP1s, ATF6f
y una secuencia puente o enlazadora.

13. Un polinucledtido segun la reivindicacion 12, en el que:

(i) la regién promotora se selecciona entre el grupo que comprende CMV, PGK1, CAMKI, THY1 y GAD34;
preferiblemente en el que la regién promotora seleccionada entre el grupo es CMV;

(i) la region codificadora de un sitio de respuesta inmunitaria se selecciona entre el grupo Ha, Flag, Gip, Hisy Myc,
preferiblemente en el que la regién codificadora de un sitio de respuesta inmunitaria es Ha;

(i) el tipo de serotipo del vector adenoasociado es del vector pseudotipificado nimero 2 y/o 2/6;
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(iv) el casete de expresion también comprende una region reguladora posterior a la transcripcion, mas preferiblemente
en el que la regién reguladora posterior a la transcripcion es el elemento regulador posterior a la transcripcién del virus
de la hepatitis de la marmota (WHP);

(v} la secuencia diana a transcribir esté codificada por la secuencia XBP1s-LFG-ATF6f como se muestra en la Tabla
|, la secuencia XBP1s-LF-ATF6f como se muestra en la Tabla Il, la secuencia XBP1s-L4H4-ATF6f como se muestra
en la Tabla lll, la secuencia ATF6-LFG-XBP1s como se muestra en la Tabla |V, la secuencia ATF6-L4H4-XBP1s como
se muestra en la Tabla V o la secuencia ATF6-LF-XBP1s como se muestra en la Tabla VI; y/o

(vi) el polinucleétido de interés codifica una proteina de fusién codificada por la secuencia XBP1s-LFG-ATF6f como
se muestra en la Tabla |, la secuencia XBP1s-LF-ATF6f como se muestra en la Tabla Il, la secuencia XBP1s-L4H4-
ATF6f como se muestra en la Tabla Ill, la secuencia ATF6-LFG-XBP1s como se muestra en la Tabla |V, la secuencia
ATF6-L4H4-XBP1s como se muestra en la Tabla V o la secuencia ATF6-LF-XBP1s como se muestra en la Tabla VI.

14. Un plasmido, que comprende las secuencias de un virus adenoasociado, y un casete de expresion flanqueado por
las ITR del virus adenoasociado, donde dicho casete de expresion comprende un promotor, una region codificadora
para la respuesta inmunitaria y un polinucleétido de interés, en el que el plasmido comprende la secuencia de un
plasmido depositado en el organismo internacional de depésitos biolégicos, Instituto de Investigaciones Agropecuarias
de Chile, INIA, con los numeros de depésito: RGM 2231, RGM 2232, RGM 2233, RGM 2234, RGM 2235 o0 RGM 2236.

15. Un virus adenoasociado, que comprende un genoma viral que comprende el polinucleétido descrito en la
reivindicacién 12 o la reivindicacion 13.
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Figura 1/17
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Figura 2/17
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Figura 3/17
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Figura 4/17
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Figura 5/17
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Figura 6/17
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Figura 7/17
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Figura 8/17
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Figura 9/17
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Figura 10/17
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Figura 11/17
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Figura 12/17
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igura 13/17
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Figura 1417
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Figura 15/17
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Figura 16/17
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Figura 17/17
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